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INTRODUCERE

Biomaterialele utilizate pentru tratarea ranilor trebuie sa permita dezvoltarea celulelor si
regenerarea tisulara, sa fie biodegradabile si bioresorbabile si sa nu aiba caracter antigenic.

Colagenul fibrilar tip I, indeplinind toate conditiile enumerate, este cel mai utilizat biomaterial
natural. In plus, formeaza compozite cu multi polimeri naturali si sintetici, precum si cu materiale ceramice.

Biomaterialele pe baza de colagen se utilizeaza ca: dispozitive medicale, schelete pentru regenerare
tisulard, implanturi artificiale, suporturi pentru eliberarea medicamentelor, factorilor de crestere si celulelor,
precum si in terapia genetica. Dar colagenul este si principiu activ — hemostatic si pansament in vindecarea
ranilor. Fiind proteina, este substrat i pentru bacterii, deci trebuie asociat cu antibiotice i/sau antiseptice.

Obiectivul tezei il constituie obtinerea de biomateriale pe baza de colagen — hidrogeluri i matrici
poroase — utilizabile ca sisteme de cedare topica pentru substantele antimicrobiene acid tanic si digluconat
de clorhexidina, continute individual sau ca amestecuri, in vederea tratarii ranilor de diferite etiologii.

Pansamentele trebuie sa fie suficient de elastice pentru a acoperi intim ranile, sa adere dar sa se
indeparteze usor pentru a nu vatima tesutul, sd protejeze de microbii din mediu, sa fie permeabile pentru
apa pentru a preveni deshidratarea sau acumularea de fluide, sd previna formarea de tesut granular excesiv,
sd poatd avea orice dimensiune i grosime, sa fie neantigenice si lipsite de toxicitate, sa fie stabile la
stocare, sa se poata steriliza, sa constituie rezervoare de antibiotice si sd protejeze impotriva actiunilor
mecanice.

Acidul tanic, compus antimicrobian vegetal, reduce durerea, produce stabilizare hemodinamica
rapida, limiteaza infectia secundara, diminueaza tesutul cicatricial si, totodata, reticuleaza colagenul.

Digluconatul de clorhexidind, substanta antisepticd cu administrare topica, se legagda de peretii
celulelor bacteriene, avand proprietatea unica de substantivitate. in plus, distruge fungii si sporii. Absorbtia
sistemica si toxicitatea sunt reduse, ranile se vindeca mai rapid si compatibilitatea cu antibiotice este buna.

Este de asteptat deci ca biomaterialele pe bazi de colagen in care s-au incorporat acid tanic si
digluconat de clorhexidina sa fie utile pentru tratarea ranilor de diferite etiologii.

Capitolul 1 prezinta rolul colagenului in dezvoltarea celulard si in regenerarea tisulara,
caracteristicile de biomaterial ale acestuia, procedeele de reticulare si rolul sdu, precum si al pansamentelor
poroase, in vindecarea ranilor cronice.

Capitolul 2 contine structura, proprietatile si utilizarile acidului tanic in domeniul medical.

Capitolul 3 prezinta structura digluconatului de clorhexidina, proprietatile si mecanismele prin care
actioneaza pentru distrugerea bacteriilor.

Capitolul 4 descrie materialele si metodele utilizate pentru caracterizarea hidrogelurilor si
matricilor.

Capitolul 5 incepe cu caracterizarea hidrogelului de colagen initial si continua cu a celor diluate,
cu 0,9, 1,1 si 1,3% colagen si pH 3,8 si 7,4, in scopul selectarii concentratiei pentru prepararea
biomaterialelor. S-a gasit ca 1,1% este cea mai convenabila. Caracterizarea hidrogelurilor cu pH 3,8 51 5, 10
si 15% acid tanic, cu pH 3.8 si 7,4 si 1,82, 4,55 si 9,09% digluconat de clorhexidind si a celor cu
amestecurile celor doud componente si au pH 3,8 din punctele de vedere: structural — prin FT-IR si UV-DC
si reologic — prin metoda stationard pentru determinarea proprietatilor de curgere si dinamica pentru
stabilirea celor elastice este discutata in paragr. 5.3-5.5.

Capitolul 6 cuprinde caracterizarea matricilor poroase obtinute prin lofilizarea hidrogelurilor din
cap. anterior prin FT-IR — pentru investigarea pastrarii conformatiei native a colagenului si SEM —pentru
stabilirea morfologiei matricilor, care determina eliberarea medicamentelor si permite cresterea si migrarea
celulelor. Gradele de reticulare ale colagenului din matrici s-au apreciat prin absorbtia apei si prin rezistenta
la digestie cu colagenaza din Clostridium histolyticum.

Capitolul 7 prezinta studiul eliberarii in vitro a acidului tanic din matricile cu acid tanic si din cele
care confin toate amestecurile celor doud componente antimicrobiene in conditii fiziologice, utilizdnd ca
mediu de cedare solutie tampon fosfat salind, utilizind un dispozitiv USP modificat (dispozitiv
»sandwich”). Concentratia acidului tanic eliberat s-a determinat prin spectrofotometrie UV.

Pentru matricile care contin doar acid tanic cea mai mare cantitate este cedatd de matricea cu 10%
acid tanic si cea mai mica de cea cu 5%, pe cand pentru cele ce contin amestecuri — de matricea care
contine cantitatile minime de acid tanic i digluconat de clorhexidina (5,00, respectiv 1,82%), adica de cea
mai slab reticulata.

Capitolul 8 contine concluziile generale.



1. CARACTERISTICILE DE BIOMATERIAL ALE
COLAGENULUI NEDENATURAT TIP |

Biomaterialele trebuie sa permita dezvoltarea celulelor, sd produca regenerare tisulara, sa fie foarte
slab antigenice sau neantigenice, biodegradabile si bioresorbabile.
Colagenul nedenaturat tip I, probabil cel mai important biomaterial natural, se aplicd in medicina,

cu materiale ceramice. [8,9]

Pentru a putea fi utilizat ca biomaterial, colagenul trebuie sa aiba structura moleculara cat mai
apropiata de a celui nativ, de helix triplu, caracteristicd moleculei de colagen.

Biomaterialele pe baza de colagen se pot gasi in diverse forme: hidrogeluri, membrane, matrici
poroase, fire, tuburi sau materiale compozite. [15, 16]

1.1. Rolul colagenului in dezvoltarea celulara si regenerarea tisulara

Colagenul, singur sau asociat cu alte substante din matricea extracelulara (MEC), are rol important
in fiziologia si comportamentul celulelor tesutului conjunctiv. MEC este un amestec complex de proteine:
glicozaminoglicani (GAG) si proteoglicani (PG) ai acestora, glicoproteine adezive (laminind, fibronectina,
tenascind, nidogen) si proteine fibroase (colageni si elastind), [17] asa cum se poate vedea in figura 1.1.
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Figura 1.1. Prezentare schematica a MEC: HA — acid vindecarii r.éni-lor si reparérii ‘;.esuturilor. [18,25]
hialuronic, CS — condroitinsulfat, KS — cheratansulfat, Calitatile de biomaterial pentru dezvoltare
PG — proteoglicani, GAG — gligozaminoglicani celulara si regenerare tisulard sunt sustinute si

de urmatoarele particularitati: biodegradabilitate,
imunogenitate scazuta si posibilitatea de izolare pe scara larga in stare pura, ceea ce-l face indispensabil
pentru medicind, industria farmaceutica, cosmeticd sau alimentara.

1.2. Caracterul antigenic

Colagenul este slab imunogen comparativ cu alte proteine. Determinantii antigenici majori, situati
in regiunile telopeptidice ale moleculei de tropocolagen, [33-35] se pot indeparta. Dar colagenul mai
contine alte doua tipuri de determinanti antigenici: helixul triplu si secventa aminoacizilor din lanturile o de
pe suprafatele fibrilelor. [36-40] Imunogenitatea mai redusa a colagenului din fibrile comparativ cu a celui
nativ se datoreaza reducerii accesului determinantilor antigenici in timpul formarii fibrilelor. [41, 42]

Antigenitatea telopeptidelor din tropocolagen se datoreazd compozitiei In aminoacizi considerabil
diferita de a helixului triplu, acestea continand cantitati mari de resturi de tirozina.

Colagenul este cel mai bine caracterizat antigen proteic, determinantii antigenici ce mediaza
formarea anticorpilor umorali fiind clar delimitati. [36,38,39,60] Preparat in conditii aseptice prezinta
probleme speciale, iar la tarie ionicd si pH fiziologice tinde sa se agrege la 37°C, forma stabila in aceste
conditii fiind starea denaturata.

Locurile responsabile de antigenitate in tropocolagen sunt vulnerabile la actiunea proteazelor.
Acestea sunt situate in regiunile scurte, de dezordine din lant, care sunt, totodata, si locuri de reticulare.
Localizarea activitatii antigenice in telopeptide furnizeazd posibilitatea investigrii fibrilogenezei,
controlului hemostatic si defectelor patologice ale colagenului.



1.3. Biodegradabilitatea

Colagenul, avand stucturd proteici, este biodegradabil. In tesuturi este degradat prin procese
catabolice ce includ degradarea cu colagenaze specifice si fagocitoza. Colagenazele au capacitatea unica de
a rupe lanturile a intr-un singur loc. Clivand numai lanturile principale, biodegradarea cu colagenaze
permite evaluarea gradului de reticulare. Cantitatea de tripsind masoarda extinderea denaturdrii. Fibrilele
sunt degradate de la exterior, iar moleculele din interior devin accesibile proteazelor progresiv. [74]

Biodegradarea colagenului in vivo este un proces complex, cu particularititi dependente de tipul de
colagen. Cea in vitro este stimulata de incubarea cu colagenaza bacteriand, catepsind, pepsind ori tripsing,
teste ce permit compararea materialelor similare, dar corelarea cu degradarea in vivo este dificila. [89-92]

1.4. Controlul biodegradabilitatii prin reticulare

Absorbtia si viteza de biodegradare se regleaza prin reticularea chimica suplimentara a colagenului,
[81, 93-98] efectuata pentru a mari timpul de viata al biomaterialulelor si stabilitatea biologica.
Reticularea colagenului nativ si a celui denaturat se realizeaza prin tratamente fizice sau chimice.

1.4.1. Reticularea prin procedee fizice

Metodele fizice de reticulare reduc riscurile de citotoxicitate, neimplicand compusi chimici.

Radiatiile ultraviolete produc radicali liberi, concentrati in special in ciclurile aromatice ale
resturilor de tirosind si fenilalanind, dar expunerea prelungita produce denaturarea colagenului. Metoda nu
permite obtinerea de biomateriale puternic reticulate. [100] In functie de prezenta apei, radiatiile y produc
efecte diferite: in absenta se rup lanturile polipeptidice, iar in prezentd — reticularea.[100]

Deshidratarea termica se efectueaza prin incélzirea biomaterialelor solide in vacuum cateva zile
la 110°C si 100 torr, [101] conditii care elimina apa din molecule, conducéand la legaturi intre languri.

1.4.2. Reticularea chimicd

Reticularea chimicd are urmatoarele avantaje: reduce antigenitatea biomaterialelor, imbunatateste
stabilitatea mecanica si biologica si, in unele forme de tratament, micsoreaza calcifierea. [101, 109]

Cei mai utilizati agenti sunt aldehidele. Tratamentul reduce imunogenitatea materialelor [107] si
mareste rezistenta la degradare enzimatica [50], dar creste citotoxicitatea. [104, 108] Carbodiimidele
reticuleaza fara interpunerea agentului, deci colagenul nu contine fragmente straine. [109, 110]

Alternativa la reticularea covalentd este cea prin legaturi ionice, care nu genereaza reziduuri
potential toxice. Polielectroliti cationici ca chitosanul formeaza legaturi ionice intre grupele sale amina si
carboxil ale colagenului, formand complecsi care maresc rezistenta mecanica. [113]

1.5. Rolul colagenului in managementul ranilor

Principala functie a tipurilor de colagen I-III este de schelet pentru formarea tesuturilor conjunctive.
La Inceputul vindecarii se depune intai tipul III, iar cantitatea de tip I se mareste pe parcurs. [114]

Colagenul tip I, pe langa rolul de componentd principald a tesutului cicatriceal, are rol cheie in:
[114] controlul raspunsului inflamator la injuriu si reparare, influentdnd mitogeneza celulara, diferentierea
si migrarea; sinteza proteinelor in matricea extracelulard; sinteza si eliberarea citochinelor si factorilor de
crestere; interactiunea dintre enzimele care remodeleaza MEC, inclusiv metaloproteinaza matriceala.

1.5.1. Colagenul in vindecarea rinilor cronice

In ranile cronice ale pielii — rini care nu se inchid in conditii optime in sase saptiméni, [128]
procesul interactiv descris este degradat. Cauza cronicitatii este de obiciei infectia, ce variaza de la cresterea
colonizarii microbiene pand la cresterea critica a contamindrii si suprainfectie.

Factori extrinseci (diabetul sau fumatul) si intrinseci (presiunea oxigenului si raspunsul inflamator
local excesiv) pot afecta direct metabolismul colagenului si incetini vindecarea. [114]

1.5.2. Colagenul in vindecarea ranilor cronice

Pansamentele de colagen sunt avantajoase pentru tratarea ranilor datoritd functiilor sale in
vindecare: [114, 131] inhibarea/dezactivarea metaloproteinezelor matriceale; marirea producerii de
fibroblaste si permeatiei; aportul in preluarea si biodisponinilitatea fibronectinei; ajutorul in protejarea



leucocitelor, macrofagelor, fibroblastelor si celulelor epiteliale; ajutorul in mentinerea micromediului
chimic si termic.

Pansamentele poroase sunt eficiente in vindecarea ranilor de diferite etiologii. [133-135] Utilizarea
materialelor colagenice pare sa fie eficientd nu numai din punct de vedere clinic ci si al costului. [136-139]
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2. ACIDUL TANIC

Taninii, produse vegetale larg raspandite, pot fi hidrolizabili si condensati [1]. Taninii hidrolizabili
sunt esteri ai zaharurilor, in special ai glucozei, si ai acizilor carboxilici fenolici, ca galic si elagic.
Compusul model este acidul tanic (AT) — 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-D-glucoza. [2]

2.1. Structura si proprietati

AT este forma comerciald de tanin. [5] Acesta este o pentagaloilglucozidda — partea centrala a
moleculei — esterificata la grupele hidroxilice cu acid galic si este un tanin hidrolizabil (figura 3.1). [6, 7]
Formula moleculara brutd a AT este C76Hs20u6 $i are masa 1701,2 g.mol ™. [4]

Alte denumiri: acid gallotannic, digallic sau tanin
din coaja de stejar. [4]

Acizii tanici au urmatoarele proprietati fizice:
pudre amorfe albe, usor gilbui sau usor maronii, inodore
sau cu miros caracteristic slab §i gust puternic
astringent, foarte solubile in apa — 2850 g/L, solubile in
alcool si acetond, aproape insolubile in benzen, cloroform
si eter, se descompun fara sa se topeasca peste 200°C si
sunt acizi slabi, cu valori ale pH-ului cuprinse intre 3 si 6.

_ ¥ o Datoritd  grupelor  hidroxil  fenolic libere
Figura 3.1. Structura acidului tanic  formeaz3 legaturi de hidrogen puternice cu proteinele si cu
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carbohidratii, cu formare de complecsi. [8] In plus, la formarea complecsilor cu proteine mai pot contribui
si interactiunile hidrofobe. [9]

2.2. Utilizarile acidului tanic in medicina

In anii 20 AT s-a introdus pentru tratarea arsurilor grave. In anii urmitori a devenit terapie
standard pentru pacientii cu arsuri, [10] datoritd reducerii semnificative a gradului de toxemie si reducerii
masive a ratei mortalitatii. [11] Utilizarea sa prezinta si alte avantaje: precipitarea locald a proteinelor, ce
reduce sau elimina durerea; prevenirea pierderii de plasma; limitarea infectiei secundare si diminuarea
cantitatii de tesut cicatricial.

Activitatea antimicrobiana a AT este bine documentata: inhiba cresterea multor fungi, levuri,
bacterii si virusi. [14-17] AT prezinta si altele efecte benefice: activitate antimutagenica si anticancerigena;
[14] inducerea apoptozei in celule animale; [18] implicarea in sistemul hilauronidazei, producandu-i
distrugerea la fel ca echinaceea si potentandu-i efectul, aparand celulele de invazia virald; [19] actiune
antioxidanta [18] si inhibarea activitatii colagenazei din Clostridium histolyticum, prevenind degradarea
colagenului din MEC. [20]

Biodegradabilitatea poate fi redusa prin reticulare. Aceasta imbunatateste proprietatile mecanice si
reduce degradarea enzimatica si termica, reglind timpul de viata al biomaterialului. [24]

Tinand seama de structura AT si de multitudinea grupelor functionale ale colagenului, intre cele
doua componente se formeaza legaturi de hidrogen, interactiuni ionice, legaturi hidrofobe si covalente. [27]

AT este taninul cu cea mai mare afinitate pentru colagen. [35, 36] Avand grupe hidroxil si
carboxil diferite, formeaza legaturile de hidrogen 1n mai multe puncte, dand stabilitate suplimentara
colagenului. [38]

Colagenul tip I reticulat cu acid tanic prezintd avantajele de a avea stabilitate enzimatica buna, iar
biocompatibilitatea si viteza de vindecare a ranilor sunt semnificativ mai mari decat ale celui nativ. [41]

Data fiind actiunea AT de a inhiba actiunea colagenazei in MEC, [19] este agent de reticulare
valoros, prezentand citotoxicitate redusa, precum si proprietati antimicrobiene si antiinflamatorii. [41]
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3. DIGLUCONATUL DE CLORHEXIDINA

3.1. Structura si proprietati

Clorhexidina (CH), bisbiguanida sintetica cu doua cicluri 4-clorofenilice si doud grupe biguanida
legate printr-un lant hexametilenic, [2] a fost descoperitd in 1946 si introdusa in practica clinica in 1954. [1]
Pudra cristalina alba, cu formula C2H30Cl2N1o, masa 505,45 g/mol, temperatura de topire 134-
136°C, CH este foarte putin solubila in apa (0,8 g/L la 20°C) si nu se poate utiliza ca atare pentru obtinerea
biomaterialelor colagenice. Fiind baza, este stabila sub forma de saruri: [3] digluconat (DGCH), diacetat si
diclorhidrat. In practica clinica se utilizeazi mai ales digluconatul, in special pentru antisepsia pielii. [4]
Antisepticele distrug microorganismele sau inhiba cresterea pe suprafetele tesuturilor vii §i in
interior [7, 8] si se administreaza doar topic. DGCH indeplineste conditiile impuse unui antiseptic ideal.
DGCH este activ pe interval larg de pH, intre 5 si 8, [15] care include pH-ul fiziologic al pielii. Este
bazd puternica la acest pH si prezintd cea mai mare activitate. [16] Prin disociere formeaza dicationi cu
sarcinile pozitive pe atomii de azot din capetele puntii hexametilenice. [17, 18] Caracterul cationic face
posibila legarea de peretii celulelor bacteriene, [19] prezentand proprietatea unica de substantivitate. [3]

3.2. Mecanismele de actiune antibacteriana

Fiind solubil in apa si baza puternica la pH-ul fiziologic al pielii, DGCH disociaza complet la acest
pH, eliberand dicationi CH. [20] Acestia, fiind lipofili, interactioneaza cu fosfolipidele si lipopolizaharidele
din membranele celulelor bacteriilor la concentratii mici, favorizand intrarea in celulele bacteriilor. [21]
Eficacitatea antimicrobiana se datoreaza deci interactiunilor dicationilor CH cu grupele fosfat si carboxil
din componenta peretilor celulelor microbiene. [22] Astfel echilibrul osmotic al celulelor este alterat,
permeabilitatea peretilor celulari marita si dicationi patrund in bacterii, [3] perturband procesele metabolice.
Dicationii CH afecteaza indirect si functia enzimatica a dehidrogenazei si ATP-azei din peretii celulari. [21]
La concentratii mici DGCH are efect bacteriostatic, iar la concentratii mari — bactericid.

DGCH este si agent antifungic eficient, capabil sa distrugd nu numai fungii, ci si sporii. [8] Nu este
sporicid, insa previne dezvoltatrea sporilor, inhibandu-le efectul, dar nu germinarea. [23]
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4. MATERIALE SI METODE

4.1. Materiale

Colagenul fibrilar tip | a fost furnizat de Institutul National de Cercetare-Dezvoltare Textile
Incaltaminte, sucursala Institutul de Cercetare Pielarie si Incaltaminte, INTDTI-ICPI Bucuresti.

DGCH (solutie apoasa cu concentratia 20%) a fost achizitionat de la firma Fargon, Germania.

AT a fost cumparat de la firma Sigma-Aldrich, Germania.

AG (solutie apoasa cu concentratia 25%) a fost procurata de la firma Merck, Germania.

Colagenaza tip I din Clostridium histolyticum s-a achizitionat de la Sigma-Aldrich, Germania.

4.2. Metode de analiza

Hidrogelurile de colagen s-au caracterizat prin metode fizico-chimice rapide, FT-IR, dicroism
circular, reologie stationara si dinamica, iar matricile poroase prin spectroscopie FT-IR, SEM si absorbtia
apei. Matricile cu amestecuri de AT si DGCH s-au supus degradarii enzimatice si evaluarii eliberararii AT.

4.2.1. Metode fizico-chimice rapide

Metodele rapide pentru caracterizarea hidrogelurilor initiale de colagen cuprind determinarea
continuturilor de: substantd uscata, cenusa, azot total, substanta proteica, substanta grasa si pH.

4.2.2. Spectroscopie FT-IR

FT-IR s-a utilizat pentru identificarea grupelor functionale, analiza structurii tertiare a colagenului
si evidentierea interactiunilor cu alte substante (aparat IR 6000 cu sistem ATR de reflexie MKII Golden
Gate Single, Jasco, cu domeniul spectral 4000 si 200 cm™).

4.2.3. Dicroism circular

UV-DC s-a utilizat pentru evidentierea structurii de helix triplu a colagenului din hidrogeluri.
Spectrele UV-DC s-au obtinut cu un spectropolarimetru Jasco J-810, in domeniul 250-195 nm.

4.2.4. Microscopie electronicd de scanare cu baleiaj

Caracterizarea morfologica a matricilor s-a facut prin microscopie electronicd de scanare (SEM).
Imaginile s-au inregistrat cu un microscop Hitachi S-2600N cu rezolutie de 4 nm (la 25 kV, in vid inaintat
in cazul utilizarii detectorului de electroni secundari) si tensiuni de accelerare de la 0,5 pana la 30 kV.

4.2.5. Metode reologice

Viscozititile, destructurarea si restructurarea hidrogelurilor s-au determinat prin reologie stationara,
iar comportarea viscoelastica prin reologie dinamica. Determinarile stationare s-au efectuat cu un
reoviscozimetru Haake VT 550 echipat cu sistemul de senzori MV1 pentru viscozita{i medii si software
RheoWin 4 Thermo Fischer Scientific. Masuratorile dinamice s-au facut cu microreometrul Micro Fourier
Transform Rheometer MFR 2100, GBC, Australia, care functioneaza in regim de curgere sub compresie.

4.2.6. Absorbtia apei

Aprecierea gradelor de reticulare a matricilor si a capacitatii de a absorbi fluide biologice s-a facut
prin absorbtia apei la temperatura camerei.

4.2.7. Degradarea enzimatica in vitro

Rezistenta la digestia cu colagenaza s-a studiat in conditii fiziologice, prin incubarea probelor in
solutie de colagenazd 1pg/mL in solutie tampon fosfat salind cu pH 7,4 la 37°C, utilizdnd colagenazi din
Clostridium histolyticum cu activitatea 125 U/mg. Degradarea a fost urmarita timp de 9 zile.

4.2.8. Evaluarea cedarii medicamentelor

Cantitatile de AT eliberat din matrici s-au determinat cu dispozitivul USP cu celule “sandwich.
Concentratia acidului tanic s-a determinat prin spectrofotometrie UV, la lungimea de unda de 276 nm.



5. CARACTERZAREA HIDROGELURILOR DE COLAGEN INITIAL, CU ACID TANIC,
DIGLUCONAT DE CLORHEXIDINA SAU AMESTECURI ALE ACESTORA

Hidrogelurile — sisteme coloidale semisolide cu faza dispersatd aposa si mediu de dispersie solid,
[1,2] sunt definite ca retele tridimensionale ale polimerilor hidrofili capabile sa absoarba cantitati mari de
apa sau fluide biologice. [3-5] Consistenta moale si continutul mare de apa fac proprietatile asemanatoare
cu ale tesuturilor. [8] Permeabile pentru moleculele dizolvate, sunt suporturi pentru eliberarea
medicamentelor. [9-11]

Solutiile/gelurile consistente de colagen sunt retele tridimensionale de fibrile intertesute la
intdmplare prin legaturi de hidrogen, interactiuni ionice si forte hidrofobe. Datorita numeroaselor grupe
hidrofile inglobeazi cantitati imense de apa [13] si au proprietdi mecanice slabe. Imbunititirea acestora se

Proprietatile hidrogelurilor sunt determinate de integritatea moleculelor din fibrile. Deci pentru
obtinere de biomateriale trebuie sa fie foarte pur, iar moleculele sa aiba conformatie cit mai apropiatd de
cea nativa. Viscozitatea este foarte importantd, influentdnd densitatea de reticulare, viteza de cedare a
medicamentelor si dimensiunile porilor matricilor.

5.1. Hidrogelul initial

Hidrogelul initial, extras din piele crudd de vitel prin tratamente bazice si acide, [23] s-a
caracterizat prin puritate — prin metodele rapide si integritatea helixurilor triple ale moleculelor din fibrile.

5.1.1. Metode de analiza rapide

Metodele de caracterizare rapida cuprind determinari de continuturi de: substanta uscatd (evaporare
la etuva la 105°C pana la masa constanta) — 2,67%, azot total (metoda Khjeldal) — 0,47/17,6*, substanta
proteicd — din azotul total (inmultire cu 5,67 — factorul de transformare a azotului in proteine) —
2,64/98,88%, cenusa (calcinare la 600-800°C pana la masa constantd) — 0% si grasimi (extractie cu eter de
petrol si evaporare pana la masa constantd) — 0%, la care se adauga pH-ul. Valorile stelate sunt recalculate
pentru substanta uscata.

5.1.2. Caracterizarea prin dicroism circular

Colagenul tip I are spectrul UV-DC asemanator cu al poli-L-prolinei II: minim intens la cca 200 nm
si maxim mai slab si mai larg intre 220 si 225 nm, atribuite structurii de helix triplu [24-27] (figura 5.1).

Spectrul UV-DC al colagenului obtinut din hidrogelul initial cu
concentratia 0,35% 1n acid acetic 0,1 M, la 22°C, utilizind cuva de cuart
R de 0,2 mm si deschiderea fantei de 400 um, are minimul situat la A 204
g nm, iar maximul la 221 nm, in concordanta cu literatura. [24-27] Punctul
N de elipticitate zero este 213,5 nm, dar raportul dintre intensitatea
:: maximului si minimului, Rpn, este 0,35, mai mare ca valorile din

literaturd obtinute in aceleasi conditii(0,10-0,13 [27]). Aceasta se poate

200 210 220 230 240 25

bunaime de unda. datora impachetarii helicoidale mai avansate sau concentratiei mai mari
Figura 5.1. Spectrul UV-DC al | @ colagenului. Valorile arata cd in decursul extractiei conformatia de
colagenului helix triplu a moleculelor de colagen nu a fost afectata, deci colagenul

poate fi utilizat pentru prepararea de biomateriale.

5.2. Selectarea concentratiei hidrogelului de colagen pentru prepararea biomaterialelor

Polielectrolit amfoter, colagenul are sarcind netd pozitiva in mediu acid, negativa in mediu bazic si
interval izoelectric intre 4,5 si 5,5. [28] Consistenta hidrogelurilor si interactiunea cu alte substante depinde
de pH: viscozitatile, interactiunile si stabilitatile la forfecare sunt maxime la pH 2,5-3,5 si la cca 7,5.

Pentru selectarea concentratiei optime s-au preparat hidrogeluri cu concentratia 0,9, 1,1 si 1,3%
colagen (masa/ volum), cu pH acid (3,8) si slab bazic (7,4).

Reogramele obtinute pentru hidrogelurile acide sunt reprezentate in figura 5.2.

Hidrogelurile se comportd pseudoplastic; viscozitatile aparente cresc cu concentratia colagenului.

Comportarea hidrogelurilor cu pH 7,4 este asemanatoare, dar valorile n” sunt mai mici.

Reogramele arata cd pentru 0,9% colagen panta se micsoreaza usor la viteza de 17 s la ambele pH-
uri, deci hidrogelurile se destructureaza usor. La pH 7,4 se intdmpla acelasi lucru si pentru 1,1% colagen.
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Parametrii ce descriu comportarea reologica a
hidrogelurilor s-au determinat cu modelele utilizate
frecvent pentru descrierea comportirii pseudoplastice a
fluidelor:
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Figura 5.2. Reogramele pentru hidrogelurile
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acide cu concentratiile mentionate

consistentd, iar n — indicele de curgere si
- Herschel-Bulkley: [32]

T= T+ KD (5.2)

unde T, este tensiunea de la care incepe curgerea sau
tensiunea limitd de curgere.

Hidrogelurile avand valori 1o, parametrii s-au calculat cu relatia (5.2) (tabelul 5.2).

Valorile no cresc cu concentratia colagenului la ambele pH-uri si sunt mai mari la o concentratie
data pentru cele acide. Si indicii de consistenta, de 6,5-7,3 ori mai mari pentru cele acide, cresc cu
concentratia colagenului, iar cei de curgere scad. Valorile subunitare ale indicilor de curgere confirma

Tabelul 5.2. Parametrii reologici pentru hidrogelurile
Cu concentratiile si pH-urile indicate

Concentrafie gel, %/ pa | K Pasn n comportarea pseudoplastici a hidrogelurilor si cresterea
parametru reologic | " caracterului pseudoplastic cu mirirea concentratiei sale.
09 pi—| 5258 6321 | 0392 Comportarea reologica stationara aratd ca 1,1% este cea
11 1857 | 23641 | 0314 | mai convenabild concentratie, atdt in ceea ce priveste
1,3 2,504 29,835 | 0,259 | stabilitatea sub actiunea fortelor de forfecare, cat si consistenta.
pH 7.4 Desi hidrogelul slab bazic are doar jumatate din viscozitatea
0,9 0,414 2,496 0,591 | celui acid, cresterea concentratiei la 1,3% nu este justificata de
1% (1)223 i:iég 8:231 aportul la viscozitate.

5.3. Hidrogeluri cu acid tanic

AT leagandu-se rapid si relativ ferm de colagen in mediu acid, s-au preparat hidrogeluri cu pH 3,8.

Pentru a stabili cantitatea optima de AT pentru reticulare, in hidrogelul acid cu concentratia 1,1% s-
a intodus 5, 10 si 15% AT raportat la cantitatea de colagen din hidrogel.

Hidrogelul cu 5% AT este mai opalescent si mai viscos decat martorul; cel cu 10% AT este
asemanator, CU opalescenta si viscozitate mai mari. Fragilitatea creste, agitarea producand fragmentarea, dar
in stare de repaus redevine omogen. Pentru 15% AT opalescenta si viscozitatea cresc, apare 0 slaba
neomogenitate, fragmentarea este mai accentuata si timpul pentru a recapata aspectului initial este mai lung.

Hidrogelurile s-au caracterizat structural — prin spectroscopie FT-IR si UV-DC — si reologic.

5.3.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Colagenul nedenaturat tip | este compus din 20 resturi de aminoacizi conectate prin legaturi C-N.
Este constituit din secvente oligomerice tripeptidice Gly-X-Y, [33] (Gly — rest de glicina, X si Y — resturile
oricaruia dintre ceilalti aminoacizi). Acesta constituie structura primara a lantului colagenului.

Glicina se afla in lantul a-polipeptidic in fiecare a 3-a pozitie, iar prolina — Pro si hidroxiprolina —
Hyp constituie 1/3 din resturile de aminoacizi; secventele Gly-Pro-Hyp, caracteristice colagenului, sunt
frecvente. Inflexibilitatea Pro si Hyp rigidizeaza lantul si face imposibild formarea helixului alfa, dar
favorizeaza aparitia spontana a helixului rasucit spre stanga, tip poliprolind II (PP II). [34] Conformatia nu
se poate stabiliza prin legaturi de hidrogen, grupele ce formeaza legaturile fiind in pozitii nefavorabile.
Stabilitatea este datd de repulsiile sterice ale ciclurilor pirolidinice din Pro si Hyp. [34] Helixul contine trei
resturi de aminoacizi Intr-un pas, este mai extins decat alfa si exclude interactiunile pe distantad mare.
Aranjamentele structurilor primare constituie structurile secundare ale segmentelor, iar pentru colagen al
lantului polipeptidic in intregime. [35]

Trei helixuri rasucite spre stinga se rasucesc spre dreapta, in jurul unei axe centrale comune,
formand helixul triplu, caracteristic moleculei de colagen nativ (tropocolagen), conformatie numita



structurai tertiara, [36-40] stabilizata de legaturile de hidrogen dintre lanturi. Structurile tertiare reprezinta
deci modul de autoasamblare a celor secundare in conformatia tridimensionald a moleculei de proteina.

In spectrul FT-IR s-au identificat urmitoarele benzi caracteristice colagenului: [42] 1640 si 1660
cm — foarte intensd, datorate in special vibratiilor de intindere ale legaturii C=0O amida, la care contribuie
si legaturile de hidrogen cuplate cu vibratiile de intindere C-N, bandd numitd amida I, 1500-1600 cm™ —
intensa, atribuitd vibratiilor de oscilatie N-H (contributie 60% [43, 44]) cuplatd puternic cu Intindere C-N
din amina, denumitd amida II, semnalele din regiunea spectrald 1400-1200 cm™ datorate intinderii
legaturilor C-N cuplate cu oscilatiile N-H in plan din legaturile amida, numite amida III. Alte benzi
atribuite grupelor amida sunt: 3289 cm™ — intindere N-H cuplata cu legaturi de hidrogen — amida A si 2920
cm? — umadr, dat de intinderea asimetrica a CH, — amida B. Mai slabe apar la: 1450 cm™ — oscilatie CH,,
1260 cm™ — oscilatie N-H cuplatd cu intindere C-N, 1078 si 1021 cm™ — intindere C-O si 804 cm™ —
intinderea scheletului moleculei.

Benzile amida I i IT datorandu-se absorbtiei produse de helixurile triple ale colagenilor, [47] se pot
utiliza pentru a stabili pastratrea structurii native.

Pentru a determina conservarea conformatiei native/cantitatea de helixuri triple ramase Se
utilizeaza: (a) rapoartele absorbantelor benzilor amida III si de oscilatie a grupei CH, de la 1450 cm™,
Aun/Auso — valoarea 1 sau mai mare arata ca helixurile triple sunt intacte, iar cele mai mici — ca au fost
denaturate; (b) diferentele dintre numerele de unda ale benzilor amida I si I, (vAs - vAy) — valoari mai mari
ca 100 cm* arata prezenta colagenului denaturat. Utile sunt si rapoartele absorbantelor benzilor amida I si
A, Ai/Aa, care reflectd extinderea reticularii: raport mare indica reticulare mai avansata. [48]

Spectrul FT-IR al colagenului din hidrogelul martor in intervalul 1700-1000 cm™ este prezentat in
figura 5.8, culoarea portocalie. In figura sunt date si spectrele hidrogelurilor cu cele trei procente de AT.
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Figura 5.8

Spectrele FT-
IR ale
hidrogelurilor
de  colagen

si cu
AT: 5%, 10%

si 15%

1630 1575 1500 1425 1350 1273 1200 1125 1/cm 1030

Tabelul 5.4. Numerele de undi ale benzilor amida I-111, de oscilatie Figura aratd benzi slabe si

a CHy si valorile (vA - vAj) pentru hidrogelurile martor si cu AT largi  pentru hidrogelul martor,
AT o5 | Amida I, [Amida IT, | Amida 1T, [CH, oscilatie, [(vA, - vAu), concentratia colagenului fiind Tlcé-
’ cm? cmt cm? cmt cmt Banda amida I apare la 1655 cm™, cu
0 1655 1556 1240 1454 99 umar la 1630 cm™ si altele mai slabe
5 1655 1556 1242 1458 99 de o parte si alta, amida I la 1556
10 1655 1558 1240 1456 97 cm™ — mai intensd si 1528 cm™ — mai

15 1657 1556 1240 1456 101 slaba, cu umeri la numere de unda

mai mici, amida III la 1240si 1205 cm™; a grupei CH, la 1454 c¢cm™, cu umeri de ambele parti, in
concordanta cu valorile din literatura [49] (tabelul 5.4).

Liniile de baza ale benzilor fiind greu de delimitat, s-a renuntat la raportul Aj/Ausso si s-au folosit
doar diferentele (VA - VAI). Valoarea 99 cm™ arata ca martorul nu contine colagen denaturat.

AT nu contine benzi comune cu ale colagenului, cu exceptia celei de la 1447 cm™, apropiatd de cea
a grupei CHy, dar aceasta este slaba pentru AT.

Benzile amida I-111 si 1454 cm™ apar la aceleasi numere de unda ca in colagenul nativ, dar amida |1
se modificd: marirea concentratiei AT scade intensitatea celei de la 1528 cm™ i apare umar la 1545 cm™.

Diferentele dintre frecventele benzilor amida I si II sunt mai mici de 100 cm™, cu exceptia
concentratiei de 15% AT, care este cu 1 cm™ mai mare. Deci interactiunile dintre colagen si AT nu
afecteaza benzile caracteristice colagenului tip I nativ.



5.3.2. Caracterizarea prin pectroscopie UV-DC

Spectrul UV-DC al hidrogelului de colagen cu pH 3,8 este prezentat in figura 5.10 (negru).
Comparandu-l cu al colagenului initial se constata diferentele:

7 (@) minimul este mult aplatisat; (b) maximul pare mult mai
601 ascutit, dar aceasta se datoreazd scalei mult mai mari din
T 01 figura 5.10 (de 6 ori); (c) minimul este deplasat spre lungimi
¢ de unda mai mici (199 nm comparativ cu 204 nm); (d)
5 o] maximul se afla la lungimi de unda mai mari — 225 fata de 221
P nm; (e) punctul de elipticitate zero se afla la lungime de unda
40 ceva mai mare, de 214,8 nm comparativ cu 213,5; (f) raportul
60 Rpn este mare, de 3,54 ori mai mare decat cel obtinut din
P I S spectrul din figura 5.1 pentru colagenul initial.
Lungime de unda, nm O valoare Rpn asa de mare nu a fost gdsitd In
Figura 5.10. Spectrele UV-DC pentru hidrogelurile literatura de“spgcialitate, dar sunt raportate numai Spectre
martor si cu AT: 5%; 10% si 15% pentru solutii diluate, sub 0,15%, pentru care valorile sunt

cuprinse intre 0,12 si 0,15. [26, 53, 54]
Hidrogelul utilizat la prepararea biomaterialelor fiind mult mai concentrat, pentru a stabili cauzele
obtinerii unui spectru cu forma si caracteristicile din figura 5.10 s-a intreprins un studiu privind efectul
concentratiei colagenului si deschiderii fantei spectropolarimetrului asupra caracteristicilor spectrului.

5.3.2.1. Efectul concentratiei colagenului asupra spectrului UV-DC

S-a lucrat cu solutii de colagen molecular cu concentratii 0,1-1,0% 1in acid acetic 0,1 M, la
deschiderea fantei de 400 pum si drum optic al celulei de 0,2 mm. Rezultatele sunt prezentate in figura 5.11.
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Figura 5.11. Efectul maririi concentratiei
colagenului asupra spectrului UV- DC

Cresterea concentratiei colagenului mareste mult intensitatea
maximului dar pozitia Sa Se pastreaza, iar minimul se
deplaseaza mult spre valori mai mari ale A, modificand
valorile Rpn. Punctul de elipticitate zero este comun, la 214
nm, deci nu depinde de concentratie. Maximele au A foarte
apropiate pentru 0,10-0,67% (221,2-221,6 nm) si creste la
226 nm pentru 1%. Intensitatea maximului creste liniar cu
concentratia intre 0,10 si 0,67%, iar intre 0,67 si 1,00% scade
usor, CU consecinte asupra valorilor Rpn. Intensitatile
minimelor variaza astfel: cresc la marirea concentratiei
colagenului de la 0,10 la 0,16%, scad putin intre 0,16 si
0,31%, mai mult intre 0,31 si 0,67% si foarte putin intre 0,67
si 1,00%. Pozitiile se deplaseaza sensibil spre lungimi de
unda mai mici la cresterea dilutiei intre 0,67 si 0,10%, iar la

1% peak-ul este mai larg si mai putin net, iar pozitia sa mai
greu de stabilit. Din combinarea variatiilor intensitatilor celor doua peak-uri cu cresterea concentratiei
colagenului rezulta pentru Rpn urmatoarea dependenta de concentratie: intre 0,10 si 0,31% creste putin,
de la 0,15 la 0,25; intre 0,31si 0,48% creste mai mult — de la 0,25 la 0,70; intre 0,48 si 0,67% se mareste si
mai mult, de la 0,70 la 1,9; peste 0,67% marirea este din nou mai redusa, ajungand in final la 2,4.

5.3.2.2. Efectul deschiderii fantei

Opalescenta sistemului altereaza spectrul UV-DC, difuzia luminii putdnd depasi absorbtia. Solutiile
de colagen sunt slab turbide, efect accentuat de concentratie. Utilizarea de cuve cu drum optic foarte mic si
deschideri mari ale fantei reduce efectele, dar uneori factorul dispersiv nu poate fi diminuat suficient.

Sub 0,67% maximele si punctele de elipticitate zero nu sunt afectate de deschiderea fantei, dar la
1% scad usor la cresterea deschiderii, farda modificarea pozitiei. Formele, intensitatile si largimile minimelor
sunt insa puternic afectate pentru primele cinci concentratii: elipticitatile scad si largimile cresc la
concentratie datd, efecte accentuate de concentratie. La 1% forma spectrului se modifica mult si este slab
definit, fotomultiplicatorul nefunctionand optim din cauza opalescentei mari. Acelasi lucru este de asteptat
si peste 1%. Spectrul UV-DC are deci forma specifica colagenului doar la concentratii mici. [24-27]
Intensitatea peak-ului negativ scazand, iar a celui pozitiv crescand cu marirea concentratiei colagenului,
Rpn creste si poate depdsi unitatea. Deci valoarea 1,24 obtinuta pentru hidrogelul cu 1,1% colagen poate fi
considerata corecta.



Pentru geluri sau solutii concentrate de colagen se poate propune deci drept criteriu pentru existenta
conformatiei de helix triplu a moleculelor in fibrile doar existenta peak-urilor pozitiv si negativ la lungimi
de unda specifice colagenului, indiferent de valorile intensitdtilor. Existenta helixurilor triple s-ar putea
confirma prin diluare, cand spectrele recapata aspectul specific, dar numai cand aceasta se poate face.

Revenind la efectul AT asupra colagenului, in tabelul 5.5 sunt date caracteristicile spectrelor cu AT.

Tabelul 5.5. Lungimile de unda, elipticitatile, punctele de elipticitate zero si valorile Rpn pentru hidrogelurile H1-H4

Minim Maxim Punct de elipticitate
Hidrogel A, nm 0, mgrd A, nm 0, mgrd Zero, nm Rpn
H1 199,0 -57,7 225,0 71,7 2148 1,24
H2 200,8 -24,0 228,6 24,8 218,8 1,03
H3 198,2 -15,0 230,6 8,0 215,2 0,53
H4 199,8 -15,9 232,2 4,1 2246 0,26

Figura 5.10 arata ca toate minimele si maximele pentru hidrogelurile cu AT sunt mult mai
aplatisate, rapoartele Rpn sunt mai mici, in special pentru cantititi mai mari de AT, si punctele de
elipticitate zero deplasare spre valori mai mari comparativ cu cele din colagen. Asemenea modificari fiind
considerate dovezi de denaturare partiald a colagenului, [53, 54] s-ar putea crede ca hidrogelurile contin
colagen denaturat, cu atat mai mult cu cat cantitatea de AT este mai mare. Dar diferentele (VA - vA) au
valoare peste 100 cm™ (101 cm™) numai pentru 15% AT. Deci datele FT-IR confirma criteriul propus
pentru aprecierea prezentei conformatiei native.

Considerand efectul turbiditatii asupra spectrului, modificarile pentru hidrogelurile cu AT se pot
atribui maririi opalescentei, ipoteza sustinutad de spectrele apropiate ale hidrogelurilor cu 10 si 15 % AT.

Sigur este faptul ca marirea concentratiei AT deplaseaza usor lungimea de unda a minimului spre
valori mai mari, scade considerabil intensitatea maximului, creste lungimea de unda si scade valoarea Rpn.

5.3.3. Caracterizarea prin comportare reologica stationard

Comportarea reologicd stationara permite determinarea consistentei si plasticitatii sistemelor
disperse, [55] proprietdti ce permit prevederea comportarii hidrogelurilor la aplicarea pe piele, a tehnicii de
aplicare si a comportarii la locul aplicarii. Viscozitatea determind intinderea sau etalarea pe piele, cinetica
eliberarii substantelor active continute si timpul de staza la locul aplicarii.

In figurile 5.16-5.19 sunt prezentate reogramele inregistrate pentru hidrogelul martor si cele cu AT
la marirea si micsorarea vitezelor de forfecare pe un interval larg de viteze, pentru a stabili sensibilitatea la
forfecare, vitezele de forfecare la care incepe destructurarea si refacerile hidrogelurilor destructurate.
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Figurile 5.16-5.19. Reogramele hidrogelurilor: a — martor si cu b —-5% , ¢ — 10% si 15% AT

Reograma martorului aratd curgere la tensiuni mici, comportare ideala elastica la viteze foarte mici,
apoi pseudoplasticd, destructurare la cca 10 s si continuare la viteze mai mari; scadere brusci de panti la
cca 300 s, apoi comportare plasticd ideald. Rezistenta redusa la forfecare se datoreaza concentrafiei mici
de colagen. La reducerea vitezelor de forfecare reograma este sub cea anterioara, deci structura nu se reface
complet. Apare o bucla de histerezis, deci hidrogelul este tixotrop.

Efectului reticularii asupra comportarii reologice este evidentiat de reogramele din fig. 5.17-5.19.

Consistenta hidrogelurilor, rezistenta la forfecare si tixotropia se maresc cu cresterea cantitatii de
AT. Pentru 15% AT restructurarea se reduce, sugerand depasirea cantitatii necesare reticularii colagenului.

Determinarea valorilorn, prin liniarizarea dependentelor viscozitate aparentd-viteza de forfecare

aratd cd pentru fiecare hidrogel se obfin doud drepte care se intersecteaza la 10 s?, deci destructurarea
incepe pentru toate la aceasta viteza. Panta mai mare la viteze mai ridicate demonstreaza cresterea



Tabelul 5.6. Viscozitatile dinamice si indicii de curgere pentru probele
H1-H4 obtinute la marirea si micsorarea vitezelor de forfecare

Hidrogel | Marire viteze forfecare | Micsorare viteze pseudoplasticitatii. Valorile 1, s-au determinat
forfecare . . .
b n 5 n doar din dreptele de la viteze de forfecare mici
Mo, FaS Mo, "as si sunt date in tabelul 5.6.

H1 9,80 0,43 3,80 0,46 Hidrogelul cu 10% AT este cel mai
H2 13,86 0,35 3,73 0,50 viscos, sustinand ipoteza cd 15% depaseste
H3 21,55 0,42 5,37 0,44 cantitatea necesara pentru reticulare, excesul

H4 19.17 041 0,98 0.79 deteriorand colagenul.

Influenta asupra capacitatii de curgere S-a evidentit prin indicii de curgere, calculati cu ecuatia
Ostwald-de Waele, dar rezultatele (tabelul 5.6) nu corespund complet cu viscozitatile, hidrogelurile
prezentand totusi tensiuni limita de curgere.

Restructurarea hidrogelurilor s-a urmarit din reogramele obtinute la micsorarea vitezelor de
forfecare. Valorile n, (tabelul 5.6) sunt mult mai mici decat cele obtinute la mérire. Hydrogelul cu 15% se

restructureaza cel mai slab. Indicii de curgere sunt in concordantd mai buna cu valorile viscozitatilor.

5.3.4. Caracterizarea prin comportare reologica dinamicd

Masuratorile reologice dinamice nu afecteaza structura sistemelor supuse determinarilor. Valorile
modulilor de stocare sau de elasticitate, G’, si de pierderi sau de viscozitate, G”, la amplitudini de
deformatie mici pentru ca raspunsul meterialului sa fie viscoelastic liniar, permit determinarea contributiilor
elastica si viscoasa la comportarea viscoelastica: valori G* mari indica preponderenta proprietatilor elastice,
iar G” mari — predominanta celor viscoase. Acestia permit si diferentierea sistemelor nereticulate de
reticulate: ambii moduli sunt foarte mari si curbele ce dau dependentele de frecventa sunt aproape paralele
pentru cele puternic reticulate, [55] pe cand cele nereticulate nu prezinta relatie intre valorile modulilor sau
in variatia acestora cu frecventa.

Dependentele G’ si G” de o din figura 5.22 arata ca: (a) valorile G’ > G” pentru toate hidrogelurile,
deci comportarea este preponderent elastica; (b) diferentele modulilor la o frecventa data cresc cu cantitatea
de AT, deci AT mareste elasticitatea; (c) ambii cresc practic liniar cu o; (d) dreptele modulilor sunt paralele
pentru fiecare hidrogel, cu exceptia celui fara AT, aratand ca este foarte slab reticulat; (€) hidrogelul cu
10% AT are cele mai mari valori G* si G”, deci este cel mai elastic si cel mai viscos, adica este cel mai
reticulat; (f) hidrogelul cu 15% AT este mai putin elastic si mai putin viscos, deci este mai slab reticulat
decat cel cu 10% AT, din cauza denaturarii partiale a colagenului produsa de excesul de AT. Deci cea mai
adecvata cantitate de AT pentru reticularea colagenului din hidrogel este 10%.

Viscozitatile aparente, n*, la o frecventa data, v,
sunt date de rapoartele G”/v corespunzatoare inmultite cu
2n. Valorile n* astfel obtinute depind liniar de frecventele

oHl unghiulare iar pantele dreptelor depind de cantitatea de AT:
o hidrogelul martor are cea mai mica pantd, creste pentru 5 si
'R 10% AT, iar pentru 15% AT se situeazd intre pantele
o ultimelor doui. Extrapoland la frecventa de 1 rad/s (0,16
g Hz) s-au obtinut valorile: 19,08 Pa.s pentru martor, 39,80
‘ Pa.s pentru hidrogelul cu 5% AT, 56,09 Pa.s pentru cel cu
! 10 w0 too0 10% si 52,83 Pa.s pentru 15%. Valoarea pentru ultimul
o rads hidrogel este mai mica decat pentru cel cu 10% AT din

Figura 5.22. Variatiile G° si G cu  pentru cauza excesului de AT, care afecteaza slab colagenul nativ.

hidrogelurile H1-H4 Valorilen, sunt mult mai mari decat cele obtinute
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din masuratori stationare. Ca si in cazul viscozitatilor
dinamice,cea mai mare valoare s-a obtinut pentru hidrogelul cu 10% AT, care se destructureaza cel mai
slab, deci are structura tridimensionala mai bine consolidata. Rezultatele sustin ipoteza denaturarii slabe
produse de excesul de AT.

5.4. Hidrogeluri cu digluconat de clorhexidina

Asemenea hidrogeluri s-au prepararea cu pH acid — 3,8 si slab bazic — 7,4, [56, 57] DGCH
prezentand activitate la pH 5-8, [58] cu activitatea maxima la pH-ul fiziologic al pielii. [59] Cantitatile de



DGCH introduse au fost 1,82, 4,55 si 9,09% raportat la cantitatea de colagen din hidrogel. Cele cu pH slab
bazic fiind prea fluide, pentru marirea consistentei s-a introdus ca agent de reticulare aldehida glutarica
(AG), 0,15% raportata la colagenul din hidrogel. S-au preparat astfel trei serii de hidrogeluri: (a) cu pH 3,8,
(b) cu pH 7,4 si (c) cu pH slab bazic si AG. Acestea s-au caracterizat prin aceleasi metode ca cele cu AT.

5.4.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Spectrele FT-IR ale hidrogelurilor martor cu pH 3,8 si 7,4, al celui cu ultimul pH reticulat cu 0,15%
AG si ale hidrogelurilor care contin DGCH sunt prezentate in figura 5.25.
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Figura 5.25.

i Spectrele FT-IR
suprapuse
obtinute pentru
hidrogeluril cu pH
3,8i: 0, 1,82,

, 9,09%
DGCH; pH 7,4 si:
0,1,82, 4,55,
9,09% DGCH; pH
7.4, 0,15% AG si:
0, 1,82, ,
9,09% DGCH
[56.57]
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Numerele de unda la care apar benzile pentru hidrogelurile acide sunt prezentate in tabelul 5.7.

Tabelul 5.7. Frecventele benzilor amida I-III si A, de oscilatie a grupei CHy, rapoartele Ay/Aaaso si AAA si
diferentele frecventele amida I si II pentru hidrogelurile acide

DGCH, | Amidal, | AmidaIl, |[Amida III,| CH;, |AmidaA, (VA - vAy), cm?
% cm? cm? cm? cm? cm? Ani/Avaso| AVAA
0 1639 1543 1238 1450 3298 0,96 1,38 96
1,82 1641 1541 1234 1448 3298 1,88 1,29 100
455 1639 1543 1234 1446 3298 2,15 1,28 96
9,09 1639 1542 1234 1446 3298 1,21 1,29 97

Marirea pH-ului reduce mult intensitatile tuturor benzilor, dar reticularea cu AG nu le modifica.
Aceasta se datoreaza separarii slabe de faze din hidrogelurile bazice, care reduce concentratia colagenului.

Comparand spectrul DGCH cu cel al colagenului se constata benzi comune doar in intervalul 3750-
2750 cm™ si banda amida 1. Deci se pot suprapune doar aceste benzi, care trebuie utilizate cu grija.

Pentru stabilirea efectului DGCH asupra conformatiei moleculelor de colagen din fibrile se pot
utiliza si rapoartele Ai/Ausso, precum si rapoartele Ai/Aa, care masoara extinderea reticularii.

Hidrogeluri cu ambele substante preparandu-se doar cu pH acid, se discuta caracterizarea acestora.

Benzile isi pastreaza frecventele in prezenta DGCH. Pentru hidrogelurile cu 4,55 si 9,09% DGCH
benzile se suprapun. Deci DGCH interactioneaza slab cu colagenul.

Rapoartele Ai/Auwuso variazd intre 0,96 (martor) si 2,15 (cu 4,55% DGCH); diferentele benzilor
amida I si I nu depasesc 100 cm™, valori ce dovedesc c¢a niciun hidrogel nu contine colagen denaturat.

Rapoartele Ai//Aa arata ca martorul este cel mai putin reticulat. DGCH micsoreaza putin rapoartul,
datorita legarii dicationilor CH de grupele carboxil ale colagenului. Acestea fiind in numar foarte mic la pH
3,8, reticularea astfel produsi este extrem de slabi. In concluzie, DGCH nu afecteazi conformatia
moleculelor de colagen din fibrile in conditiile experimentale utilizate, dar reduce usor reticularea. [56, 57]

5.4.2. Caracterizarea prin UV-DC

S-au Inregistrat spectrele UV-DC ale hidrogelurile martor si cu 4,55% DGCH(figura 5.27). [56, 57]
Spectrul hidrogelului martor este foarte asemanator cu al solutiei 1% din figura 5.10, dar peak-ul
negativ este mai bine conturat si mai intens, deci raportul Rpn este mai mare. Aceasta se poate explica prin
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Coreland cu datele FT-IR se constata ca
mediul acid favorizeaza asocierea.

DGCH reduce intensitatile ambelor peak-uri:
mai mult a celui pozitiv si mai putin a celui
negativ, si deci micsoreaza valoarea Rpn (de la 2,61 la
2,44). Deci DGCH denatureaza usoar colagenul sau
mareste flexibilitatea moleculelor. Considerand si
rezultatele FT-IR, se constata ca DGCH are ca efect
micsorarea Usoara a asocierii supramoleculare, prin
50 interpunere  intre fibrile, marind flexibilitatea

1 20 200 20 230 200 250 colagenului la nivel molecular. Microzonele de fibrile

Llungime de unda, nm care sunt reticulate cu DGCH, mai fluide, altereaza

putin structura hidrogelului si acesta devenine usor
discontinuu.
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Figura 5.27. Spectrele UV-DC pentru hidrogelurile cu
pH 3,8 5i: = —0; = — 4,55% DGCH

5.4.3. Caracterizarea prin comportare reologicd stationara

Reogramele inregistrate pentru hidrogelul acid martor si cu cele trei cantitati de DGCH la viteze de
forfecare mici, cuprinse intre 0,1 si 20,4 s}, sunt prezentate in figura 5.30. [56, 57]

Introducand 1,82% DGCH viscozitatile
-oe cresc usor la viteze mici, deci colagenul este slab
—h— ) . . . . . . .
——E = reticulat cu dicationi CH. Vitezele mai mari de
==r // 10,2 st destructureazd hidrogelul. Marind
~— cantitatea de DGCH reogramele se situeazd mai
jos. Deci marirea cantitatii de DGCH scade
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Tabelul 5.10. Parametrii reologici pentru hidrogelurile
de colagen acide martor si cu DGCH

Tensiune de forfecare, Pa

N
o
N

ol ' ' ' ' ' Concentratie DGCH, 0 Pa | K, Pas’ N
0 2 s M 15 20 %/parametru reologic
Viteza de forfecare, s™ 0 0,986 27,582 0,272
) ) ) ) 1,82 0,982 | 28,411 | 0,263
Figura 5.30. Reogramele pentru hidrogelurile acide cu: B — 4,55 0,921 | 26,644 | 0,273
0; D-1,82; E—4,55; F-9,09% DGCH 9,09 0,959 | 25704 | 0,276

viscozitatile, ponderea reticularii fibrilelor cu dicationi crescand cu concentratia sa si reticularea prin
legaturi de hidrogen scazand; legaturile de hidrogen asigura consistenta hidrogelurilor de colagen. [56,57]

DGCH afecteaza similar si viscozitafile dinamice — la inceput cresc, apoi scad. Hidrogelul cu
1,82% este cel mai viscos, urmat de martor si de cel cu 4,55%. Parametrii reologici s-au calculat cu ecuatia
Herschel-Bulkley (tabelul 5.10).

Din valorile obtinute se constatd cd DGCH nu afecteaza tensiunea limita de curgere, dar reduce
putin indicii de curgere cu cresterea concentratiei. [56, 57] Deci hidrogelul devine usor discontinuu pe
masura ce creste concentratia DGCH.

5.4.4. Caracterizarea prin comportare reologicda dinamicd

In figura 5.33 sunt reprezentate dependentele G’ si G” de frecventa aplicata pentru hidrogelurile
acide care contin DGCH si pentru hidrogelul martor. [56, 57]

Pentru toate hidrogelurile valorile modulilor cresc cu frecventa si scad la marirea concentratiei
DGCH. Valorile G’ sunt de 2,5-2,9 ori mai mari decat G*’, deci atit martorul cat si hidrogelurile cu DGCH
sunt predominant elastice.

Diferentierea curbelor G’ pentru cantitati utilizate de DGCH este o dovada a reticularii slabea
colagenului cu dicationii clorhexidinei, interactiuni evidentiate si prin celelalte metode.

Viscozititile la frecventd minima (0,5 s*) si maxima (140 s™) sunt date in tabelul 5.11.

La frecventa cea mai mica DGCH produce mai intai scaderea usoard a viscozitatii hidrogelului,
apoi o marire slaba. La frecventa maxima valorile sunt apropiate si mai mici decat valoarea pentru martor.
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Tabelul 5.11. Viscozitatile hidrogelurilor
2504 martor si cu DGCH
< 2004 Viscozitate, Pa.s
: DGCH, % v=05st v=140s?
5 7 0 12,188 0,116
100 1,82 10,047 0,107
50 4,55 11,487 0,108
9.09 11,468 0,110

T T T T T T T T
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Figura 5.33. Dependentele G’ si G”de frecventa pentru
hidrogeluri acide: = — 0, 4 — 1,82, » — 4,55 si = — 9,09% DGCH

5.5. Hidrogeluri cu acid tanic si digluconat de clorhexidina

AT nu a fost utilizat ca agent de reticulare pentru hidrogelurile de colagen ce contin DGCH.

Metabolit secundar polifenolic sintetizat de plante pentru a le apara de microorganisme, AT are
proprietati antimicrobiene in vivo si in vitro. [60]. Introdus 1n hidrogeluri de colagen, functioneaza ca agent
de reticulare si antimicrobian, putidnd totodatd s mareasca activitatea compusilor antiseptici.

Reticuland fibrilele de colagen prin forte de naturd fizica, AT poate difuza la suprafata ranii. Cei
doi compusi pot interactiona la pH 3,8 prin legaturi de hidrogen si mai putin prin forte ionice, din cauza
numarului foarte mic de grupe carboxil existente in colagen la acest pH. Actiunea celor doua substante
antimicrobiene poate fi individuala sau sinergetica, iar AT poate potenta actiunea antimicrobiand a DGCH.

S-au preparat hidrogelurile cu AT si DGCH cu pH 3,8 si compozitiile din tabelul 5. 12. [61]

Tabelul 5.12. Compozitiile si notarea hidrogelurilor care contin AT si DGCH

AT, % 5 10 15 5 10 15 5 10 15
DGCH, % 1,82 1,82 1,82 4,55 4,55 4,55 9,09 9,09 9,09
Denumire H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l H12 H13

Hidrogelurile sunt mai opalescente ca cele ce contin numai AT. Opalescenta creste, ca si
viscozitatile, nu numai cu concentratia AT, ci si cu a DGCH. La concentratii mari ale celor doua
componente omogenitatea scade, dar — pastrate la 4°C — nu sufera sinereza nici dupa 3 luni. Incepand cu
4,55% DGCH hidrogelurile contin bule de aer. Din cauza viscozitdfii mari nu pot fi indepdartate si
ingreuneaza caracterizarea hidrogelurilor: opalescenta — masurdtorile UV-CD, iar discontinuitatea —
afecteaza toate celelalte metode pentru caracterizare.

5.5.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Spectrele FT-IR ale hidrogelurilor cu 1,82% DGCH si AT sunt prezentate in figura 5.36.

Foarte asemanatoare cu ale
ridrogelurilor acide care contin numai
AT si cu benzi practic la aceleasi
wmerele de undd, spectrele aratd ca
interactiunea colagen-AT este mai
uternicad decét colagen-DGCH.

Numerele de unda ale benzilor
i diferentelor necesare pentru
aracterizare sunt date in tabelul 5.13.
Diferentele sunt mai mici ca
— 100 cm™ pentru hidrogelurile P5 si P6
1650 1575 1500 1425 1350 1275 1200 1125 Afem 1050 $1 101 cm-l pentru P7. DECi
Figura 5.36. Spectrele FT-IR ale hidrogelurilor care contin 1,82% hidrogelurile cu 1,82% DGCH si AT
DGCH martor si cu AT: 5%; 10% si 15% nu contin colagen denaturat.

@ ©
@ e}
© I}

— 1483
— 1456

1400

1337
— 1283
— 1240
— 1205
— 1082
— 1040

0.06—

Abs |

0.04—

0.02

Aspectul spectrele hidrogelurilor H8-H10 este acelasi cu al celor anterioare, deci interactiunile nu
depind sensibil de cantitatea de DGCH. Benzile au aceleasi valori v, cu exceptia benzii amida | pentru
hidrogelul cu 5% AT (P8), deplasata spre v mai mari, dar nici acesta nu contine colagen denaturat.



Tabelul 5.13-5.15. Numerele de unda ale benzilor amida I-II1, de oscilatie a grupei CH; si valorile
diferentelor dintre frecventele benzilor amida I si II obtinute pentru hidrogelurile H1 si H5-H13

Amidal, | Amidall, Amida III, | CH: oscilatie, (VA - VA1), cm?t
Hidrogel cm?t cm?t cm?t cm?
H1 1651 1556 1238 1454 95
H5 1655 1556 1240 1456 99
H6 1651 1556 1240 1454 95
H7 1657 1556 1240 1454 101
H8 1659 1556 1240 1454 103
H9 1651 1556 1240 1454 95
H10 1651 1556 1240 1454 95
H1l 1657 1556 1242 1456 101
H12 1653 1556 1240 1454 97
H13 1651 1556 1240 1456 95

Pentru ultima serie benzile amida I si III isi pastreaza formele si pozitiile, dar amida II se scindeaza:
la 10% AT apare o banda la 1541 cm™, a cdrei intensitate creste cu concentratia AT, atribuitd interactiunilor
grupelor —OH ale AT cu aminad din DGCH, [63,64] ce devin sesizabile la cantitati mai mari din ambii
compusi. Si banda grupei CH; se modifica: pentru 10% AT apare un umar slab la 1470 cm™, mai intens
pentru 15%, care se datoreaza interactiunii puntilor hexametilenice ale DGCH cu grupele hidrofobe ale AT.

Numerele de unda ale benzilor pentru hidrogelurile H1 si H11-H13, din tabelul 5.13-5.15, arata ca
diferenta este 101 cm™ doar pentru hidrogelul P11, dar intrd in erorile experimentale. Deci nici aceste
hidrogeluri nu contin colagen denaturat.

Spectrele FT-IR aratd ca la concentratii mai mari de AT si DGCH banda amida IT se scindeaza,
aparind o noud banda la 1541 cm™, si un umair pe banda grupei CH; la 1470 cm™, ceea ce indicd aparitia
interactiunilor AT-DGCH; niciun hidrogel nu contine colagen denaturat, deci se pot utiliza ca biomateriale.

5.5.2. Caracterizarea prin spectroscopie UV-DC

Spectrele UV-DC obtinute pentru hidrogelurile cu DGCH si AT sunt prezentate in figura 5.39-5.41.
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Figura 5.39. Spectrele UV-DC pentru  Figura 5.40. Spectrele UV-DC pentru  Figura 5.41. Spectrele UV-DC pentru
hidrogelurile H1 si H5-H7 hidrogelurile H1 si H8-H10 hidrogelurile H1 i H11-H13

Ca si in cazul spectrelor FT-IR, aspectele sunt asemandtoare cu ale hidrogelurilor cu AT (fig. 5.9)
dar sunt si deosebiri. In tabelul 5.16-5.18 sunt date valorile pentru spectrele din figurile 5.39-5.41.

Tabelul 5.16-5.18. Lungimile de unda, elipticitatile picurilor, punctele de elipticitate zero
si valorile Rpn obtinute pentru hidrogelurile H1 si H5-H13 din tabelul 5.12.

Minim Maxim Punct de
Hidrogel A, nm 0, mgrd A, nm 0, mgrd elipticitate zero Rpn
H1 199,0 -57,7 225,0 71,7 214.8 1,03
H5 200,2 -23,4 229,4 24,3 218,2 1,04
H6 199,4 -56,1 231,2 14,7 215,8 0,26
H7 198,8 -34,8 233,0 8,1 217,2 0,23
H8 200,0 -32,6 229,6 22,8 215,2 0,70
H9 200,0 -22.2 232,6 9,6 216,8 0,43
H10 201,0 -33,0 225,0 7,9 217,6 0,24
H11 201,0 -21.0 230,6 9,9 221,6 0,47
H12 200,6 -21.6 234,0 5,8 220,0 0,27
H13 199,8 -345 228,6 3,7 217,2 0,11




Pentru 1,82% DGCH diferente fatd de hidrogelurile cu AT apar incepand cu 10% AT: A pentru
minim, largimea si elipticitatea sa se apropie mult de ale martorului; maximul este mai slab conturat, A mai
apropiat de al hidrogelului cu 10% AT si elipticitatea aproape dubld; punctele de elipticitate zero sunt
apropiate, iar Rpn este 1/2 din cel pentru hidrogelul cu AT, datorita maririi intensitatii minimului. Acestea
se datoreaza mariri turbiditatii si usoarei separari de faze. La 15% AT intensitatile minimului si maximului
scad, dar valorile Rpn raman foarte apropiate. Cand concentratia DGCH s-a marit la 4,55% s-au obtinut
spectrele din figura 5.40: lungimile de undad ale minimelor sunt foarte apropiate de ale martorului, dar
indlfimile sunt diferite, iar minimul are cea mai mare intensitate pentru hidrogelul cu 15% AT. Maximele se
deplaseaza spre A mai mari cu cresterea concentratiei AT, cu exceptia celui cu 15% AT, care revine la
valoarea pentru martor; inaltimile scad continuu. Punctele de elipticitate zero cresc cu concentratia AT si
valorile Rpn scad. Scaderea intensitatii ambelor benzi, a valorii Rpn si deplasarea spre rosu a punctului de
elipticitate zero sunt considerate dovezi de denaturare partiala a helixului triplu. [53, 54] Responsabile de
modificari sunt insd opalescenta, usoara separare de faze si bulele de aer si nu denaturarea partiala.
Considerand criteriul propus anterior, se poate afirma ca acestea nu contin colagen denaturat.

Spectrele din figura 5.41 sunt foarte apropiate pentru 5 si 10% AT; pentru 15% maximul este foarte
aplatisat. Valorile din tabel arata ca diferentele dintre minime sunt nesemnificative pentru 5 si 10% AT, dar
pentru maxime A este mai mare pentru hidrogelul cu 10% AT si intensitatea sa de 1,7 ori mai mica decat a
celui cu 5%. Punctele de elipticitate zero sunt apropiate si Rpn scade cu marirea cantitatii de AT.

Daci se accepta criteriul propus in subparagr. 5.3.2 pentru dovedirea existentei conformatiei native,
se poate afirma ca niciun hidrogel nu contin colagen denaturat, aga cum arata si spectrele FT-IR.

5.5.3. Caracterizarea prin comportare reologicd stationard

Hidrogelurile cu 1,82% DGCH si cele trei cantitati de AT sunt mai opace si mai neomogene decat
cele ce confin numai AT. Cel mai transparent i omogen este cel cu 5% AT, foarte asemandtor ca aspect cu
martorul. Viscozitatea in stare de repaus a hidrogelului pare a se mari mult cu cresterea cantitatii de AT.

Reogramele obtinute la prima marire a vitezelor de forfecare pentru hidrogelurile martor si H5-H7
in intervalul 0-100 s, in care destructurarea nu este semnificativa, sunt prezentate in figura 5.42.

Figura arata ca: [61] reticularea cu AT mareste viscozitdtile; valorile t, sunt mici; la viteze mici se
comporta ideal plastic, apoi pseudoplastic; structura incepe si se distrugd la 10 s*siinceteaza la 20 s

Liniarizarea viscozitatilor dinamice conduce la
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doua drepte pentru fiecare hidrogel, ce se intersecteaza
:Z e aest la 10 s™. Valorile m, obtinute sunt date in tabelul 5.19.
o] o ® e Viscozitatile hidrogelurilor cu DGCH si AT
s w0l o . © Tooom sunt mai mari decét pentru martor, dar mai mici decéat
= 0l g;i ° o °F° ) ; 0 I pentru cele cu AT, datoritd interactiunii AT-DGCH, si
S5 o cresc cu procentul de AT; 15% AT nu mai este exces.
o i Reogramele de la reducrea vitezelor de forfecare
. aratd ca hidrogelul cu 1,82% DGCH si 5% AT — cel mai
0 20 w0 50 8 100 omogen — se restructureaza cel mai rapid, urmat de cel
s cu 10%. Viscozitatile sunt mai mici decat cele obtinute

. . . . la marire si scad cu concentratia AT: hidrogelurile mai
Figura i",‘z' Ri‘)gr*f“,‘ele h¥dr°glelu(r1ﬂ°fr };1 siH5-H7  reticulate necesitd mai mult timp pentru restructurare.
obfinute fa marirea vitezelor de forfecare Indicii de curgere variaza invers cu viscozititile.

Tabelul 5.19-5.21. Viscozititile dinamice si indicii de curgere pentru hidrogelurile
HI si H5-H13obtinute la marirea si micsorarea vitezelor de forfecare

Marire viteze forfecare ~ Micsorare viteze forfecare Hidrogelurile cu 4,55% DGCH
Hidrogel Ny, Pas n Mo, Pas n se aseamana cu cele din seria cu 1,82%,
H1 9.80 043 3.80 0,46 dar in stare de repaus par mai viscoase §i
H5 10,14 0,63 7,55 0,40 contin bule de aer. Reogramele aratd ca
H6 15,21 0,48 4,45 0,46 cel cu 10% AT este cel mai viscos, urmat
H7 20,72 0,30 3,89 0,47 de H8 (5% AT), dar la viteze de forfecare
H8 15,51 0,47 8,02 0,39 peste 20 s viscozitatile devin apropiate.
H9 16,66 0,95 7,91 0,39 Liniarizarea aratd existenta tot a
H10 11,93 0,49 1,64 0,62 cate doud drepte pentru fiecare hidrogel,
EE ﬁég 822 gg; 821 ce se intersecteazd la aceeasi viteza de

P O
H13 911 0.70 382 0,51 forfecare — 10 s™. Viscozitatile dinamice



(tabelul 5.19-5.21) sunt mai mici decat ale celor cu 1,82% la toate procentele de AT, din cauza consumarii
unei parti mai mari de AT si deci reducerii reticularii. Acestea cresc pentru 5 si 10% AT, dar scad pentru
15%, din cauza cantitatii mai mari de asociate AT-DGCH cu viscozitate mai mica, ce se interpun intre
fibrile. Ipoteza este sustinuta de valorile apropiate ale viscozitatilor celorlalte hidrogeluri.

In tabel sunt dati indicii de curgere; acestia scad cu marirea concentratiei AT.

La micsorarea vitezelor de forfecare hidrogelurile cu 5 si 10% AT se restructureaza cel mai
puternic; cel cu 15% AT fsi reface structura mai slab decat martorul, datoriti numarului mai mare de
associate AT-DGCH.

Viscozititile dinamice (tabelul 5.19-5.21) sunt de 2 pana la 7,5 ori mai mici decat cele obtinute la
marirea vitezelor de forfecare. Valoarea mica pentru hidrogelul P10 este sustinuta si de valoarea mai mare a
indicelui de curgere din acelasi tabel, care arata ca hidrogelul care contine 15% AT curge cel mai usor.

Hidrogelurile cu 9,09% are DGCH au cea mai mare opalescentd, sunt cele mai putin omogene, par
cele mai viscoase in stare de repaus si contin cele mai multe i mai mari bule de aer.

La tensiunea de forfecare minima valorile n* cresc in ordinea: H13 < H12 < H11; relatia continua
pand la cca 10 s™. Peste aceastd valoare H13 devine mai viscos, iar valorile celorlalte devin apropiate.
Explicatia constd in orientarea asociatelor AT-DGCH 1in directia tensiunii, care favorizeaza interactiunea
dintre fibrile. La aceasta se adauga contributia bulelor de aer: la viteze mici, cand viscozitatile sunt mari,
bulele nu pot parasi spatiul dintre cilindrii senzorului, dar la viteze mari o parte ies pe masura ce scade
viscozitatea. Tabelul 5.19-5.21 arata ca H13 are cea mai mica viscozitate iar H11 cea mai mare.

La 9,09% DGCH cel mai mult se refac hidrogelurile cu 5 si 15% DGCH si cel mai slab cel cu 10%.

Comportarea reologica stationara sugereaza deci formarea de asociate AT-DGCH la concentratii
mari de antiseptice, mai putin viscoase decat restul hidrogelului, care creeaza aspectrul de neomogenitate.

5.5.4. Caracterizarea prin comportare reologica dinamicd

Dependentele G’ si G” de frecventele unghiulare sunt date in figurile 5.51-5.53.
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Comparand cu datele pentru hidrogelurile cu AT, se constata asemanari si deosebiri.

Asemaéniri: G’ pentru hidrogelurile cu AT sunt mai mari decat pentru martor; toate valorile G’
sunt putin mai mari decat G” pe intregul domeniu ®; ambii moduli cresc practic liniar cu w; diferentele
dintre valorile modulilor la o fvaloare data sunt cu atat mai mari cu cét cantitatea de AT este mai ridicata;
dreptele ce dau dependentele G’ sunt practic paralele cu cele pentru G” pentru fiecare hidrogel, cum este de
asteptat pentru sisteme reticulate, cu exceptia martorului, pentru care valorile devin apropiate la @ mai mici.

Deosebiri: hidrogelul cu 15% AT are cele mai mari valori G’ si G”, si nu cel cu 10% ca in cazul
absentei DGCH (0 parte din AT este consumat de DGCH si acesta nu mai este in exces fata de cantitatea
necesara reticularii); hidrogelul cu 10% AT curge mai usor chiar decat cel initial, in special la ® ce
depésesc 100 rad/s. Deci cantitatea optima de agent de reticulare este 1n acest caz 15%.

Marind cantitatea de DGCH la 4,55% se obtin pentru G’ si G’ dependentele de concentratia AT si
de o din figura 5.52. Valorile sunt putin mai mari decat pentru seria anterioara, dreptele ce dau variatia G’
si G”’ cu ® raman paralele pentru fiecare hidrogel, iar cele cu 10 si 15% AT sunt apropiate, deci si DGCH
contribuie la reticulare. La 4,55% DGCH reticularea este optima atat pentru cantitatea de 10 cat si 15% AT.

Cantitatea maxima de DGCH conduce la variatiile modulilor cu frecventa din figura 5.53. Cel mai
elastic este hidrogelul cu 9,09% DGCH si 15% AT (H13); cele cu 5 si 10% AT au valori mai mici si
apropiate ale elasticitatii. Pentru hidrogelurile cu 5 si 10% AT dreptele ce dau dependentele modulilor de
raman practic paralele, iar pentru cel cu 15% paralelismul dispare, probabil din cauza cantitatii mai mari de
aglomerate AT-DGCH din acest hidrogel, evidentiata si prin comportare reologica stationara.



Dependentele viscozitatilor de o pentru fiecare serie de hidrogeluri sunt strict liniare, iar acestea
scad cu marirea o practic la fel in fiecare serie. Valorile obtinute prin extrapolare la 1 rad/s din tabelul 5.22
variaza 1n serii ca in cazul celor obtinute din masuratori stationare: cresc cu marirea cantitatii de AT, dar
sunt mult mai mari decét decat cele obtinute din masuratori stationare, hidrogelurile ne fiind destructurate.

Tabelul 5.22. Viscozitatile dinamice ale hidrogelurilor H5-H13 la frecventa unghiulara de 1 rad/s

Proba H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 Hi12 H13
n, Pa.s 41,6 43,4 58,2 41,0 81,2 66,7 66,0 76,9 58,6

Cresterea cantitatii de DGCH mareste valorile viscozitatilor hidrogelurilor cu acelasi continut de
AT, cu exceptia celui cu 15%, pentru care intai creste, apoi scade pentru 9,09%, din cauza numarului mare
de asociate AT-DGCH, care impiedica reticularea cu AT si, fiind mai putin viscoase, reduc viscozitatea.
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6. CARACTERIZAREA MATRICILOR POROASE CE CONTIN ACID TANIC,
DIGLCONAT DE CLORHEXIDINA SAU AMESTECURI ALE ACESTORA

Matricile de colagen au aplicatii multiple in medicina: suport/schelet/esafodaj (scaffold) in ingineria
tesuturilor, [6] hemostatic si material de protectie pentru rani si noul tesut ce se formeaza, [6, 7] sisteme de
inglobare si de eliberare a celulelor, proteinelor, acizilor nucleici si medicamentelor. [8-11]

6.1. Matrici cu acid tanic

6.1.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Spectrele pentru matricile martor si cu 5, 10 respectiv 15% AT sunt date 1n figura 6.1.

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Figura 6.1. Spectrele FT-IR ale matricilor care contin: M1 — 0;
M2 —5; M3 10 si M4 — 15% AT

Spectrul FT-IR al martorului
contine benzile colagenului, [18] cu
exceptia umdrului de la 2920 cm’
(amida B), [20] care este suprapus cu
un alt umir la 2957 cm™.

Valorile v si diferentele (VA -
VA sunt date in tabelul 6.1.

In matricea martor vlorile v
pentru amida I si II sunt putin mai
mici decat 1n hidrogel, dar celelalte
raman aceleasi. Din banda complexa
amida Ill, in spectrul martorului se
observa: 1338 cm? — foarte slaba,
1277 cm? — umar, 1237 si 1203 cm'?
—umar, in

concordanta cu literatura. [22-24] Valoarea (vA: - vA;) este 84 cm™, deci nu contine colagen denaturat.
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http://www.burmester-pharma.de/deutsch/analyse_datenblatt/a1929.pdf

Figura 6.1 releva ca AT produce urmatoarele modificari: (a) Intensitatile benzilor amidd A scad,
datorita legarii AT de colagen si reducerii numarului de legaturi de hidrogen dintre fibrile. (b) Subbenzile
Tabelul 6.1. Numerele de unda ale benzilor amida A, amida I-II1, de oscilatie a grupei CH: si diferentele
(VA - VA)) obtinute pentru matricile cu concentratiile specificate de AT

AT, % Amida A, |Amidal, cm| Amida II, Amida IlI, |CH. oscilatie,| (VA - vA)), cm?
cm? ! cm? cm? cm?
0 3301 1629 1545 1237 1451 84
5 3292 1630 1542 1235 1448 88
10 3291 1630 1539 1232 1447 91
15 3291 1631 1539 1231 1447 92

din banda amida III apar la 1336-1332, 1278-1276, 1235-1231 si 1202-1200 cm™, iar intensitatile se
modificd cu cresterea concentratiei AT: 1335 cm™ isi méreste usor intensitatea, dar sunt identice pentru 10
si 15%; intensitatea umarului martorului de la 1277 cm™ scade si nu se mai observa pentru matricea cu 15%
AT. Banda martorului de la 1237 cm™ se deplaseaza spre v mai mici, dar isi pastreazd iniltimea.
Intensitatea umarului de la 1203 cm™ se mareste: pentru 5% AT devine bandi, la 10% intensitate este
comparabild cu a celei de la 1237 cm™, iar la 15% este mai intensd. Transformarea umarului de la 1200 cm™
in banda si cresterea intensitatii sale se datoreaza reticularii, accentuata de cantitatea de AT. (c¢) Intensitatile
benzilor martorului de la 1080 si 1031 cm™ se modificd cu cresterea concentratiei AT: a doua, mai putin
intensd, devine mai intensad in prezenta AT, pentru 10 si 15% AT fiind mai intensa ca prima. Diferentele
(VA - vA)) cresc cu concentratia AT, dar rdméan sub 100 cm™,

Deplasarile usoare ale benzilor amida A, II si III spre numere de unda mai mici, cresterea intensitatii
benzii de la 1200 cm™ din banda complexd amida III si sciderea intensitatii benzii amida I la introducerea
AT se pot asocia cu reticularea colagenului cu AT prin asemenea forte.

6.1.2. Caracterizarea prin SEM

SEM, evidentiind aglomerarea fibrilelor si modificarea dimensiunilor porilor matricilor, permite
urmarirea extinderii reticularii. Imaginile SEM pentru matricile martor si cu AT sunt date in figurile 6.3a-d.

b — 200x

Figura 6.3. Imaginile SEM 100x ale matricilor: a — martor si cu b — 5%; ¢ — 10%; d — 15% AT

Figura 6.3a arata matrice lamelara pentru martor si pori alungiti interconectati prin fibre si fibrile de
colagen cu grosimi de cca 0,3-8,0 um. Lungimile sunt de 100-500 pm, iar latimile la 50-150 um.

Matricea obtinutd din hidrogelul cu 5% AT nu mai are structurd lamelara (figura 6.3b), porii sunt
inelari si turtiti, cu dimensiuni de 40-220 um, predominand cei mari. Diferenta de morfologie se datoreaza
viscozitatii mai mari a hidrogelului cu AT, care conduce la formarea de cristale de gheatd mai mari.

Dublarea concentratiei AT face ca porii inelari sd fie mai bine conturati, cu dimensiunile alungite
de 350-500 um si cele mici de 100-250 pum si portiuni compacte mari de colagen, datorate reticularii cu AT.

Aspectul matricilor cu 15% AT este foarte neomogen, cu pori mici (figura 6.3d) si regiuni
compacte, determinate de reticularea mai avansata.

6.1.3. Caracterizarea prin absorbtia apei

Capacitatea remarcabila a matricilor de colagen de a retine mediu apos este data de numarul mare
de grupe hidrofile: amida, carboxil si hidroxil. [30] Imbibarea in medii apoase este foarte importanta pentru
utilizarea ca pansamente, asigurand hidratarea suprafetei tesutului si cedarea medicamentului. Imbibarea cu
fluide biologice este prima etapa, obligatorie, in degradarea matricii.

Rezultatele pentru absorbtia apei, exprimate ca raport intre masa apei absorbite si masa initiald a
matricii (g/g), sunt prezentate in figura 6.5 pentru matricile M1-M4, cu un detaliu in interiorul figurii pentru
absorbtia la timpi mici. [18]



Cele mai mari cantitati de apa sunt absorbite de matricea martor (curba B). Aceasta absoarbe foarte
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Figura 6.5. Cantitatile de apa absorbite in timp de 24 h de
matricile care contin AT: B—-0; C-5; D—-10; E—15%

mult in primele cca 70 min, devenind din ce in ce mai gelatinoasa, cantitatea scade intre 70 si 100 min, iar

la 120 min matricea isi pierde integritatea.

Pentru matricea din hidrogelul cu 5%
AT absorbtia apei este mult mai redusa.
Aceasta — fiind reticulatd, nu-si mai pierde
integritatea, ci se transformd 1intr-0 masa
gelatinoasa  voluminoasa continuda. Mai
accentuata in primele cca 200 min, absorbtia
scade treptat.

Marind cantitatea de AT la 10%
absorbtia scade mai mult si peste 100 min
diferenta fata de matricea de referintd devine
semnificativa.

Curba pentru matricea cu 15% AT
este foarte apropiatda de cea anterioard,
sugerand grade de reticulare apropiate si
demonstrand ca 10% AT este suficient pentru
reticularea colagenului.

6.1.4. Caracterizarea prin digestie cu colagenazi

Colagenaza, enzima cea mai utilizata pentru digestia colagenului in vitro, [34] scindeaza lanturile,
lasand intacte legaturile intermoleculare. De aceea se utilizeaza pentru evaluarea gradului de reticulare.

Matricile cu AT servesc drept probe martor pentru pentru cele care contin AT si DGCH. Digestia s-
a efectuat in conditii fiziologice — in solutie tampon fosfat salina cu pH 7,4 si la temperaura de 37°C. [18]

Matricile in care AT este absent dispar in cca 30 min, iar solutia In care se face digestia ramane
clara. Dacd contin 5% AT matricile isi pastreaza integritatea si forma timp de cca 240 min, apoi se
dezintegreaza in fragmente puternic imbibate. Solutia in care se face digestia nu mai este foarte clara, Ci
slab colorata in galben-verzui. Dubland cantitatea de AT matricile raméan intregi timp de 24 h, fragmentele
formate prin dezintegrare ulterioara sunt mai mari decat cele rezultate in urma dezintegrarii celor reticulate
cu 5% AT, iar turbiditatea si culoarea soltiei n care se face digestia se intensificd putin. Pentru 15%AT
rezistenta este de 9 zile, ultima zi de observatie. Probele 1si pastreaza forma, dar au volum mult marit. [18]

6.2. Matrici cu digluconat de clorhexidina

6.2.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Spectrele FT-IR ale matricilor martor si ale celor cu DGCH obtinute din hidrogelurile cu ambele
pH-uri, ultimele in absenta si prezenta AG, sunt prezentate in figura 6.6. [16]
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Spectrele sunt grupate in doua categorii: cu benzi intense pentru matricile rezultate din hidrogeluri
acide si foarte slabe si apropiate pentru cele obtinute din hidrogeluri slab bazice.

Matricile obtinute din hidrogeluri acide, discutate in continuare, au intensitatile benzilor amida I si
Il foarte apropiate, dar diferite pentru amida III. Valorile caracteristicilor spectrelor sunt date in tabelul 6.2.

Tabelul 6.2. Frecventele benzilor amida I-111, A si de oscilatie a grupei metilen, rapoartele A i/Auaso
si Ai/An si diferentele (VA - VA1) pentru matricile martor si cu DGCH

DGCH, Amida Amidal, | Amidall, | Amida Oscilatie Aun/Auaso AJA (VA - VA1), cm?
% A, cmt cm? cm? 11, cm? CH,, cm? 1A
pH 3,8
0 3293 1639 1542 1234 1446 1.98 1,27 97
1,82 3300 1637 1543 1238 1450 2.00 1,37 94
4,55 3298 1639 1542 1234 1446 2.08 1,36 97
9,09 3298 1637 1543 1238 1450 2.15 1,37 94

Tabelul demonstreaza ca DGCH nu modifica pozitiile benzilor colagenului, dar maresete rapoartele
Aun/Ausso, deci stabilizeaza helixurile. Rapoartele Ai/Aa, masura a reticularii, cresc cu concentratia DGCH,
datorita reticularii colagenului cu dicationi CH si formarii de microzone reticulate prin forte mai slabe.

Scaderea intensitatii benzii amida I se poate datora cresterii ugoare a interactiunilor prin legaturi de
hidrogen in colagen, deci reticularii sale slabe, dovedita si de marirea usoara a rapoartelor Ai/Aa.

7.2.2. Caracterizarea prin SEM

Imaginile SEM obtinute pentru matricea rezultata din hidrogelul acid martor, precum si pentru cele
care con‘;m 1,83 si 4,55% DGCH sunt prezentate n figura 6.7a-C. [16]
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Figura 6.7. Imaginile SEM 200x ale matricilor obtinute din hidrogeluri acide: a — martor;
b —cu 1,82 % DGCH; ¢ — cu 4,55% DGCH

Introducerea cantitdtii minime de DGCH da imaginea SEM din figura 6.7b: matricile ramén
lamelare, cu lamele mai groase decat pentru martor, si distante mai mici, rezultand pori mai mici.
Ingrosarea lamelelor se datoreaza reticularii colagenului cu dicationi CH. 4,55% DGCH modifica si mai
mult morfologia (figura 6.7c): lamelele se apropie mai mult, predominand cele subtiri si porii mici.

6.3. Matrici cu acid tanic si digluconat de clorhexidina
6.3.1. Caracterizarea prin spectroscopie FT-IR

Spectrele matricilor cu AT si DGCH sunt prezentate si discutate la concentratii constante de
DGCH. Figura 6.11 prezinta spectrele matricilor M5-M7, cu 1,82% DGCH si cele trei cantitati de AT. [18]

Numerele de unda ale benzilor amida A, I-III, de oscilatie a grupei CH» si diferentele dintre
numerele de unda ale benzilor amida I si II sunt date in tabelul 6.3-6.5.

Spectrele matricilor cu 1,82% DGCH si 5, 10 si 15% AT sunt foarte asemanatoare cu ale matricii
M1 1in intervalul de frecvente 4000-1400 cm?, in care se afld benzile amidd A, B, I si II si de oscilatie a
grupei CH2. Usoari scadere a intensitatilor si deplasare slaba spre frecvente mai mici a benzii amida A apar
doar pentru 10 si 15% AT. In intervalul 1400-1200 cm intensititile se modifica, dar pozitiile riman
aceleasi: umarul de la 1203 cm® devine banda si intensitatea sa creste cu cantitatea de AT, ca pentru
matricile cu AT. Comparandu-le cu acestea se constatd ca sunt putin mai intense, probabil din cauza



blocarii unei parti din AT cu DGCH, care reduce reticularea. Modificari ale intensitatilor benzilor cu
cantitatea de AT se observa si in intervalul 1120-1000 cm™, aseménatoare cu cele pentru matricile cu AT.

Figura 6.11.
Spectrele FT-IR
ale matricilor cu
1,82% DGCH si:
P1-0; P5-5;
P6—10si P7—

15% AT

Absorbance

T
2000

Wavenumbers

Rezultatele de mai sus demonstreazd cd AT interactioneazd cu colagenul mai puternic decat
DGCH, iar o parte interactioneaza si cu DGCH, facandu-| astfel indisponibil pentru reticularea colagenului.

Tabelul 6.3.-6.5. Frecventele benzilor amida A si I-111, de oscilatie a grupei CH> si diferentele (VA - vVAi) pentru
matricile ce contin toate combinatiile inte cele trei cantitagi de DGCH si AT

Matrice AT, % Amida A, Amida I, Amida II, | Amida III, CH; (VA - vAy), cm?
cm? cm? cm? cm? oscilatie,
cm?
M1 0 3301 1629 1545 1237 1451 84
M5 5 3294 1629 1541 1236 1448 88
M6 10 3296 1631 1539 1234 1447 92
M7 15 3292 1630 1539 1233 1447 91
M8 5 3299 1631 1538 1233 1447 93
M9 10 3299 1631 1538 1235 1448 93
M10 15 3299 1631 1537 1231 1447 94
M11 5 3306 1631 1539 1237 1449 88
M12 10 3303 1632 1539 1235 1448 92
M13 15 3297 1631 1536 1234 1447 91

Diferentele numerelor de undi ale benzilor amida I si II sunt aceleasi ca pentru matricile cu AT
(toate sub 100 cm), deci nici acestea nu contin colagen denaturat.

La concentratia de 4,55% DGCH apar, in principiu, aceleasi modificdri cu marirea concentratiei
AT, dar scaderile intensitatilor sunt mai pronuntate, in special cand matricea contine 10% AT — tabelul 6.3.

Diferentele dintre numerele de unda ale benzilor amida I si II sunt putin mai mari decat pentru
matricile anterioare, dar sunt inferioare valorii 100 cm™, deci matricile nu contin colagen denaturat.

Modificarile aduse de dublarea cantitatii de DGCH sunt, in principiu, aceleasi ca in spectrele
anterioare. Caracteristica este apropierea intensitatilor tuturor benzilor cand matricile contin 10 si 15% AT.

Frecventele benzilor sunt date tot in tabelul 6.3. Diferentele numerelor de unda ale benzilor amida
I'si I arata ca nici matricile M11-M13 nu contin colagen denaturat.

In concluzie, in matricile de colagen care contin toate combinatiile dintre 5, 10 si 15% AT si 1,82,
4,55 51 9,09% DGCH nu exista colagen nedenaturat, deci acestea pot servi ca pansamente pentru rani.

6.3.2. Caracterizarea prin SEM

Imaginile SEM pentru matricile ce contin 1,82% DGCH si 5, 10 si 15% AT sunt prezentate in
figura 6.14.a-c. Comparate cu cele care contin doar AT, porii sunt mai mici, mai slab definiti, mai alungiti
si mai neregulati, caracteristici care se accentueaza cand creste cantitatea de AT.

Suprafetele matricilor cu 5,05% DGCH si AT se aseamana cu ale celor anterioare si exista aceeasi
tendintd de micsorare a dimensiunilor porilor cu cresterea concentratiei AT. Porii sunt insd mai bine
definiti, iar compactitatea creste mai accentuat cu continutul de AT. Matricile cu 10% AT si 5,05% DGCH
au cei mai bine definiti pori.

Cantitatea de 9,09% DGCH conduce la matricile cu imaginile din figura 5.16.

Desi aspectul nu se modifica mult comparativ cu al matricilor anterioare, dimensiunile porilor sunt
mai neuniforme si, la ultimele doud concentratii de AT, mai mici, din cauza reticuldrii mai puternice. In



toate imaginile apar regiuni cu dimensiuni mult mai mici ale porilor, datorate probabil reticularii cu DGCH,
care conduce la retele tridimensionale mai dense, lucru evidentiat si prin alte masuratori.

SEM HV; 5.0 kV. wo: 1378 mm |

View field: 244 mm  SEM MAG: 103X 500 ym
Det: SE Date(midly): 0610514

SEM HV: 5.0 kv WD: 13.76 mm

View field: 244 mm  SEM MAG: 104x 500 um
Det: SE Date(midly): 06/05/14

SEM HV: 5.0 kV. WO: 13.78 mm
View flold: 244 mm  SEM MAG: 104 x
Det: SE Date(midly): 06/05/14
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Figura 6.16. Imaginile SEM 100x ale matricilor care contin 9,09% DGCH si: a — 5, b — 10 si ¢ — 15% AT

In concluzie, cel mai adecvat raport intre cele doud substante antimicrobiene din punctul de vedere
al dimensiunilor si uniformitatii porilor matricilor este 10% AT/5,05% DGCH, concluzie desprinsa si din
alte proprietati.

6.3.3. Caracterizarea prin absorbtia apei

Curbele care dau cantitatile de apa absorbitd de matricile obtinute prin liofilizarea hidrogelurilor ce

contin 1,82% DGCH si cele trei cantitdti de AT in interval de 24 h sunt prezentate in figura 6.14. [18]
Matricea care contine 10% AT absoarbe
70 cea mai mare cantitate de apa pe intreg

S : intervalul (24 h), cu exceptia primelor 40 min ir}

ot = N . A care cea cu 15% AT absoarbe ceva mai mult, si

5042y e A a A nu de cea cu 5%, cum era de asteptat, fiind cea
2 ot mai putin reticulata.

g 4 gl Comparand cu absorbtiile matricilor cu

§ I £ AT, serie in care absorbtia scade cu cresterea

g Em concentratiei AT, cand este prezent DGCH in

2 2 01 concentratie de 1,82% ordinea anterioara nu se

o » mai pastreaza: matricea ce contine 10% AT
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Figura 6.14. Cantitatile de apa absorbite de matricile preparat matricile contin 4,55% DGCH, curbele
cu 1,82 % DGCH si: ® —5; ¢ — 10 5i A4 —15% AT de absorbtie au aceeasi alura, dar cantitatile

absorbite sunt mai mari, comparabile cu ale celor cu AT. Cea mai mare cantitate este absorbita de matricea
cu 10% AT, urmata de cea cu 5%. Singura explicatie pentru marirea hidrofiliei ar fi cad aceasta este
cantitatea optima de digluconat pentru combinatiile cu AT.

Marind cantitatea de DGCH la 9,09% alura curbelor se pastreaza, dar valorile absorbtiilor variaza
invers cu cantitatea de AT pentru timpi de absorbtie sub 120 min: cel mai mult absoarbe matricea cu 15%
AT, urmata de cea cu 10%, si cel mai putin cea cu 5%. intre 4 si 24 h ordinea cantititilor absorbite este:
matricea cu 15% AT absoarbe mai mult decat cea cu 5%, iar cel mai putin absoarbe matricea cu 10%. Toate
matricile sunt putin mai hidrofobe ca cele cu 4,55% DGCH, dar putin mai hidrofile ca cele cu 1,82%.
Trebuie remarcat diferentele mici dintre cantitatile de apa absorbite in 24 h.

In concluzie se poate spune ci cea mai convenabila cantitate de DGCH pentru a fi combinata cu
cele trei cantitati de AT pare a fi 4,55%, iar dintre acestea — combinatia 10% AT-5,05% DGCH.

6.3.4. Caracterizarea prin digestie cu colagenazai

Prezenta simultand a celor doua substante antimicrobiene in matricile de colagen mareste
Spectaculos rezistenta la digestie cu colagenaza. Astfel, toate matricile rezistd 9 zile (ultima zi de
observare), cu exceptia celor care contin 5% AT si 1,82% DGCH, care — in ultima zi — sunt fragmentate n
2 sau 3 bucati. Aceasta demonstreaza, inca odata, ca si DGCH reticuleaza colagenul, sau cel putin se leaga
de fibrilele, crescandu-le astfel rezistenta la digestie. Matricile cu 9,09% DGCH si 5 si 10% AT isi
pastreaza forma, pe cand marginile celor care contin 15% AT sunt putin erodate. Acest lucru este in
concordanta cu observatiile anterioare, ca 15% AT depaseste cantitatea necesara reticuldrii si ca excesul
afecteazi intr-o oarecare masura colagenul nativ. [18]
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7. ELIBERAREA ACIDULUI TANIC DIN MATRICI

toxicitatii, antigenitdtii slabe, capacitatii de reconstituire §i actiunii hemostatice este suport pentru multe
medicamente. [10-13]



AT se leaga cu colagenul prin legituri de hidrogen, [24] forte electrostatice, [25] interactiuni
hidrofobe [26] si legaturi covalente. [27] Reticularea poate fi modulata prin cantitatea de AT introdusa. [28]

Presupunand matricea de colagen suport polimeric omogen, medicamentul poate fi liber sau legat.
Matricea fiind poroasd, medicamentul liber difuzeaza si se elibereazd practic imediat, iar cel partial
imobilizat este eliberat treptat, pe masura ce fluidul biologic difuzeaza iar Imbibarea si eroziunea matricii
progreseaza. Eliberarea prelungita este favorizata de porozitatea si structura tridimensionala a matricii. [32,
33] Cinetica eliberarii mai este influentatd de tratamentele chimice aplicate matricii si de modificarea
porozitatii sau densitatii sale. [34]

Ecuatia cinetica ce descrie eliberarea medicamentelor din suporturi are urmatoarea forma generala:

mdm., = kt" (7.1)

in care m; este cantitatea de medicament eliberata la timpul t, m. — cantitatea totald de medicament continut
in suport, m/m., — fractia de medicament eliberat, k — constanta cinetica si n — exponentul de eliberare, care
indicd mecanismul prin care aceasta are loc: (d) dacd n are valoarea 0,5 viteza de difuziune a
medicamentului este mult mai mica decdt cea de relaxare a suportului, cantitatea eliberatd este
proportionala cu radical din timpul de eliberare, iar eliberarea este guvernatd de prima lege a lui Fick;
modelul ce descrie comportarea a fost elaborat de Higuchi; (b) cand n este 1 viteza de difuziune a
medicamentului este mult mai mare decit cea de relaxare a suportului, cantitatea cliberata este
proportionala cu timpul de eliberare si este descrisd de modelul de ordinul zero; (¢) daca 0,5 < n <1 viteza
de difuziune este de acelasi ordin de marime cu cea de relaxare a suportului, eliberarea nu se bazeaza doar
pe difuziune ci este asociata si cu alte mecanisme, iar modelul care o descrie a fost elaborat de Ritger-
Peppas. [30, 35, 36]

Pentru suporturi poroase care nu se imbiba n este mai mic decat 0,5 si se utilizeazd o extindere a
modelului Peppas, numita modelul legii puterii, in care n are valoarea cuprinsa intre O si 1.

Eliberarea AT s-a determinat in vitro in conditii fiziologice: mediu de cedare solutie tampon fosfat
salind cu pH 7,4 si temperaturd de 37°C.

AT interactionand cu DGCH prin legaturi de hidrogen si forte hidrofobe, [37] prezenta DGCH
influenteaza retinerea sa si eliberarea din cele doua categorii de matrici trebuie discutata separat.

7.1. Eliberarea din matrici care contin numai acid tanic

Concentratia AT eliberat s-a masurat prin spectrofotometric UV, din valorile absorbantelor
maximului de la lungimea de unda de 276 nm, folosind curba de etalonare trasata in prealabil. [38]

Cantitatile cedate din matricile de colagen obtinute din hidrogelurile ce contin cele trei procente de
AT, exprimate ca procente din cantitatea totala introdusa, sunt prezentate in figura 7.2.

Curbele au alurd asemanatoare: pana la cca
240 min cantitatea cedata creste practic liniar in timp,
apoi se reduce si peste 500 min tinde spre un platou.
Cea mai mare cantitate este cedatd de matricea cu
10% AT. Aceasta sustine ipoteza ca 10% AT este
suficient pentru a reticula colagenul. Excesul
denatureaza colagenul, marind numarul de grupe
functionale, deci legarea de colagen este mai puternica
si este eliberat mai putin.

Datele obtinute pentru cedarea AT au fost
introduse in cele trei modele ce descriu cinetica
300 400 500 600 700 eliberarii, iar valorile obtinute pentru coeficientii de
Timp, min corelare sunt date in tabelul 7.1.

Valorile arata ca datele de cedare sunt descrise
Figura 7.2. Curbele cumulative de eliberare a AT din  cel mai satisfacator, pentru toate matricile, de modelul
matricile de colagen cu: B -5, C—10si D~ 15% AT Ritger-Peppas. Acest lucru era de asteptat, la
eliberarea din matrici poroase contribuind, in afara
difuziunii si relaxarii suportului, si alte fenomene, cum este imbibarea matricii cu fluidul de cedare.
Modelul de ordinul unu poate fi valabil doar in primele minute.

Cu modelul Ritger-Peppas s-au calculat parametrii cinetici k si n, iar valorile obtinute sunt
prezentate in tabelul 7.2, impreuna cu cantitatile maxime eliberate masurate (la 660 min) — Cm.

Valorile coeficientilor de eliberare sunt foarte apropiate pentru matricile cu 10 si 15% AT, probabil
din cauza gradului de reticulare apropiat. Deci la eliberare contribuie si alte fenomene ce au loc la
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Tabelul 7.1. Valorile coeficientilor de corelare obtinuti
cu modelele mentionate

Tabelul 7.2. Parametrii cinetici calculati cu modelul

Ritger-Peppas pentru matricile cu AT

Modelul

% AT ( | Moo_lelul de _ Modelul % AT K, min-" n Cm, %0

Higuchi ordin zero Ritger-Peppas 5 0,711 0,734 79,54

5 0,9700 0,9702 0,9924 10 1,113 0,685 90,00

10 0,9794 0,9568 0,9916 15 0,961 0,698 84,28
15 0,9775 0,9562 0,9902

introducerea matricilor 1n solutia de fosfat, cel mai important fiind imbibarea, care controleaza probabil
cedarea. Rezultatele sunt in concordanta cu absorbtiile de apa, foarte apropiate pentru aceste matrici.

7.2. Eliberarea din matrici care contin acid tanic si digluconat de clorhexidina

Eliberarea AT din matricile ce contin toate combinatiile dintre AT si DGCH s-a determinat in
acelasi mod, iar cantitatile cedate s-au masurat si exprimat similar. S-au calculat coeficientii de corelare cu
cele trei ecuatii cinetice si parametrii de cedare cu ecuatia Ritger-Peppas ce descrie cel mai fidel cedarea si
in aceste cazuri. Curbele prezentand regularitati la concentratii constante de AT, se discuta separat.

7.2.1. Eliberarea din matrici cu 5% acid tanic

Curbele de eliberare cumulativd a AT din matricile cu 5% AT si 1,82, 4,55, respectiv 9,09% DGCH
sunt reprezentate in figura 7.3.

Pentru aceste matrici regiunile de crestere
liniara a cantitatilor de AT in primele cca 3 h cu

timpul sunt inlocuite cu regiuni exponentiale. Cu
100+ cat procentul de DGCH este mai mare, cu atat
IE cantitatea de AT eliberata este mai redusd, fiind
804 |—4—D simtitor mai micd pentru matricea CU cantitatea
< maxima de DGCH. Rezultatele pentru cantitatile
E 601 Tabelul 7.3. Coeficientii de corelare pentru matricile cu
S 5% AT si DGCH calculati cu modelele specificate
TS 401 % Modelul Modelul Modelul
< DGCH Higuchi de ordin zero Ritger-Peppas
204 1,82 0,9960 0,9329 0,9974
4,55 0,9919 0,9424 0,9959
0 9,09 0,9911 0,9506 0,9973
0 100 200 300 400 500 600 700 Tabelul 7.4. Parametrii cinetici dati de modelul Ritger-
Timp, min Peppas pentru matricile cu 5% AT si DGCH
% DGCH K, min-" n Cm, %
Figura 7.3. Curbele cumulative de eliberare a AT din 1,82 2,548 0,562 94,28
matricile cu 5% AT si B-1,82, C - 4,55 si 4,55 1,789 0,601 84,89
D -9,09% DGCH 9,09 1,289 0,618 69,40

cedate sunt in concordanta cu viscozitatile dinamice ale hidrogelurilor din care s-au obtinut matricile,
sugerand ca difuzia AT prin hidrogelul format prin imbibarea matricilor cu solutia de fosfat joaca rol
important in eliberare.

Valorile coeficientilor de corelare obtinuti cu ecuatiile cinetice ce descriu eliberarea din suporturi
sunt mai apropiate de unitate tot pentru ecuatia Ritger-Peppas, cum se poate vedea din tabelul 7.3.

Exponentii de eliberare (tabelul 7.4), calculati cu ecuatia Ritger-Peppas, sunt mai mici decat pentru
matricea cu aceeasi cantitate de AT, cu valorifoarte apropiate pentru cele cu 4,55 si 9,09% DGCH.

Cantitatile de AT maxime eliberate, cn, date in acelasi tabel, scad cu cresterea cantitatii de DGCH
apoi cresc, la fel ca viscozitatile hidrogelurilor la marirea cantitatii de digluconat (tabelele 5.19-5.21).

7.2.2. Eliberarea din matrici cu 10% acid tanic

Curbele de eliberare a AT din matricile cu 10% AT si DGCH sunt prezentate in figura 7.4.

Acestea sunt plasate asemanator cu cele anterioare numai pentru 1,82 si 4,55% DGCH, pe cand cea
pentru matricea cu 9,09% digluconat este situatd deasupra primelor doua. Deci matricea cu cea mai mare
cantitate de DGCH cedeaza cele mai mari cantititi de AT, urmati de cea cu 1,82%. Pozitiile curbelor sunt
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Tabelul 7.5. Valorile coeficientilor de corelare obtinuti pentru
p—— matricile cu 10% acid tanic si 1,88, 4,55 si 9,09% DGCH
i I ; Modelul Modelul Modelul
% DGCH . . . .

2 60. Higuchi de ordin zero | Ritger-Peppas
g 1,82 0,9876 0,9547 0,9957
g 40 4,55 0,9810 0,9685 0,9968
g 9,09 0,9939 0,9444 0,9977

20+

Tabelul 7.6. Parametrii cinetici obtinuti cu modelul Ritger-
o . . . . . . . Peppas pentru matricile cu 10% AT si DGCH

Timp, min % DGCH k, min-" n Cm, %

1,82 1,405 0,630 80,85

Figura 7.4. Curbele cumulative de eliberare a AT din 4,55 0,862 0,689 73,15
matricile cu 10% AT si 1,82, 4,55 i 9,09% DGCH 9,09 1,878 0,600 89,74

in concordanta cu viscozitatile hidrogelurilor din care s-au obtinut matricile, cea mai mare viscozitate avand
hidrogelul cu 4,55% digluconat. Deci si in acest caz difuzia AT prin hidrogelul format in urma imbibarii
matricii este importanta in procesul de cedare.

Valorile coeficientilor de corelare obtinuti cu modelele cinetice utilizate au valorile cele mai
apropiate de unitate tot pentru modelul Ritger-Peppas, asa cum se poate vedea din tabelul 7.5.

Cele mai mici valori ale coeficientilor de corelare au rezultat pentru modelul de ordinul zero,
eliberarea la timpi mici depinzand neliniar de timp, si cele mai mari pentru Ritger-Peppas.

Coeficientul de eliberare are cea mai mare valoare pentru matricea care contine 4,55% digluconat,
pentru care s-a masurat $i cea mai mica cantitatea maxima eliberatd, cum se poate constata din tabelul 7.6.

7.2.3. Eliberarea acidului tanic din matrici cu 15% acid tanic
Reprezentate in figura 7.5, curbele cumulative pentru eliberare a AT din matricile cu 15% AT sunt
plasate cu atat mai sus cu cat contin mai mult DGCH, deci cantitatiile eliberate cresc cu cantitatea de

DGCH.
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Tabelul 7.7. Valorile coeficientilor de corelare obtinuti cu
804 =g modelele specificate pentru matricile cu 15% AT DGCH
o1 |25 . Modelul | Modelul de Modelul
< %7 /% DGCH Higuchi | ordinzero | Ritger-Peppas
g 50+ 1,82 0,9852 0,9633 0,9963
g 404 4,55 0,9920 0,9419 0,9959
S 304 9,09 0,9952 0,9387 0,9976
20 4
104 Tabelul 7.8. Parametrii cinetici obtinuti cu modelul Ritger-
o] . . . . . . . Peppas pentru matricile cu 15% AT si DGCH
0 100 200 309 400' 500 600 700 % DGCH k, min-" n Con, %
Timp. min 1,82 1,041 0,628 60,06
Figura 7.5. Curbele cumulative de eliberare a AT din 3(5)3 ;ggg 823% gggi
matricile cu 15% AT si 1,88, 4,55 51 9,09% DGCH : : : ’

Cantitatile eliberate sunt in concordantd cu viscozitatile hidrogelurilor din care s-au obtinut

matricile, care scad la cresterea cantitatii de digluconat.

Coeficientii de corelare au, si in acest caz, cele mai mari valori dacd sunt calculati cu modelul
Ritger-Peppas, asa cum se poate vedea din tabelul 7.7.

Valorile coeficientilor de eliberare, calculati cu modelul Ritger-Peppas, sunt date in tabelul 7.8.

Cantitatile de acid tanic eliberate cresc cu marirea concentratiei digluconatului, legarea sa de
compusul antibacterian fiind mai slaba decat de colagen, asa cum s-a mai specificat.
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8. CONCLUZII GENERALE

Metodele rapide de caracterizare arata ca puritatea colagenului din hidrogelul initial este suficienta,
iar spectrul UV-DC ca este pastrata conformatia nativa, deci poate fi utilizat la obtinerea biomaterialelor.

Concentratia optima de colagen in hidrogelul pentru prepararea biomaterialelor — hidrogeluri si
matrici poroase — determinatd din proprietati reologice stationare, este 1,1%, atat consistenta cat si
stabilitatea sub actiunea fortelor de forfecare fiind convenabile.

Caracterizarea hidrogelurilor

Obtinerea de hidrogeluri de colagen care contin compusii antimicrobieni acid tanic sau/si
digluconat de clorhexidini, in vederea tratarii ranilor uscate, cu caracteristicile:

- conformatie nativa a moleculelor de colagen;

- consistenta suficienta pentru a putea fi aplicate si a riméane pe rani;

- elasticitate suficienta pentru a putea fi intinse.

1. Hidrogeluri cu AT. in spectrele FT-IR interactiunile colagen-AT se manifesta prin modificarea
benzii amida II: marirea concentratiei AT produce reducerea intensitatii benzii de la 1528 cm™ si aparitia
unui umdr la 1545 cm™, atribuit reticuldrii. AT nu denatureaza colagenul in concentratiile utilizate.

Intensitatile minimelor, maximelor si valoarile Rpn din spectrele UV-DC scad considerabil la
marirea concentratiei AT, dar lungimile de unda sunt nemodificate, deci hidrogelurile cu AT nu contin
colagen denaturat. S-a demonstrat ca valorile Rpn mari obtinute pentru hidrogeluri sunt determinate de
concentratia mare a colagenului si de opalescentd si nu de denaturare. S-a stabilit criteriul de recunoastere a
structurii native a colagenului in solutii concentrate/hidrogeluri de colagen: existenta maximului si
minimului la lungimile de unda specifice, indiferent de valorile intensitatilor, adica ale valorilor Rpn.

Hidrogelurile devin mai viscoase si raman pseudoplastice si tixotrope, proprietati accentuate de
concentratia AT. Cea mai consoloidata structura are hidrogelul cu 10% AT.

Hidrogelurile sunt predominant elastice, caracteristica amplificatd de AT. Modulii cresc liniar cu
frecventa unghiulara si dreptele ce dau variatiile sunt paralele, confirmand reticularea cu AT. Cel cu 10%
AT este cel mai elastic §i cel mai viscos, deci cel mai reticulat. 15% AT depaseste cantitatea necesara
reticuldrii si afecteaza putin colagenul.
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2. Hidrogeluri cu DGCH. DGCH nu modificd numerele de unda ale benzilor FT-IR ale
colagenului, concluzie sustinuta si de diferentele numerelor de unda ale benzilor amida I si II, care sunt mai
mici ca 100 cm™. Valorile Ai/Awso > 1, deci nu existd colagen denaturat. Rapoartele Ai/Aa sunt micsorate
putin, deci reticularea prin legaturi de hidrogen este redusa slab datoritd interactiunilor ionice a grupelor
carboxil cu dicationii clorhexidinei.

UV-DC. DGCH reduce maximele si mai putin minimele, nu denatureaza colagenul dar produce o
usoard separare de faze, mai redusd in mediu acid, din cauza numarului mult mai mic de grupe carboxil
disociate la pH 3,8. Colagenul nu este denaturat.

Hidrogelurile au comportare pseudoplastica cu viteze limta de curgere. Viscozitatile dinamice
scad cu cresterea cantitatii de DGCH, indicii de consistentd sunt redusi usor in fiecare serie, iar cei de
curgere sunt mariti putin.

Contributiile elastica si viscoasa depind de concentratia DGCH si pH: in mediu acid ambii moduli
scad usor la introducerea DGCH si predomina componenta elastica; in mediu slab bazic valorile sunt mai
mari pentru ambii moduli.

3. Hidrogeluri cu AT si DGCH. Interactiunea AT-DGCH se evidentiaza in spectrele FT-IR in
mediu acid la concentratia maxima de DGCH: banda amida II se scindeaza, aparand o banda noud la 1541
cm®. Mai apare si un umir pe banda de oscilatie a grupei metilen. Intensitatile ambelor se maresc la
crestera concentratiei AT. Valorile Ay/Aisso > 1 si diferentele dintre numerele de unda ale benzilor amida I
si I1 < 100 cm™, deci nu contin colagen denaturat.

Spectre UV-DC se aseamana foarte mult cu ale hidrogelurilor cu AT. Maximele si minimele sunt
cu atat mai aplatizate cu cat concentratia DGCH este mai mare, dar pozitiile si punctele de elipticitate zero
se deplaseaza foarte putin. Valoare Rpn minima — 0,11 — s-a obtinut pentru hidrogelul cu cantititi maxime
din cele doua componente. Colagenul nu este denaturat.

Reologia stationara sugereazd formarea de asociate AT-DGCH, mai ales la concentratii mari ale
ambelor antiseptice. Viscozitatea hidrogelului cu 15% AT este mai mica decat a celui cu 10%, probabil din
cauza asociatelor AT-DGCH care au viscozitate mica si se interpun intre fibrile. Colagenul reticulat cu
dicationi CH conduce la hidrogel cu viscozitate mai mica decéat cel reticulat cu AT, ceea ce creeaza
aspectrul de neomogenitate a hidrogelurilor.

Reologia dinamica arata ca hidrogelurile sunt predominant elastice. Componetele elastice cresc mai
mult decat cele viscoase cu marirea cantitatii de AT. Hidrogelul cu cantitatile maxime de AT si DGCH este
cel mai elastic, iar cel cu 9,09% DGCH si 5% AT cel mai viscos.

Caracterizarea matricilor

Obtinerea de matrici poroase de colagen ce contin acid tanic sau/si digluconat de
clorhexidinai, in vederea tratarii ranilor umede, cu caracteristicile:

- conformatie nativa a moleculelor de colagen;

- dimensiuni ale porilor care sa permita cresterea si migrarea celulelor epiteliale;

- capacitate buna de absorbtie a fluidelor biologice;

- rezistenta suficienta la degradare.

1. Matrici cu AT. Spectrele FT-IR prezinta, la introducerea AT, deplasari usoare ale benzilor
amidd A si II spre valori mai mici ale numerelor de unda, cresterea intensitatii benzii de la cca 1200 cm™
din banda complexd amida IIl si scdderea intensitatii benzii amidd I, modificari asociate reticularii
colagenului cu AT prin legaturi de hidrogen. Diferentele numerelor de unda ale benzilor amida I si II cresc
la marirea concentratiei AT, dar raman mai mici ca 100 cm?, deci AT nu denatureazd colagenul in
concentratiile utilizate.

SEM. Morfologia lamelara caracteristica matricilor de colagen dispare, porii sunt inelari si relativ
alungiti, cu dimensiuni variind in limite largi, adecvate pentru cresterea si migrarea celulelor. Dimensiunile
se maresc la cresterea concentratiei AT si contin zone compacte de colagen, ca rezultat al reticularii cu AT.

Cantititile de apa absorbite scad cu cresterea procentului de AT, de la 90 g/g pentru matricea ce
contine 5% AT la 65 g/g pentru cea cu 15% in 24 h, cu valori foarte apropiate pentru 10 si 15% AT,
sugerand grade de reticulare apropiate pentru ultimele doud matrici. Deci 10% AT este suficient pentru
reticularea colagenului.

Digestia cu colagenaza din Clostridium histolyticum in conditii fiziologice aratd ca matricile devin
mai rezistente pe masura ce se mareste concentratia AT; cele cu 10 si 15% AT raman intregi si la 9 zile.



2. Matrici cu DGCH. DGCH nu modifica lungimile de unda ale benzilor FT-IR ale colagenului.
Rapoartele Ain/Awso > 1 si diferentele numerelor de unda ale benzilor amida I si II < 100 cm™ arata ca
matricile nu contin colagen denaturat. Rapoartele Ai/Aa sugereaza ca DGCH reduce putin reticularea prin
legaturi de hidrogen, datorita reticularii cu dicationi clorhexidina.

SEM. La 1,82% DGCH se pastreazd morfologia lamelard pentru matricile obtinute din hidrogel
acid, in timp ce pentru celelalte concentratii nu se mai pastreaza. Cele preparate din hidrogel slab bazic au
porii si aglomeratele de fibrile mai mari, interactiunile colagen-DGCH fiind mai puternice. Dimensiunile
porilor permit dezvoltarea si migrarea celulelor.

3. Matrici cu AT si DGCH. Spectrele FT-IR aratd ca interactiunile colagen-AT sunt mai
puternice decat colagen-DGCH. Diferentele numerelor de unda ale benzilor amida I si IT sunt mai mici ca
100 cm, deci nu contin colagen nedenaturat si pot servi ca pansamente pentru rani.

SEM. In prezenta ambelor componente porii sunt mai mici decat in matricile ce contin substantele
individuale, mai alungiti si mai neregulati; matricile contin aglomerate, a cdror dimensiuni cresc cu
concentratia componentelor. Deci atat AT, cat si DGCH reticuleaza colagenul, iar retelele tridimensionale
rezultate prin reticulare cu DGCH sunt ceva mai dense. Porii permit dezvoltarea i migrarea celulelor.

Cantitatea de apa absorbiti se reduce la marirea concentratiei AT, dar si DGCH are un slab efect
de micsorare, deci reticuleaza colagenul. Capacitatea de absorbtie raméane suficienta.

Digestia matricilor aratd ca prezenta celor doud substante antimicrobiene madreste spectaculos
rezistenta la digestie cu colagenazi, ceea ce Inseamnd cd ambele componente reticulaza colagenul.
Singurele matrici care nu rezista 9 zile sunt cele ce contin cantitatile cele mai mici de AT — 5% si de DGCH
— 1,82%, care in ultima zi prezinta 2-3 fragmentate. Deci si DGCH produce reticularea colagenului, marind
astfel rezistenta la digestie.

Eliberarea acidului tanic din matrici

S-a determinat cu un dispozitiv USP modificat (sandwich).

Matrici cu AT. Cantitatile cumulative de AT eliberat cresc liniar cu timpul in primele 4 h, apoi
panta se micsoreaza treptat, tinzand spre platou. Eliberarea este descrisa de modelul Ritger-Peppas, ceea ce
aratd cda, pe langa difuzie, la eliberare contribuie si alte fenomene, cel mai important si probabil fiind
imbibarea. Cea mai mare cantitate de AT este cedatd de matricea cu 10% AT si cea mai mica de cea cu 5%.

Matrici cu AT si DGCH. Portiunile liniare dispar din curbele de eliberare a AT, acestea fiind
exponentiale pe intregul interval de timp In care s-au facut masurdtori (11 h). Cinetica eliberdrii este
descrisa tot de modelul Ritger-Peppas, deci la eliberare contribuie aceleasi fenomene ca in cazul in care
contin AT. Cea mai mare cantitate de AT este eliberatd de matricea care contine 10% AT si 9,09% DGCH.



