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INTRODUCERE 

 

Pe parcursul ultimului deceniu, obţinerea de substraturi cito-prietenoase, apte a susţine 

refacerea tisulară, impune utilizarea de biomateriale care poartă domenii de recunoaştere 

celulară, aşa cum sunt scleroproteinele şi unele dintre polizaharide. Membrana celulelor specifice 

ţesuturilor conjunctive dispune de mecanisme ce facilitează ancorarea la substraturi solide ori de 

tip gel în care se regăsesc macromolecule ori fibrile de (atelo)colagen, asociate sau nu cu acid 

hialuronic. Astfel de substraturi pot fi generate prin tehnici de reasamblare moleculară spontană 

ordonată (ca în cazul restructurării colagenului cvasi-nativ pentru a forma fibrile), ori indusă 

fizico-chimic şi apoi stabilizată morfologic (ca în cazul preparării hidrogelurilor mixte, 

atelocolagen – hialuronat de sodiu, divers reticulate şi apoi transformate în crio- sau vitri-geluri). 

În cadrul prezentei teze, s-a studiat căile de obţinere şi purificare a precursorilor bio-

macromoleculari necesari apoi obţinerii de substraturi cito-prietenoase, precum şi modalităţile de 

generare şi caracterizare a acestora. Metodele de restructurare la care se apelează sunt atât de 

natură fizico-chimică (coprecipitarea controlată în amestecuri binare şi ternare de atelocolagen şi 

hialuronat de sodiu), cât şi chimică (reticularea prin punţi moleculare cu lungime minimală). 

 Urmând principiile mai sus citate, se vizează obţinerea şi caracterizarea fizico-chimică a 

unor substraturi solide şi controlat rehidratabile, cu un nivel al citocompatibilităţii peste media 

substraturilor uzuale, în care bio-macromoleculele participă la formarea de reţele semi-

interpenetrate, sunt asociate fizico-chimic (co-precipitate), sau reticulate chimic utilizând 

compuşi macromoleculari de sinteză. Speciile chimice implicate şi procesele de reticulare la care 

acestea participă sunt selectate astfel încât randamentele reacţiilor să fie cât se poate de ridicate, 

iar cantităţile de produşi reziduali să fie minimale, respectivii produşi fiind slab reactivi şi uşor 

de neutralizat ori de îndepărtat. 

Obiectivul principal al tezei de faţă constă în Realizarea de substituienţi ai matricei 

extracelulare pe bază de colagen şi polizaharide biologic active destinate ingineriei tisulare cu 

caracter de hidrogel. 

În vederea atingerii acestui obiectiv principal, cercetările s-au desfăşurat în mai multe 

direcţii având la bază următoarele obiective specifice: 

 - studiul modalităţilor de extracţie şi purificare a formelor colagenice minimal denaturate 

şi cu reactivitate controlată. 

 - studiul compatibilităţii şi a stabilităţii în amestecurile de atelocolagen şi polizaharide. 

 - studiul efectelor amestecării şi coprecipitării în sistemele atelocolagen – polizaharide. 

 - studiul citocompatibilităţii substraturilor obţinute din amestecurile atelocolagen – 

polizaharide. 

Elemente de originalitate al acestei teze constau în: 

 - abordarea inginerească în formularea amestecurilor de atelocolagen şi polizaharide, în 

vederea obţinerii de sisteme coloidale cu compoziţie şi caracteristici reproductibile. 
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 - tehnica de generare a blendurilor de atelocolagen şi polizaharide, prin amestecarea 

intimă a componentelor, simultan cu inducerea reticulării, în cursul curgerii turbulente prin 

tuburi cu lumen redus. 

 - evaluarea fizico-chimică şi reologică prin tehnici avansate a caracteristicilor 

amestecurilor de atelocolagen şi polizaharide. 

Lucrarea este structurată în 6 capitole, însumând un număr de 168 pagini, ce cuprind 110 

figuri, 14 tabele, 16 relaţii de calcul şi formule, 341 indicaţii bibliografice. 

Prima parte a lucrării reprezintă o sinteză a datelor din literatură, desfăşurată pe 

întinderea a două capitole, utilă pentru abordarea cercetării experimentale. Astfel, primul capitol 

al lucrării are ca scop trecerea în revistă a aplicaţiilor biomedicale ale sistemelor colagen-

polizaharide, insistând pe prezentarea componentei colagenice (organizare moleculară, 

biosinteză, proprietăţi fizico-chimice), a celei polizaharidice (clasificare, prezentare succintă a 

celor mai utilizate polizaharide în bioaplicaţii), şi încheindu-se cu discutarea modalităţilor de 

asociere a colagenului cu polizaharidele. Cel de al doilea capitol tratează obţinerea hidrogelurilor 

de bază de colagen şi polizaharide, insistând pe metodele de sinteză şi de caracterizare, 

proprietăţile fizico-chimice şi de biomaterial ale acestora, aplicaţiile lor biomedicale. Studiul 

bibliografic a fost întocmit pe baza a 290 referinţe bibliografice consultate. 

Contribuţiile originale reprezintă a doua parte a tezei, fiind constituită din 4 capitole. 

În capitolul III sunt prezentate materialele, metodele de lucru şi tehnicile de caracterizare 

utilizate. O atenţie deosebită este acordată descrierii extracţiei, purificării şi caracterizării soluţiei 

de atelocolagen obţinut din tendonul de bovine tinere. Tehnica utlizată conţine numeroase 

elemente de originalitate, făcând, de altfel, subiectul unei propuneri de invenţie în curs de 

evaluare la OSIM. 

Capitolul IV raportează rezultatele obţinute prin studiul obţinerii amestecurilor, de dorit 

reproductibile, de atelocolagen şi polizaharide. Obiectivul pragmatic a fost de a obţine 

amestecuri fluide stabile pe termen lung ale atelocolagenului cu două polizaharide: hialuronatul 

de sodiu şi gelanul. 

Capitolul V abordează studiul obţinerii unor hidrogeluri prin reticularea covalentă a 

atelocolagenului, respectiv a unor amestecuri pe bază de atelocolagen şi hialuronat de sodiu, 

utilizând un reticulant netoxic, cu moleculă suficient de mare pentru a asigura formarea unei 

reţele laxe şi relativ flexibile – 1,4-butandiol diglicidil eter şi caracterizarea hidrogelurilor 

formate din punct de vedere reologic, microscopic, termic, morfologic, capacităţii de umflare, 

capacităţii de încărcare şi eliberare a Levofloxacinei. 

Capitolul VI prezintă studiile in vitro asupra biocompatibilităţii hidrogelurilor obţinute 

după 24, respectiv 48 ore de incubare a hidrogelurilor cu fibroblaste de şoarece. 

 Lucrarea se încheie cu concluziile generale şi referinţele bibliografice. 

Rezumatul tezei de doctorat respectă denumirea capitolelor, numerotarea figurilor, 

tabelelor şi a referinţelor bibliografice din teză. 
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Capitolul I. Aplicaţiile biomedicale ale sistemelor colagen – 

polizaharide 

 

Colagenul a fost întotdeauna considerat a fi o proteină importantă [10–12], numită şi 

scleroproteină [13], datorită abundenţei sale în organismul uman şi aplicaţiilor sale comerciale 

[14, 15]. El reprezintă principalul component al tendoanelor [16] şi ligamentelor [17], fiind 

prezent în piele [18], artere, cartilaj [19], şi în majoritatea matricelor extracelulare [20] în 

proporţie de aproximativ 25 – 30% din totalul masei proteice [21–23]. 

Existenţa unei unităţi monomerice de construcţie pentru fibre de colagen a fost acceptată 

de Gross [5] fiind numită tropocolagen [26]. 

Această unitate proteică (referindu-ne la o moleculă de colagen), este alcătuită din trei 

lanţuri polipeptidice α, două lanţuri identice, numite α1(I) şi un lanţ, numit α2(I) [27, 28], care 

conţin secvenţe repetate de (Glicină-X-Y)n [29, 30], unde X este reprezentat de prolină şi Y de 

hidroxiprolină [31, 32] (figura 3). Repetarea acestei secvenţe de aminoacizi duce la formarea 

triplului helix, care constituie caracteristica structurală a superfamiliei de colagen [33]. Fiecare 

lanţ polipeptidic este compus din aproximativ 1050 resturi de aminoacizi, cu un conţinut de 

aproximativ 33% glicină [34], 25% prolină şi 25% hidroxiprolină [35]. 

Colagenul poate fi prelucrat într-un număr mare de forme, cum ar fi foi, tuburi [79], 

bureţi [80], pulberi, soluţii injectabile şi dispersii [73]; toate acestea şi-au găsit utilizarea în 

domenii ca oftalmologie, leziuni şi pansament pentru răni (îmbunătăţeşte penetrarea celulară şi 

vindecarea plăgilor) [72], inginerie tisulară [22, 69], industria alimentară [81], cosmetică, culturi 

de celule [79], regenerarea oaselor şi dezvoltarea de materiale de acoperire pentru grefe 

vasculare sau valve cardiace [75]. 

Pe parcursul ultimului deceniu, membranele obţinute prin combinarea proteinelor (de 

exemplu, proteine din soia, colagen, şi gelatină), cu un biopolimer natural (de exemplu, celuloză, 

chitosan) au fost dezvoltate în încercarea de a furniza noi materiale pentru repararea pielii ca 

pansamente în tratamentul plăgilor provocate de arsuri [171]. 

Datorită capacităţii ridicate de reţinere a apei, acidul hialuronic este folosit cu succes în 

aplicaţiile medicale, cum ar fi în produsele cosmetice ca biomaterial vâscoelastic, dar şi în 

sistemele de eliberare de medicamente datorită biodegradabilităţii sale [10]. Acidul hialuronic 

este implicat în migrarea şi diferenţierea celulelor, şi este prima macromolecula care apare în 

timpul regenerării ţesutului [200]. 

De asemenea, s-a demonstrat că adăugarea de acid hialuronic promovează diviziunea 

celulară în fibroblastele umane, că este un regulator critic al mai multor fenomene biologice, 

inclusiv dezvoltarea embrionară, organizarea ţesutului, vindecarea rănilor şi angiogeneză; este 

extrem de biocompatibil [203] şi poate fi obţinut din mai multe surse, inclusiv fermentaţie 

bacteriană. În consecinţă, este sintetizat în cantităţi mari pentru utilizarea clinică [135, 204]. 

Lin şi Liu [205] au constatat că pentru un amestec de bureţi care conţin colagen şi 

hialuronan, rezistenţa mecanică şi biostabilitatea sunt mai mari decât la componentele 

amestecului luate individual. 
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De asemenea, Pietrucha a arătat că, implantarea unei matrici compusă din colagen şi 

hialuronan în afecţiuni craniene la şobolani, demonstrează o bună biocompatibilitate şi probează 

un mai mare potenţial osteoconductiv [206]. 
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Capitolul II. Obţinerea de hidrogeluri pe bază de colagen şi 

polizaharide 

 

II.1. Introducere 

Încă de la începutul anilor '50 [207], de la lucrarea de pionierat a lui Wichterle şi Lim 

[208] din 1960, hidrogelurile au fost un subiect de cercetare extins în ultimele decenii, iar 

datorită proprietăţilor cum ar fi controlul posibil asupra cineticii de umflare şi conţinutul ridicat 

de apă le face foarte atractive pentru aplicaţii biomedicale [209, 210]. 

Hidrogelurile sunt reţele homopolimere sau copolimere [209] hidrofile [211, 212] care au 

capacitatea de a se absorbi cantităţi considerabile de apă [213, 214] sau fluid biologic [213, 144] 

de la 10-20% [215] până la 80-90% faţă de masa lor uscată (figura 29), fără dizolvarea [150] sau 

pierderea de structură tridimensională [216], ceea ce le oferă caracteristici fizice similare cu 

ţesuturilor moi [217, 218]. 

Hidrogelurile au fost întotdeauna considerate o clasă promităţoare de biomateriale, 

datorită capacităţii de a fi uşor adaptate pentru a manifesta proprietăţile mecanice şi chimice 

dorite care sunt asemănătoare cu cele ale matricei extracelulare native şi pot prezenta 

permeabilitate mare pentru nutrienţi, oxigen şi alţi metaboliţi solubili în apă [222]. 

În general, hidrogelurile prezintă o bună biocompatibilitate, porozitate şi elasticitate 

[223], proprietăţi similare cu ale ţesuturilor naturale [224]. Datorită acestui fapt, aceste materiale 

sunt utilizate cu succes în domeniile biomedicale, biotehnologice şi farmaceutice. De asemenea, 

pot fi folosite ca matrici pentru sprijinirea şi promovarea regenerării ţesuturilor în domeniul 

ingineriei tisulare [225]. 

Datorită capacităţii lor de a reţine o cantitate semnificativă de apă [270], hidrogelurile 

sunt destul de asemănătoare cu ţesuturile naturale vii, ceea ce le face utile pentru o gamă largă de 

aplicaţii biomedicale [144],: sisteme de eliberare controlată de medicamente [271], inginerie 

tisulară [220], lentile de contact [227], implanturi corneene [218], acoperiri sintetice pentru 

îngrijirea plăgilor [234], biosenzori [272], materiale dentare, implanturi, sisteme injectabile 

polimerice, organe de tip hibrid (încapsulare celule vii) [233]. 

Astfel de hidrogeluri au fost deja raportate folosind dextran, hialuronan, pululan sau alţi 

derivaţi de polizaharide. Gelurile care conţin hialuronan pot fi folosite ca pansamente pentru 

răni, proteze de acoperire, aplicaţii ortopedice, sau agenţi de hidratare în compoziţia produselor 

cosmetice [216]. O serie de studii clinice care folosesc chitosan au raportat utilizarea 

hidrogelurilor sub formă de celule „scaffold” în cadrul ingineriei tisulare, şi de asemenea, în 

regenerarea cartilajului. Datorită activităţilor sale imunostimulatoare, acţiunilor antimicrobiene şi 

antifungice, proprietăţilor anticoagulante şi datorită acţiunii sale ca promotor de vindecare a 

rănilor, în domeniul chirurgiei, hidrogelurile pe bază de chitosan au fost folosite pe scară largă ca 

un biomaterial [222]. 

  



Capitolul III. Materiale şi metode

 

III.1. Materiale şi reactivi utilizaţi

Materialele folosite pentu realizarea lucrării de faţă au fost achiziţionate de la firme 

specializate în producerea lor. 

materiale folosite pentru atingerea scopurilor propuse.

 

Atelocolagenul – drept sursă tisulară în obţinerea soluţiei de atelocolagen s

tendonul de bovine tinere. 

Pentru a obţine soluţia standard de atelocolagen cu un conţinut în substanţă uscată de 1 

g/L, soluţia coloidală iniţială a fost supusă diafiltrării cu

temperatura de 15 oC (pentru eliminarea completă a sărurilor) fiind apoi supusă liofilizării. 

Forma solidă obţinută a fost redizolvată în HCl 0,001 

temperatura de 4 oC la o viteză de 3600 rotaţii/minut. Supernatantul a fost recuperat şi ultrafiltrat 

printr-o membrană de 100 kDa, iar apoi diafiltrat împotriva a unsprezece volume de HCl 0,001 N 

la 15 oC. În final, soluţia coloidală de

prin ultrafiltrare, printr-o membrană de 100 kDa.

 

1,4-butandiol diglicidil

firma Sigma, CAS 2425-79-8 (figura 3

Figura 3

 

Compuşii epoxidici au fost utilizaţi pe scară largă în ultimul deceniu pentru stabilizarea 

materialelor pe bază de colagen. Reacţia colagenului cu compusul dioxiranic se realizează în 

principal prin intermediul grupăr

[292]. În mediu acid colagenul reacţionează cu reticulantul prin intermediul grupărilor carboxil 

(figura 39 (b)) cu formarea de legături esterice, deoarece în aceste condiţii de pH grupările ami

sunt protonate [293]. 

Figura 39. Reprezentarea schematică a reacţiei de reticulare dintre 1,4

colagenul, în mediu bazic (a) şi mediu acid (b).

 

Hialuronanul (acid hialuronic, HA)

Hialuronanul este o polizaharida liniară cu masă moleculară ridicată, unităţile repetitive 

din structura macromoleculelor constând din acid D

alternativ prin punţi β-(1→3) 

ale acidului hialuronic au fost prezentate în Capitolul I.2.2.2
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Capitolul III. Materiale şi metode 

III.1. Materiale şi reactivi utilizaţi 

Materialele folosite pentu realizarea lucrării de faţă au fost achiziţionate de la firme 

specializate în producerea lor. În ceea ce urmează se vor prezenta câteva din cele mai importante 

atingerea scopurilor propuse. 

drept sursă tisulară în obţinerea soluţiei de atelocolagen s

Pentru a obţine soluţia standard de atelocolagen cu un conţinut în substanţă uscată de 1 

coloidală iniţială a fost supusă diafiltrării cu unsprezece volume de HCl 0,001 

C (pentru eliminarea completă a sărurilor) fiind apoi supusă liofilizării. 

a fost redizolvată în HCl 0,001 N şi centrifugată timp 

C la o viteză de 3600 rotaţii/minut. Supernatantul a fost recuperat şi ultrafiltrat 

o membrană de 100 kDa, iar apoi diafiltrat împotriva a unsprezece volume de HCl 0,001 N 

C. În final, soluţia coloidală de atelocolagen a fost concentrat la 1 g/L substanţă uscată, 

o membrană de 100 kDa. 

butandiol diglicidil eter (C10H18O4, Masa moleculară=202,25052 g/mol) obţinut de la 

8 (figura 38). 

Figura 38. Formula structurală a reticulantului. 

Compuşii epoxidici au fost utilizaţi pe scară largă în ultimul deceniu pentru stabilizarea 

materialelor pe bază de colagen. Reacţia colagenului cu compusul dioxiranic se realizează în 

principal prin intermediul grupărilor amino, în mediu bazic, aşa cum se arată în figura 3

]. În mediu acid colagenul reacţionează cu reticulantul prin intermediul grupărilor carboxil 

(b)) cu formarea de legături esterice, deoarece în aceste condiţii de pH grupările ami

 

. Reprezentarea schematică a reacţiei de reticulare dintre 1,4-butandiol diglicidileter cu 

colagenul, în mediu bazic (a) şi mediu acid (b). 

Hialuronanul (acid hialuronic, HA) 

Hialuronanul este o polizaharida liniară cu masă moleculară ridicată, unităţile repetitive 

din structura macromoleculelor constând din acid D-glucuronic şi N-acetil-

→3) şi β-(1→4) glicozidice (figura 40). Alte caracteristici importante 

u fost prezentate în Capitolul I.2.2.2. 

Materialele folosite pentu realizarea lucrării de faţă au fost achiziţionate de la firme 

În ceea ce urmează se vor prezenta câteva din cele mai importante 

drept sursă tisulară în obţinerea soluţiei de atelocolagen s-a utilizat 

Pentru a obţine soluţia standard de atelocolagen cu un conţinut în substanţă uscată de 1 

unsprezece volume de HCl 0,001 N la 

C (pentru eliminarea completă a sărurilor) fiind apoi supusă liofilizării. 

N şi centrifugată timp de 30 de minute la 

C la o viteză de 3600 rotaţii/minut. Supernatantul a fost recuperat şi ultrafiltrat 

o membrană de 100 kDa, iar apoi diafiltrat împotriva a unsprezece volume de HCl 0,001 N 

atelocolagen a fost concentrat la 1 g/L substanţă uscată, 

, Masa moleculară=202,25052 g/mol) obţinut de la 

 

Compuşii epoxidici au fost utilizaţi pe scară largă în ultimul deceniu pentru stabilizarea 

materialelor pe bază de colagen. Reacţia colagenului cu compusul dioxiranic se realizează în 

ilor amino, în mediu bazic, aşa cum se arată în figura 39 (a) 

]. În mediu acid colagenul reacţionează cu reticulantul prin intermediul grupărilor carboxil 

(b)) cu formarea de legături esterice, deoarece în aceste condiţii de pH grupările amino 

butandiol diglicidileter cu 

Hialuronanul este o polizaharida liniară cu masă moleculară ridicată, unităţile repetitive 

-D-glucozamină legate 

caracteristici importante 



Figura 40. Formula structurală a hialuronanului de sodiu.

Acidul hialuronic a fost achiziţionat de la firma Sigma (C

masa moleculară: 403,31 g/mol) sub formă de sare de sodiu a acidului hialuronic.

Înainte de a fi utilizat, acesta a fost di

iar soluţia rezultată a fost supusă filtrării printr

care a fost diafiltrată împotriva a cinci volume de apă bidistilată. Soluţia diluată a fost îngheţa

şi liofilizată, iar pulberea rezultată a fost redizolvată în apă bidistilată, apoi supusă ultrafiltrării 

printr-o membrană de 100 kDa, urmată de o diafiltrare împotriva a unsprezece volume de apă 

bidistilată. Soluţia finală a fost centrifugată timp de 3

supernantantul a fost concentrat până la o concentraţie de 1 g/L substaţă uscată prin ultrafiltrare 

printr-o membrană de 100 kDa. Masa moleculară echivalentă a hialuronatului în soluţia finală a 

fost determinată prin SEC (Mw

 

Gelanul 

Gelanul (figura 41) este o heteropolizaharidă extracelulară produsă de 

elodea. Unitatea repetitivă din structura macromoleculelor conţine patru unităţi zaharidice 

(glucoză - acid glucuronic - glucoză 

fost prezentate în Capitolul I.2.2.4

Figura 

 

Achiziţionarea gelanulului s

Înainte de utilizare, gelanul a fost dizolvat în apă bidistilată, pe baie de apă fierbinte, iar 

soluţia diluată a fost răcită la 25 °C. Soluţia rezultată a fost filtrată printr

ultrafiltrare cu porozitate de 0,2 microni, după care a fost supu
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. Formula structurală a hialuronanului de sodiu.

 

Acidul hialuronic a fost achiziţionat de la firma Sigma (C14H20NNaO

masa moleculară: 403,31 g/mol) sub formă de sare de sodiu a acidului hialuronic.

Înainte de a fi utilizat, acesta a fost dizolvat lent în apă bidistilată la temperatura camerei, 

iar soluţia rezultată a fost supusă filtrării printr-o membrană de ultrafiltrare de 0,2 microni, după 

care a fost diafiltrată împotriva a cinci volume de apă bidistilată. Soluţia diluată a fost îngheţa

şi liofilizată, iar pulberea rezultată a fost redizolvată în apă bidistilată, apoi supusă ultrafiltrării 

o membrană de 100 kDa, urmată de o diafiltrare împotriva a unsprezece volume de apă 

bidistilată. Soluţia finală a fost centrifugată timp de 30 de minute la 3600 rotaţii/min, iar 

supernantantul a fost concentrat până la o concentraţie de 1 g/L substaţă uscată prin ultrafiltrare 

o membrană de 100 kDa. Masa moleculară echivalentă a hialuronatului în soluţia finală a 

w 1303 kg/mol, indice de polidispersitaate de 1,96).

) este o heteropolizaharidă extracelulară produsă de 

. Unitatea repetitivă din structura macromoleculelor conţine patru unităţi zaharidice 

glucoză - ramnoză). Alte caracteristici importante ale gelanului au 

Capitolul I.2.2.4. 

Figura 41. Formula structurală a gelanului. 

Achiziţionarea gelanulului s-a făcut de la firma Fluka, CAS 71010-52

Înainte de utilizare, gelanul a fost dizolvat în apă bidistilată, pe baie de apă fierbinte, iar 

soluţia diluată a fost răcită la 25 °C. Soluţia rezultată a fost filtrată printr

ultrafiltrare cu porozitate de 0,2 microni, după care a fost supusă diafiltrării împotriva a 

. Formula structurală a hialuronanului de sodiu. 

NNaO11, CAS: 9067-32-7, 

masa moleculară: 403,31 g/mol) sub formă de sare de sodiu a acidului hialuronic. 

zolvat lent în apă bidistilată la temperatura camerei, 

o membrană de ultrafiltrare de 0,2 microni, după 

care a fost diafiltrată împotriva a cinci volume de apă bidistilată. Soluţia diluată a fost îngheţată 

şi liofilizată, iar pulberea rezultată a fost redizolvată în apă bidistilată, apoi supusă ultrafiltrării 

o membrană de 100 kDa, urmată de o diafiltrare împotriva a unsprezece volume de apă 

0 de minute la 3600 rotaţii/min, iar 

supernantantul a fost concentrat până la o concentraţie de 1 g/L substaţă uscată prin ultrafiltrare 

o membrană de 100 kDa. Masa moleculară echivalentă a hialuronatului în soluţia finală a 

1303 kg/mol, indice de polidispersitaate de 1,96). 

) este o heteropolizaharidă extracelulară produsă de Pseudomonas 

. Unitatea repetitivă din structura macromoleculelor conţine patru unităţi zaharidice 

Alte caracteristici importante ale gelanului au 

 

52-1. 

Înainte de utilizare, gelanul a fost dizolvat în apă bidistilată, pe baie de apă fierbinte, iar 

soluţia diluată a fost răcită la 25 °C. Soluţia rezultată a fost filtrată printr-o membrană de 

să diafiltrării împotriva a 



12 

unsprezece volume de soluţie de trietilamină în apă bidistilată de 12,5% g/L. Soluţia rezultată a 

fost uscată prin liofilizare, iar forma solidă obţinută a fost dizolvată încet în apă bidistilată la 

25°C, pentru a obţine un sistem coloidal. După centrifugare timp de 30 de minute la 3600 

rotaţii/min, supernatantul a fost ultrafiltrat printr-o membrană de 100 kDa, şi apoi diafiltrat 

împotriva a unsprezece volume de apă bidistilată, la 25 °C. Soluţia obţinută a fost centrifugată 

din nou în aceleaşi condiţii, iar supernatantul a fost în cele din urmă concentrat la 1 g/L substanţă 

uscată, prin ultrafiltrare printr-o membrană de 100 kDa. Masa moleculară echivalentă a gelanului 

nativ în soluţia finală a fost determinată prin SEC (Mw 3428 kg/mol prin extrapolare, cu un 

indice de polidispersitate de 1,79). 

Procesele de ultrafiltrare şi diafiltrare au fost efectuate prin regimul de curgere tangenţial, 

folosind un sistem Vivaflow 200 (Sartorius). 

 

III.3. Obţinerea de hidrogeluri pe bază de colagen şi colagen-polizaharide 

În vederea obţinerii hidrogelurilor, soluţia de atelocolagen cu concentraţia de 6 mg/mL se 

prepară din colagen liofilizat, prin dizolvarea acestuia în soluţie 0,1 M NaOH, adăugată în 

picături, urmărindu-se ca pH-ul soluţiei să se situeze în jurul valorii de 10,2. Soluţia de 

atelocolagen se introduce apoi în sistemul de seringi S1-S2 şi se pompează alternativ, energic, de 

circa 20-30 de ori (instalaţia utilizată se prezintă în figura 50). Prin intermediul seringii S3, în 

sistem se introduce agentul de reticulare, format prin amestecarea 1,4-butandiol diglicidil 

eterului cu un tensioactiv cationic, bromura de tetrabutil amoniu. Seringile transportoare sunt 

legate prin intermediul unui tub care este imersat într-o baie de apă cu gheaţă, pentru a proteja 

gruparea oxiranică (epoxi), a cărei reactivitate creşte mult odată cu temperatura. Lucrul la 

temperaturi joase asigură reacţia lentă a ciclului oxiranic cu grupările aminici şi acide laterale, 

conducînd la o mai bună uniformitate a hidrogelului obţinut. Amestecul format este apoi extras 

din sistemul de pompare – dozare prin intermediul seringii S4 şi este termostatat, timp de 90 de 

minute, la temperatura de 32 oC, după care se menţine în frigider, peste noapte (circa 12 ore). 

 
Figura 50. Sistemul de pompare – dozare utilizat pentru prepararea hidrogelurilor. 
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În vederea obţinerii hidrogelurilor binare, atelocolagen şi hialuronat de sodiu, s-a preparat 

o soluţie coloidală de atelocolagen cu aceleaşi caracteristici ca şi în cazul hidrogelurilor pe bază 

de colagen. Peste soluţia astfel preparată se presară o cantitate de hialuronat, iar sistemul se lasă 

să se umecteze uniform. După completa umectare a hialuronatului, compoziţia se amestecă lent, 

evitând formarea bulelor de aer. Amestecul rezultat se lasă spre maturare timp de 3 ore, la 4 oC, 

după care este introdus în sistemul de seringi S1-S2 şi se aplică apoi metodologia de amestecare 

şi reticulare descrisă pentru obţinerea hidrogelurilor atelocolagenice. 

 

III.4. Metode de caracterizare a hidrogelurilor obţinute 

Hidrogelurile obţinute au fost caracterizate din punct de vedere fizico-chimic utilizând 

următoarele metode: 

III.4.1. Gradul maxim de umflare - Qmax (%) 

III.4.2. Capacitatea de încărcare a hidrogelurilor cu medicament 

III.4.3. Capacitatea de eliberare a unui medicament 

III.4.4. Microscopia Electronică de baleaj (Scanning Electron Microscopy, SEM) 

III.4.5. Analiza termică 

III.4.5.1. Calorimetria cu scanare diferenţială 

III.4.5.2. Analiza termogravimetrică 

III.4.6. Teste de biocompatibilitate 

III.4.7. Spectroscopia RAMAN 

III.4.8. Rezonanţa electromagnetică nucleară (1H-RMN) 

III.4.9. Studiul reologic al soluţiilor de colagen şi polizaharide şi al hidrogelurilor 

obţinute 

III.4.9.1. Studiul reologic al soluţiilor diluate de colagen şi polizaharide 

III.4.9.2. Studiul reologic al hidrogelurilor obţinute pe bază de colagen şi 

polizaharide 

III.4.10. Studiul echilibrelor de fază în soluţiile de colagen şi polizaharide 

III.4.10.1. Evaluarea turbidimetrică a compatibilităţii 

III.4.10.2. Trasarea diagramelor de fază 
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Capitolul IV. Obţinerea amestecurilor reproductibile de 

atelocolagen şi polizaharide 

 

În scopul de a prepara amestecuri stabile şi reproductibile pe termen lung, atât reţetele cât 

şi procedurile de pregătire a amestecurilor diluate iniţiale trebuie să fie studiate. În ceea ce 

urmează voi prezenta câteva tehnici care să furnizeze condiţiile de formare a amestecurilor, 

precum şi parametrii de lucru ai acestor procese. 

Reproductibilitatea reprezintă una dintre principalele probleme în inginerie. În cazul 

special al biomaterialelor şi „scaffold”, aceasta asigură reactivitatea reproductibilă şi morfologia 

internă, deţinând un loc important în agenda cercetătorilor. Biomateriale sintetice oferă 

capacitatea de a proiecta în mod riguros şi ex-vivo substraturi care să prezinte proprietăţi 

reproductibile fizico-chimice şi structurale [306], dar asemănările cu matricea extracelulară 

naturală este încă modestă în comparaţie cu materialele de origine biologică. Acesta este motivul 

pentru care biopolimerii naturali care poartă domenii de celule de recunoaştere sunt preferaţi 

[307]; colagenul fibrilar fiind unul dintre ele [308]. Un important dezavantaj al biopolimerilor 

naturali (în special proteine, polizaharide şi conjugaţii acestora), constă în compatibilitatea 

reciprocă limitată în amestecurile apoase coloidale, peste o anumită concentraţie. Fie separarea 

segregativă sau asociativă are loc într-un mod necontrolat, din cauza incompatibilităţii 

termodinamice, sau a procesului de coacervare condusă electrostatic [178]. Ca o consecinţă, 

reproductibilitatea caracteristicilor de compoziţie ale amestecurilor de biompolimeri naturali şi 

previzibilitatea acestor caracteristici trebuie să fie investigată, înainte de a efectua studii asupra 

dispersiilor coloidale, amestecurilor sau compozitelor formate. 

Scopul a fost descrierea unui set de tehnici simple, în măsură să furnizeze rapoartele de 

greutate posibile de biopolimeri naturali care pot fi amestecaţi, împreună cu parametrii de 

amestecare, pentru de a asigura un amestec intim şi reproductibil, înainte de orice prelucrare 

ulterioară a amestecurilor. Obiectivul pragmatic a fost obţinerea amestecurilor fluide stabile pe 

termen lung ale unei scleroproteine cvasi-native, atelocolagenul (aK), împreună cu două tipuri de 

polizaharide: sarea de sodiu a acidului hialuronic (NaHyal), şi gelanul nativ (Gellan). 

 

IV.1. Investigarea turbidimetrică a soluţiilor coloidale de biopolimeri naturali 

Primul pas în îndeplinirea primului obiectiv propus a fost investigarea turbidimetrică a 

soluţiilor coloidale de biopolimeri naturali. În soluţii coloidale apoase, biopolimerii 

(atelocolagen, hialuronat de sodiu şi gelan) prezintă atât auto-cât şi inter-asocieri la nivel 

molecular, datorită modificărilor de temperatură, pH şi compoziţie chimică [131, 312, 313]. 

Atunci când, ca o consecinţă a asocierii, structurile supramoleculare precise sunt generate, 

procesul poartă denumirea de auto-asamblare [314], în timp ce în cazul în care apar structuri 

aleatorii, acest proces este numit complexare [314–316]. Procesele de agregare pot fi investigate 

prin măsurători turbidimetrice, sau prin absorbţia luminii la lungimi de undă specifice [317]. 
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Aceste studii s-au realizat prin titrare turbidimetrică a soluţiilor de atelocolagen, 

hialuronat de sodiu şi gelan standardizate. Toate determinările s-au realizat la temperatura 

camerei cu ajutorul unui titrator automat (DMS Titrino716, Metrohm) şi un turbidimetru cu fibră 

optică (PC 900, Brinkmann). Pentru procesul de titrare s-au folosit soluţii de hidroxid de sodiu şi 

acid clorhidric 0,1N pornind de la pH-ul soluţiei coloidale până la pH 2 şi respectiv 12. 

În figura 62 sunt prezentate curbele de titrare turbidimetrică pentru biopolimerii studiaţi 

atât în mediu acid cât şi în cel bazic. 

 
Figura 62. Reprezentarea curbelor de titrare pentru atelocolagen, hialuronat de sodiu şi gelan. 

Liniile verticale reprezintă valoarea iniţială a pH-ului fiecărei soluţii. 

 

Amplitudinea variaţiilor de turbiditate diferă în mod semnificativ între cei trei 

biopolimeri naturali studiaţi. O creştere importantă a fost înregistrată în cazul hialuronatului de 

sodiu, în jurul valorii de pH=4. În schimb, atelocolagenul prezintă o evoluţie aşteptată de 

turbiditate, creşterile fiind asociate cu domeniile de pH cu solubilitate scăzută (cum ar fi gama 

izoelectrică). Surprinzător, trei domenii de creştere au fost puse în evidenţă în evoluţia 

turbidimetrică a soluţiei de gelan în timpul titrării. Această ultimă observaţie ar putea fi asociată 

modurilor diferite de împachetare a lanţurilor de gelan nativ, în corelaţie directă cu gradul de 

hidratare a agregatelor. 

În scopul de a asigura un amestec intim al atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu 

şi/sau gelan, trebuie să fie alese domeniile de pH care prezintă atât solubilitate individuală mare 

cât şi solubilitate reciprocă corelată. 
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Gelanul este componenta care impune cele mai mari constrângeri, având în vedere 

intervalul de solubilitate limitat (acesta este solubil la valori ale pH-ului mai mari de 5, în apă 

bidistilată sau în tampoane organice, dar nu în tampoane saline). Domeniile excesive de gelifiere 

ale gelanului (deasupra valorii de pH 10) trebuie să fie, de asemenea, evitate. 

Comparând curbele de titrare reprezentate în figura 62, se constată că, gama de pH 

cuprinsă între 5 şi 9 pare a fi cea mai fezabilă. Datorită faptului că în apropierea punctului 

izoelectric al atelocolagenului procesul de auto–asociere poate fi promovat, domeniul de pH 

cuprins între 8 până la 9 rămâne a fi cel mai fezabil, dacă se doreşte ca în produsul final să se 

obţină o morfologie fibrilară. 

 

IV.2. Studiul reologic asupra soluţiilor diluate de biopolimeri naturali 

Un al doilea pas a fost studiul reologic asupra soluţiilor diluate de biopolimeri naturali, cu 

scopul de a determina domeniul de concentraţie fezabil amestecării acestora. 

Măsurătorile vâscozimetrice s-au efectuat utilizând vâscozimetrul Ubbelohde (figura 59) 

tipurile 0A, Ia, IIa şi III (cu un volum de 7,7 ± 0,1 mL şi cu o lungime a capilarului de 90 mm), 

plasat în baie de termostatare, la diferite temperaturi, menţinute constante pe toată durata 

măsuratorii. Timpii de scurgere ai soluţiilor au fost determinaţi, de fiecare dată, după 10 minute 

de termostatare. 

Pentru aceste determinări s-au preparat soluţii stoc cu o concentraţie de 0,40 g/dl pornind 

de la soluţiile standardizate de atelocolagen, hialuronat de sodiu şi gelan, utilizându-se pentru 

aceste măsurători o serie de diluţii de 0,32, 0,26, 0,22, 0,18, 0,14, 0,10, 0,06, 0,02, 0,01 g/dl 

preparate prin adăugare de apă bidistilată. Toate soluţiile diluate au fost supuse maturării timp de 

12 ore, la 2 oC, după care au fost separate şi supuse termostatării la temperatura de 15 oC. 

Măsurătorile s-au realizat la temperaturile de 17, 20, 25, 30 şi 35 oC. Pentru soluţiile de 

atelocolagen diluate, măsuratorile au fost realizate şi la 40 oC, pentru a pune în evidenţă efectul 

de denaturare termică. 

Figurile 70 şi 71 identifică şi precizează intervalele de concentraţii fezabile care asigură 

amestecarea favorabilă a atelocolagenului cu hialuronat de sodiu sau gelan. 
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Figura 70. Domeniul de concentraţie fezabil pentru amestecarea omogenă a soluţiilor de 

atelocolagen şi hialuronat de sodiu. 

 

 
Figura 71. Domeniul de concentraţie fezabil pentru amestecarea omogenă a soluţiilor de 

atelocolagen şi gelan. 

 

 Din reprezentările grafice se poate observa că cel mai reproductibil interval de 

amestecare în cazul atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu este cuprins între 0,09–0,15 g/dl, 

iar pentru atelocolagen şi gelan de 0,05–0,07 d/dl. 
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Tot prin studii reologice au fost estimate şi conformaţia lanţurilor macromoleculare şi 

rigiditatea acestora [319]. Figura 66 prezintă comparativ dependenţa vâscozităţii intrinseci în 

funcţie de temperatură. Sistemul de coordonate folosit (ln [η] faţă de 1/T), permite estimarea 

flexibilităţii lanţurilor de macromolecule pe diferite intervale de temperatură [320]. 

 
Figura 66. Variaţia ln[η] pentru soluţiile diluate de atelocolagen, hialuronat de sodiu şi gelan în 

funcţie de temperatură. 

 

Panta liniilor poate fi corelată cu flexibilitatea macromoleculelor de atelocolagen, 

hialuronat de sodiu şi gelan în soluţiile coloidale diluate, la o temperatură dată. Pantele mari 

corespund lanţurilor mai flexibile. Două domenii diferite de flexibilitate sunt evidente, pragul 

mediu fiind diferit pentru cei trei biopolimeri investigaţi. Gelanul prezintă cea mai mare 

discrepanţă (pentru o pantă normată de 0,33, la temperaturi sub 28 °C la una de 2,9 la 

temperaturi deasupra pragului; o creştere de aproximativ nouă ori). Hialuronatul de sodiu 

prezintă cea mai mică variaţie a flexibilităţii lanţurilor în funcţie de temperatură (o creştere de 

aproximativ 1,7 ori, în jurul valorii de 20 °C), în timp ce atelocolagenul este plasat într-o gamă 

intermediară de 2,4 ori, cu un prag în jurul valorii de 22 °C. 

Pentru a obţine amestecuri intime în stare coloidală, flexibilitatea lanţurilor 

macromoleculelor componentelor trebuie să fie cât mai asemănătoare cu putinţă, şi variaţia în 

funcţie de temperatură trebuie să fie, de asemenea, similară. Acesta este motivul pentru care, în 

cazul amestecurilor de atelocolagen cu hialuronat de sodiu şi/sau gelan, temperatura de lucru ar 

trebui să fie menţinută într-un domeniu mai mic de 20 °C. 

 

IV.3. Diagramele de fază binare dintre atelocolagen şi hialuronat sau gelan 

Plecând de la informaţiile obţinute în studiile anterioare, unrmătorul pas important a fost 

trasarea diagramelor de fază. Aceste diagrame de fază sunt utile pentru a descrie grafic "soarta" 

amestecurilor, prin furnizarea gamei de concentraţii a componentelor care generează sisteme 
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stabile termodinamic şi fizic omogene, sau, dimpotrivă, prezintă separări, ca fază sau compoziţie. 

Suplimentar, acestea oferă informaţii valoroase cu privire la compoziţiile specifice şi raportul de 

separare a componentelor din care rezultă sistemele eterogene. 

În cazul studiului nostru, s-au efectruat trei tipuri de experimente, diferite din punct de 

vedere a manipulării pH-ului în timpul pregătirii amestecurilor, astfel: 

1. în lipsa unui reglator de pH (acesta fiind impus de disocierea atelocolagenului, 

hialuronatului de sodiu şi gelanului) şi adăugarea unei cantităţi mică de sare (NaCl) pentru a 

furniza contraioni; 

2. prin ajustarea pH-ului soluţiilor la valoarea apei bidistilate, înainte de a fi amestecate; 

3. prin dizolvarea fiecărei componente a amestecului într-o soluţie tampon la o valoare a 

pH-ului care asigură un domeniu comun de solubilitate şi cu o tendinţă de aglomerare mică 

(stabilit anterior prin turbidimetrie). 

Amestecurile de atelocolagen şi hialuronat de sodiu sau gelan au fost realizate în tuburi 

de centrifugare cu o greutate totală a sistemului de 5 g. O soluţie de 10 g/dl NaCl, sau apă 

bidistilată, sau o soluţie tampon (în funcţie de tipul de experiment), este adăugată într-o sumă 

echivalentă cu 0,01% g/g, referitoare la greutatea totală a sistemului. După amestecare adecvată, 

sistemul obţinut este maturat timp de 18 ore (6 ore la temperatura camerei, şi de 12 ore la 2 °C), 

apoi supus centrifugării (4000 rotaţii/min, 30 min, 4 °C), recuperându-se supernatantul. 

Atelocolagenul şi polizaharidele au fost determinate cantitativ. 

Cantităţile biopolimerilor naturali au fost evaluate spectrofotometric, folosind kitul Sircol 

(Biocolor Ltd.), în cazul atelocolagenului; prin metoda cu carbazol pentru hialuronaul de sodiu, 

şi folosind kitul Blyscan (Biocolor Ltd.) în cazul gelanului. În cazul atelocolagenului şi al 

gelanului lungimile de undă folosite au fost de 540 şi respsctiv 656 nm. În cazul hialuronatului 

de sodiu, deoarece metoda cu carbazol necesită soluţii de acide, măsurătorile au fost realizate cu 

ajutorul unui spectrofotometru Boeco S22, în cuve de unică folosinţă, la lungimea de undă de 

530 nm. 

Regulile după care s-au preparat aceste amestecuri binare sunt prezentate în ecuaţiile 

următoare: 

 

x Atelocolagen + y Polizaharide + 0,01 Sare = z + 0,01 Sare = max. 0,1 g/g substanţă uscată (13) 

 

q Atelocolagen + p Polizaharide + 0,01 Sare = z g/g substanţă uscată   (14) 

 

x Atelocolagen + y Polizaharide + 0,01 Solvent = z + 0,01 Solvent =  

max. 0,1 g/g substanţă uscată     (13’) 

 

q Atelocolagen + p Polizaharide + 0,01 Solvent = z g/g substanţă uscată   (14’) 

 

În figurile 74, 75 şi 76 sunt prezentate diagramele de fază obţinute în abordările 

experimentale de succes. Poziţia punctelor de testare folosite pentru a trasa linii de legătură au 
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fost stabilite luând în considerare curba binodală. Liniile de legătură care definesc punctele 

rezultă din analiza fazelelor separate din amestecuri preparate pe baza relaţiilor (14) şi (14’), ce 

confirmă curbele binodale trase pe baza regulilor generate de relaţiile (13) şi (13’). 

 
Figura 74. Diagrama de fază a amestecului atelocolagen–hialuronat de sodiu, la pH de 3,4, în 

lipsa sistemului tampon. 

 
Figura 75. Diagrama de fază a amestecului atelocolagen–hialuronat de sodiu, la pH de 5,5, în 

lipsa sistemului tampon, cu pH-ul soluţiei de atelocolagen corectat la valoarea de 5,5 înainte de 

amestecare. 
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Figura 76. Diagrama de fază a amestecului atelocolagen–gelan, la pH de 5,5, în lipsa sistemului 

tampon, cu pH-ul soluţiei de atelocolagen corectat la valoarea de 5,5 înainte de amestecare. 

 

Asimetria binodală poate fi corelată cu diferenţele dintre hidrofilia componentelor 

individuale [325]. Deosebirea perechii atelocolagen–gelan pare să fie mai mare în comparaţie cu 

perechea atelocolagen–hialuronat de sodiu, gelanul fiind cel mai receptiv la apă. Maxima de co-

solubilitate a partenerilor amestecurilor poate fi stabilită prin plasarea pragului de separare a 

fazelor pe diagrama de faza [326], care corespunde concentraţiei totale minime de parteneri 

necesari pentru separarea fazelor. Coordonatele punctelor de prag de pe diagramele de fază ale 

amestecurilor investigate au fost: 0,032% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu în 

figura 74, 0,028% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu în figura 75, şi 0,022% g/g 

atelocolagen / 0,020% g/g gelan în figura 76. 

Cele trei tipuri de experimente efectuate au arătat că valori mici nerestricţionate ale pH-

ului, precum şi valori mari ale soluţiilor tampon, sunt capabile să inducă gelifierea în 

amestecurile studiate, mai ales dacă gelanul este una dintre componente. Potrivit referinţei [327], 

"echilibru dintre faze nu este realizabil atunci când faza de separare este însoţită de gelifiere". 

Acesta este motivul pentru care amblele reţete (definirea rapoartelor iniţiale ale componentelor), 

precum şi procedurile de pregătire (constând în parametrii de amestecare), sunt critice în 

pregătirea amestecurilor omogene şi compoziţional reproductibile de atelocolagen cu hialuronat 

sau gelan. 
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IV.4. Diagramele ternare ale amestecurilor de atelocolagen, hialuronat de 

sodiu şi gelan 

Având în vedere dificultăţile întâmpinate în caracterizarea amestecurilor binare, pentru 

amestecurile de atelocolagen–hialuronat–gelan, au fost studiate diagrame ternare de compoziţie 

obişnuite ale amestecurilor. Aceste diagrame au fost trasate pe baza ecuaţiei 15: 

 

x Atelocolagen + y Hialuronat + z Gelan + 0,02 Solvent = 0,1 g/g subtanţă uscată  (15) 

 

unde, valoarea coeficientului x variază între 0,00 şi 0,06% g/g substanţă uscată, şi valorile 

coeficienţilor y şi z între 0,01 şi 0,07 % g/g substanţă uscată. 

În figurile 78 şi 79 sunt reprezantate diagramele ternare pentru amestecurile atelocolagen-

hialuronat-gelan. 

 
 

Figura 78. Diagrama ternară exprimă consecinţele separării fazelor în amestecurile de 

biopolimer, la pH 5,5, în lipsa sistemului tampon, cu pH-ul soluţiei de atelocolagen corectat la 

5,5 înainte de amestecare. 
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Figura 79. Diagrama ternară exprimă consecinţele separării fazelor în amestecurile de 

biopolimer, la pH 9,0, în sistem tampon TRIS 0,2M. 

 

Acestea au fost obţinute utilizând aplicaţia software OriginPro 8.6 (OriginLab Co). 

Limita de co-precipitare exprimă valoarea totală a biopolimerilor naturali în faza densă, măsurată 

ca procente g/g. Compoziţia izoliniilor a fost elaborată prin separarea cantitativă de proteină şi 

conţinutul total de polizaharide din supernatant, şi prin calcularea sumelor corespunzătoare în co-

precipitat, ca diferenţă faţă de valorile iniţiale exprimate ca procente g/g. Pe axele diagramelor 

ternare, cantitatea componentelor a fost convertită în g/dl, având în vedere densitatea soluţiilor 

standardizate. Din cauza unor limitări în reprezentările diagramelor ternare având intervale cu 

variaţii ale componentelor, folosind experienţa OriginPro 8,6 (având în vedere valorile 

coeficienţilor x, y şi z mai sus menţionaţi), un factor de corecţie de 0,8 trebuie să fie folosit 

pentru a converti valorile grafice la cele reale pentru punctele care reprezintă cantităţile pe 

diagrame. 

Concluzia proeminentă rezultată prin compararea celor două diagrame ternare este faptul 

că valoarea pH-ului decide cantitatea de atelocolagen în co-precipitat, într-o relaţie cvasi-

independentă de raportul dintre polizaharide din amestecuri (limitele de precipitare sunt 

implicate într-o manieră cvasi-paralelă similară, dar poziţia în diagrame este schimbată). La o 

valoare de 5,5, limita de precipitare este plasată aproximativ în mijlocul diagramei ternare, 

indicând faptul că în cazul în care pH-ul este controlat pentru a fi uşor acid, o participare 

uniformă a celor trei biopolimeri naturali în faza de separare este posibilă. Prin urmare, dacă este 

necesar un amestec cu un conţinut ridicat de atelocolagen, este obligatoriu să se lucreze la pH 

acid, în caz contrar polizaharidele vor domina (într-un raport aproximativ uniform, cu creşterea 
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de atelocolagen). Potrivit figurii 78, sisteme ternare pot fi obţinute pornind de la 0,032 g/dl 

atelocolagen, asociat în amestecurile iniţiale, cu, de exemplu, 0,040 g/dl hialuronat de sodiu, şi 

0,008 g/dl gelan, pentru a ajunge la o concentraţie de 0,08 g/dl substanţă uscată, aşa cum se 

prevede prin restricţia (15). 
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Capitolul V. Hidrogeluri cu componentă colagenică reticulate 

covalent 

 

Deşi tentant în termeni de disponibilitate, reproductibilitate, precum şi a capacităţii de a fi 

proiectate chimic, polimerii sintetici sunt încă limitaţi în aplicarea lor în domeniul “scaffold”. În 

schimb, biomacromoleculele sunt tot mai preferate pentru a genera matrici extracelulare (MEC) 

înlocuitoare [328], mai ales pentru că sunt purtători nativi de domenii de recunoaştere, care 

ghidează viaţa şi evoluţia celulelor. 

Esenţial în ingineria tisulară este de a imita treptat chemo-, morfo-şi bio-particularităţile 

matricei extracelulare. Pentru a oferi un nivel ridicat de chemo-mimetism, este de dorit ca pentru 

realizarea reţelelor “scaffold” să se utilizeze biomacromolecule native organotipic, precum şi, 

dacă este cazul, utilizarea unor cantităţi cât mai scăzute de polimeri sintetici. 

Scleroproteinele şi glicanii sunt candidatele preferate în producerea de înlocuitori ai MEC 

de tip conjugat [329], mai ales dacă reticulantul este o moleculă bifuncţională cu catenă scurtă. 

Două biomacromolecule precursoare, atelocolagenul (aK) şi hialuronatul de sodiu (NaHyal), 

ambele în stare cvasi-nativă, posed o serie de particularităţi care le fac candidatele ideale pentru 

mimarea MEC. Atelocolagenul prezintă domenii de recunoaştere a celulelor, GFOGER [330, 

331], şi este singura formă colagenică disponibilă în cantităţi suficient de mari. Acidul hialuronic 

este omniprezent în ţesuturile conjunctive animale, este implicat în homeostazia apei la nivelul 

MEC [332], şi acţionează atât în calitate de moleculă structurală cât şi de semnalizare [333]. 

 

V.2. Studiul reologic asupra hidrogelurilor pe bază de colagen şi colagen-

hialuronat de sodiu reticulate covalent 

 Este bine cunoscut faptul că, mediile pentru dezvoltarea ţesuturilor vii sunt de tip 

hidrogel, respectiv reţele tridimensionale laxe cu ochiuri mari, motiv pentru care ne-am propus 

reticularea hidrogelurilor pe bază de colagen şi respectiv colagen şi hialuronat de sodiu cu un 

agent de reticulare cu catenă suficient de lungă, biocompatibil, netoxic, respectiv 1,4-butandiol 

diglicidir eter (BDDGE). Acesta este un reticulant bifuncţional, capabil să “lucreze” la rapoarte 

molare mici [334] la temperaturi scăzute sau ambiantă. Pentru a ajuta dispersarea BDDGE în 

apă, la temperaturi scăzute, tetra-n-butil bromură de amoniu (TBAB) poate fi folosit ca agent 

tensioactiv. 

Pentru realizarea acestor hidrogeluri s-a folosit metoda descrisă în Capitolul III.3. 

Chimismul reacţiei de obţinere a hidrogelurilor pe bază de colagen şi colagen-hialuronat de sodiu 

este prezentat în figura 81 şi 82. 
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Figura 81. Schema reacţiei de formare a hidrogelurilor pe bază de colagen reticulate covalent. 

 

 
Figura 82. Schema reacţiei de formare a hidrogelurilor pe bază de colagen şi hialuronat de sodiu 

reticulate covalent. 

 

 Planurile experimentale pentru obţinerea hidrogelurilor reticulate covalent pe bază de 

colagen, colagen-hialuronat de sodiu raport 1:1 şi colagen-hialuronat de sodiu raport 5:1 sunt 

prezentate în tabelele 7, 8 şi 9. Cantităţile prezentate în tabele sunt calculate pentru 5 mL soluţie 

de colagen de concentraţie 6 mg/mL substanţă uscată şi 0,70 ± 0,016 moli/g grupe aminice 

libere. Pentru prepararea hidrogelurilor s-au folosit diferite rapoarte molare între agentul de 

reticulare şi conţinutul de grupări α-aminice libere pentru fiecare proba în parte. Amestecul de 

precursori şi de reticulare a fost realizat pe baie de gheaţă (între 4 şi 8 oC). Pentru a facilita o 

dispersie adecvată a BDDGE în amestecul vâscos de precursori, acesta a fost în primul rând 

dizolvat în 0,3 ml apă bidistilată, la 4oC, împreună cu 1:0,3 v/w TBAB. 
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Tabelul 7. Planul de lucru pentru obţinerea hidrogelurilor reticulate covalent pe bază de colagen. 

Cod probă 
Raport molar 

α-NH2:BDDGE 

mg colagen 

liofilizat 

µL  

BDDGE 

mg  

TBAB 

P1-0 1:0 30 0 0 

P1-1 1:0,25 30 4,25 2 

P1-2 1:1 30 17,75 8 

P1-3 1:2,5 30 45 8 

P1-4 1:5 30 85,5 8 

 

Tabelul 8. Planul de lucru pentru obţinerea hidrogelurilor binare reticulate covalent pe bază de 

colagen şi hialuronat de sodiu, raport molar 1:1. 

Cod probă 
Raport molar 

α-NH2:BDDGE 

mg colagen 

liofilizat 

mg  

NaHyal 

µL  

DDGE 

mg 

TBAB 

P2-0 1:0 30 30 0 0 

P2-1 1:0,25 30 30 6,5 3 

P2-2 1:1 30 30 26,25 9 

P2-3 1:2,5 30 30 66,25 9 

P2-4 1:5 30 30 128 9 

 

Tabelul 9. Planul de lucru pentru obţinerea hidrogelurilor binare reticulate covalent pe bază de 

colagen şi hialuronat de sodiu, raport molar 5:1. 

Cod probă 
Raport molar 

α-NH2:BDDGE 

mg colagen 

liofilizat 

mg  

NaHyal 

µL 

BDDGE 

mg 

TBAB 

P3-0 1:0 30 6 0 0 

P3-1 1:0,25 30 6 4,7 2 

P3-2 1:1 30 6 19,5 8 

P3-3 1:2,5 30 6 49,25 8 

P3-4 1:5 30 6 94 8 

 

Studiul reologic al hidrogelurilor a fost realizat cu ajutorul unui reometru modular Anton 

Paar, Physica MCR 501 prevăzut cu un sistem Peltier de reglare a temperaturii, care asigură 

funcţionarea pe un domeniu de temperaturi cuprins între -20 şi 200 °C. Măsurătorile s-au 

efectuat cu o geometrie plan-plan. Atât placa superioară, cât şi cea inferioară sunt confecţionate 

din oţel inoxidabil şi sunt rugoase pentru a împiedica alunecarea hidrogelurilor. S-au utilizat 

plăci cu diametrul de 50 mm. Distanţa dintre plăci a fost stabilită între 1 şi 3 mm. 

Toate hidrogelurile obţinute au fost baleiate în amplitudine cu o frecvenţă constantă, de 

20 rad/sec, şi deformaţii cuprinse între 0,1 % - 100 %, pentru identificarea domeniul vâscoelastic 
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liniar (LVE). Baleaiajele în frecvenţă s-au realizat pe un domeniu de viteze unghiulare cuprins 

între 0,1 şi 100 rad/sec, la o amplitudine a deformaţiei de 5%, în funcţie de limitele domeniului 

de vâscoelasticitate liniară stabilite pentru fiecare probă în parte. Temperatura la care s-a lucrat a 

fost de 25 oC. 

Caracteristicile vâscoelastice ale materialelor pot fi eficient evaluate cu ajutorul testelor 

oscilatorii, determinănd următoarele mărimi reologice: 

 a) modulul de acumulare (G’), care este o măsură a energiei de deformare acumulată în 

probă în cursul procesului de forfecare; după îndepărtarea solicitării această energie este 

disponibilă, acţionand ca forţă motoare a procesului de revenire; aşadar, G’ caracterizează 

comportamentul elastic al materialului analizat; 

 b) modulul de pierderi (G’’), care este o măsură a energiei de deformare disipată în probă, 

în cursul procesului de forfecare, energie complet pierdută la îndepărtarea solicitării; aşadar, G’’ 

caracterizează comportamentul vâscos al materialului; 

 c) factorul de pierderi, tan(δ) = G''/G', ce caracterizează raportul contribuţiilor elastice şi 

vâscoase în comportamentul global al probei analizate; în general, pentru starea lichidă, tan(δ) > 

1 (G’’ > G’), pentru starea de gel (solidă), tan(δ) < 1 (G’ > G’’), iar pentru punctul de tranziţie 

(de gelifiere), tan(δ) = 1 (G’’=G’); 

 d) vâscozitatea complexă, η*. 

În figurile 83, 84 şi 85 a şi b sunt redate evoluţiile modulelor G’ şi G’’, precum şi a 

vâscozităţilor complexe, în regim oscilatotiu, în funcţie de frecvenţă, la 25 oC, pentru 

amestecurile preparate conform tabelelor 7, 8 şi 9. 

 
(a) – modulele de acumulare şi de pierderi 
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(b) – vâscozitatea complexă 

Figura 83. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe bază de colagen, 

determinate la 25 oC. 

 

 
(a) – modulele de acumulare şi de pierderi 

 

Frecvenţa unghiulară, ω [, ω [, ω [, ω [rad////s]]]]

0,1 1 10 100

V
â

s
c

o
z
it

a
te

 c
o

m
p

le
x

ă
, ηη ηη

* 
[P

a
 s

]

0,1

1

10

100

1000

P1-0
P1-1
P1-2
P1-3

Frecvenţa unghiulară, ω [, ω [, ω [, ω [rad////s]]]]

0,1 1 10 100

G
', 

G
'' 

[P
a

]

0,1

1

10

100
P2-0
P2-0
P2-1
P2-1
P2-2
P2-2
P2-3
P2-3

Cercul reprezintă G'
Pătratul reprezintă G''



30 

 
(b) – vâscozitatea complexă 

Figura 84. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe bază de colagen şi 

hialuronat de sodiu (raport 1:1 aK:NaHyal), determinate la 25 oC. 

 

 
(a) – modulele de acumulare şi de pierderi 
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(b) – vâscozitatea complexă 

Figura 85. Caracteristicile reologice ale hidrogelurilor reticulate covalent pe bază de colagen şi 

hialuronat de sodiu (raport 5:1 aK:NaHyal), determinate la 25 oC. 

 

 Figurile 83, 84, 85 a indică faptul că pe inteaga gamă de frecvenţe baleiate, modulul de 

acumulare are valori mai mari decât modulul de pierderi, confirmând comportamentul reologic 

de gel, pentru toate compoziţiile studiate. 

Pentru toate amestecurile binare, valorile modulelor G’ şi G’’ sunt inferioare celor 

corespunzătoare hidrogelurilor atelocolagenice, probabil ca urmare a formării de punţi de 

reticulare suplimentare, cu participarea grupărilor reactive ale hialuronatului. 

Ca o particularitate remarcabilă, parametrii reologici au valori descrescânde odată cu 

creşterea gradului de reticulare, pentru toate rapoartele de amestecare între atelocolagen şi 

hialuronat. De asemenea, parametrii reologici scad, ca valoare, odată cu creşterea fracţiei de 

polizaharid în amestec. 

În figurile 83, 84 şi 85 b se observă că, vâscozităţile complexe scad odată cu creşterea 

cantităţii de reticulant, şi, de asemnea, scad ca valoare, odată cu creşterea cantităţii de hialuronat 

de sodiu. 

 

V.3. Determinarea grupărilor aminice libere din hidrogeluri 

Pentru estimarea evoluţiei procesului de reticulare, cantitatea de grupări α-aminice libere 

de atelocolagen a fost determinată. Grupările α-NH2 libere s-au realizat pe 5 mg hidrogel 

liofilizat din seria hidrogelurilor pe bază de colagen şi colagen-hialuronat de sodiu raport 5:1. 

Asupra probelor cântărite s-a adaugat 1 mL NaHCO3 4%, după care amestecul se agită uşor şi 

lăsat pentru 30 de minute în repaus. Peste proba obţinută se adaugă 1 mL soluţie TNBS 0,5%. 

Probele rezultate au fost supuse termostatării timp de 2h la 40 oC. După reacţia cu TNBS, 
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probele au fost scurse bine, iar hidrogelurile recuperate au fost spălate de trei ori cu dietil eter şi 

supuse apoi liofilizării. În continuare, probele au fost supuse procesului de hidroliză utilizând 

câte 3 mL HCl 6M, la 60oC timp de 90 de minute. Absorbanţa soluţiilor rezultate a fost măsurată 

spectrofotometric, la o lungime de undă de 345 nm, având ca referinţă HCl 6M [337, 338]. 

Variaţia cantităţilor de grupări α-NH2 libere din hidrogelurile realizate sunt reprezentate în figura 

92. 

  

Hidrogeluri pe bază de colagen 
Hidrogeluri pe bază de colagen şi hialuronat de 

sodiu raport molar 1:1 

  

 

Hidrogeluri pe bază de colagen şi hialuronat de sodiu raport molar 5:1 

Figura 92. Variaţia grupărilor aminice libere din hidrogelurile pe bază de colagen şi colagen-

hialuronat de sodiu. 

 

 Din reprezentările grafice se observă faptul că, odată cu creşterea gradului de reticulare şi 

a cantităţii de hialuronat de sodiu, grupările α-NH2 libere scad, ceea ce era de aşteptat. 
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V.4. Analiza structurală a hidrogelurilor formate

 

V.4.1. Caracterizarea prin spectroscopie 

Considerând ca standard extern acetatul de trimetilsilil propionat (TMS) (

sau înregistrat spectrele corespunzătoare colagene

hidrogelurilor realizate la temperatura de 25 

În figurile 93 şi 94 sunt

de sodiu. 

Figura 93. Spectrul 

 

Figura 94. Spectrul 
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V.4. Analiza structurală a hidrogelurilor formate 

V.4.1. Caracterizarea prin spectroscopie 1H-RMN 

Considerând ca standard extern acetatul de trimetilsilil propionat (TMS) (

înregistrat spectrele corespunzătoare colagenenului nemodificat, hialuronatului de sodiu,

hidrogelurilor realizate la temperatura de 25 oC, în soluţie de apă deuterată (D

i 94 sunt prezentate spectrele 1H-RMN pentru colagenul 

Figura 93. Spectrul 1H-RMN înregistrat pentru colagenul 

. Spectrul 1H-RMN înregistrat pentru hialuronatul de sodiu

Considerând ca standard extern acetatul de trimetilsilil propionat (TMS) (δ = 0,0 ppm), 

, hialuronatului de sodiu, şi a 

ie de apă deuterată (D2O). 

MN pentru colagenul pur şi hialuronatul 

 
RMN înregistrat pentru colagenul pur. 

 
hialuronatul de sodiu. 



Din datele de literatura cunoa

intervalul 0,8-3 ppm, interval ce coincide 

îngreunează interpretarea spectrelor din cazul de fa

se observă că, grupările caracteristice colagenului pur 

suprapun. 

Spectrul obţinut în urma analizei 

NH2:BDDGE) este prezentat în 

pur, se evidenţiază dispariţia picului de la 

1,18-1,21 ppm este mult mai mare spre deosebire de picul caracteristic colagenului pur, ceea ce 

ne demonstrează faptul că, reac

Figura 95. Spectrul 1H-RMN 

 

 Ca şi în cazului hidrogelurilor colagenice, acela

hidrogelurilor binare (figura 96 
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Din datele de literatura cunoaştem faptul că, protonii din aminele secundare apar în 

, interval ce coincide şi cu apariţia protonilor alifatici. Acest lucru 

îngreunează interpretarea spectrelor din cazul de faţă. Din spectrele înregistrate în figura 93 

grupările caracteristice colagenului pur şi a hialuronatu

inut în urma analizei hidrogelului pe bază de colagen (raport molar 1:1 

prezentat în figura 95. Comparând cu spectrul înregistrat pentru colagenul 

ia picului de la δ = 0,793 ppm, iar amplitudinea picurilor de la 

este mult mai mare spre deosebire de picul caracteristic colagenului pur, ceea ce 

ne demonstrează faptul că, reacţia de reticulare a avut loc. 

RMN înregistrat pentru hidrogelul pe bază de colagen (raport molar 1:1 

α-NH2:BDDGE). 

i în cazului hidrogelurilor colagenice, acelaşi lucru se întâmplă 

hidrogelurilor binare (figura 96 şi 97). 

tem faptul că, protonii din aminele secundare apar în 

ia protonilor alifatici. Acest lucru 

Din spectrele înregistrate în figura 93 şi 94 

i a hialuronatului de sodiu se cam 

hidrogelului pe bază de colagen (raport molar 1:1 α-

. Comparând cu spectrul înregistrat pentru colagenul 

793 ppm, iar amplitudinea picurilor de la δ = 

este mult mai mare spre deosebire de picul caracteristic colagenului pur, ceea ce 

 
hidrogelul pe bază de colagen (raport molar 1:1 

i lucru se întâmplă şi în cazul 



Figura 96. Spectrul 1H-RMN 

Figura 97. Spectrul 1H-RMN 

 Picurile care confirmă faptului că procesul de reti

binare sunt de δ = 1,04 pentru raportul aK:NaHyal 1:1 

aK:NaHyal 5:1. 

V.5. Analiza termică 

De asemenea, hidrogelurile au fost studiate din punct de vedere termic prin 

cu scanare diferenţială (DSC).
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RMN înregistrat pentru hidrogelul pe bază de colagen 

sodiu (raport aK:NaHyal 1:1). 

 

RMN înregistrat pentru hidrogelul pe bază de colagen 

sodiu (raport aK:NaHyal 5:1). 

 

Picurile care confirmă faptului că procesul de reticulare a avut loc în cazul hidrogelurilor 

pentru raportul aK:NaHyal 1:1 şi δ = 0,94-0,974 pentru raportul 

 

hidrogelurile au fost studiate din punct de vedere termic prin 

). 

 
hidrogelul pe bază de colagen şi hialuronat de 

 
hidrogelul pe bază de colagen şi hialuronat de 

culare a avut loc în cazul hidrogelurilor 

0,974 pentru raportul 

hidrogelurile au fost studiate din punct de vedere termic prin calorimetrie 



Tranziţiile de fază au fost studiate prin calorimetrie cu scanare diferen

echipanent TA Instrument Q100, în curent de azot (50 ml/min). Probele (cu masa de aproximativ 

10 mg) au fost plasate în creuzete din aluminiu inchise ermetic, şi încălzite până la 120 °C, cu o 

pantă de 10 °C/min. Rezultatele prelucrate c

Instrument, v 4.4A) sunt prezentate 

Figura 100. 

 

Este evident faptul că,

hidrogelurilor, iar creşterea cantităţii agent

de denaturare a colagenului, cu excepţia raportului de amestecare de 5 : 1. Pierderea de masă a 

colagenului devine semnificativă la temperaturi de peste

reticulate sunt mai stabile termic decât hidrogelurile atelocolagenice reticulate.

Figura 101. Curbele DSC pentru hidrogelurile puternic reticulate.
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Tranziţiile de fază au fost studiate prin calorimetrie cu scanare diferen

echipanent TA Instrument Q100, în curent de azot (50 ml/min). Probele (cu masa de aproximativ 

10 mg) au fost plasate în creuzete din aluminiu inchise ermetic, şi încălzite până la 120 °C, cu o 

pantă de 10 °C/min. Rezultatele prelucrate cu aplicaţia software Universal Analysis (TA 

Instrument, v 4.4A) sunt prezentate în figurile 100 şi 101. 

 Curbele DSC pentru hidrogelurile slab reticulate.

, valoarea temperaturii influenţează în mod semnificativ structura 

hidrogelurilor, iar creşterea cantităţii agentului de reticulare conduce la o scădere a temperaturii 

de denaturare a colagenului, cu excepţia raportului de amestecare de 5 : 1. Pierderea de masă a 

icativă la temperaturi de peste 30°C. Comparativ, hidrogelurile binare 

termic decât hidrogelurile atelocolagenice reticulate.

Curbele DSC pentru hidrogelurile puternic reticulate.

Tranziţiile de fază au fost studiate prin calorimetrie cu scanare diferenţială, utilizând un 

echipanent TA Instrument Q100, în curent de azot (50 ml/min). Probele (cu masa de aproximativ 

10 mg) au fost plasate în creuzete din aluminiu inchise ermetic, şi încălzite până la 120 °C, cu o 

u aplicaţia software Universal Analysis (TA 

 
Curbele DSC pentru hidrogelurile slab reticulate. 

valoarea temperaturii influenţează în mod semnificativ structura 

conduce la o scădere a temperaturii 

de denaturare a colagenului, cu excepţia raportului de amestecare de 5 : 1. Pierderea de masă a 

C. Comparativ, hidrogelurile binare 

termic decât hidrogelurile atelocolagenice reticulate. 

 
Curbele DSC pentru hidrogelurile puternic reticulate. 
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În tabelele 12 şi 13 sunt sumarizate cele mai importante caracteristici termogravimetrice 

ale colagenului pur, hidrogelurilor realizate şi a hialuronatului de sodiu. 

Tabelul 12. Caracteristici termogravimetrice ale colagenului şi hidrogelurilor obţinute. 

Raport molar 1:1 α-NH2 : BDDGE 

Cod probă Tonset (
oC)a Tpeak (

oC)b Toffset (
oC)c 

aK 61 91 100 

1:1 aK:NaHyal 80 99 116 

5:1 aK:NaHyal 86 105 110 
atemperatura la care începe degradarea termică; 
btemperatura ce corespunde gradului maxim de degradare; 
ctemperatura la care etapa de degradare ia sfârşit. 

 

Tabelul 13. Caracteristici termogravimetrice ale colagenului şi hidrogelurilor obţinute. 

Raport molar 5:1 α-NH2 : BDDGE 

Cod probă Tonset (
oC)a Tpeak (

oC)b Toffset (
oC)c 

aK 61 91 100 

1:1 aK:NaHyal 63 94 107 

5:1 aK:NaHyal 63 109 119 

 

V.6. Caracterizarea morfologică a hidrogelurilor 

Imaginile de microscopie electronică de baleiaj (SEM) permit caracterizarea morfologică 

a hidrogelurilor obţinute. În vederea observării microscopice, hidrogelurile au fost liofilizate şi 

secţionate în condiţii identice, pentru a asigura reproductibilitatea probelor. Imaginile obţinute 

sunt prezentate în figura 102. 

Microscopia electronică de baleiaj relevă faptul că apar diferenţe semnificative între 

colagenul liofilizat (a), hidrogelurile colagenice reticulate (b) şi cele care conţin amestecuri 

reticulate de colagen şi hialuronan (c, d). Acestea din urmă prezintă o structură poroasă mai 

uniformă, cu pori interconectaţi. În cazul hidrogelurilor mai puternic reticulate şi în al celor cu 

fracţii masice de hialuronat mai mari, dimensiunea porilor este mai mică, probabil datorită 

compactării sporite a amestecului.  
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(a) – colagen liofilizat (b) – colagen reticulat 

  

(c) – hidrogel 1:1 colagen : hialuronan (d) – hidrogel 5:1 colagen : hialuronan 

Figura 102. Morfologia criogelurilor obţinute pornind de la hidrogelurile studiate. 

 

V.7. Gradul maxim de umflare 

Hidrogelurile au fost caracterizate din punct de vedere al unor proprietati specifice, 

respectiv gradul maxim de umflare in medii fiziologice. 

 Studiul capacităţii de umflare a hidrogelurilor în mediu apos s-a realizat termogravimetric 

aşa cum s-a precizat în Capitolul III.4.1. Pentru aceste determinări s-au folosit hidrogeluri pe 

bază de colagen reticulate covalent cu diferite grade de reticulare. 

 Hidrogelurile cântările în prealabil au fost imersate în soluţie tampon fosfat de pH 7,4 şi 

la intervale de timp bine stabilite s-au realizat măsurători. Studiul cineticii de umflare a 

hidrogelurilor este reprezentat în figura 103. Din reprezentarea grafică se poate observa că 

hidrogelurile se umflă foarte mult în primele minute datorită structurii morfologice a acestora, 

urmată apoi de o creştere lentă până la aproximativ 3-4 ore, după care instalându-se un echilibru. 

Se mai poate observa că, hidrogelurile cu grad de reticulare mai mic se umflă mai mult faţă de 

cele cu grad de reticulare mare. 
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Figura 103. Curbele cineticii de umflare a hidrogelurilor pe bază de colagen în tampon fosfat 

(pH=7,4). 

Gradul de umflare al hidrogelurilor se află în intervalul de 150-3050 % observându-se că 

este puternic influenţat de gradul de reticulare. 

 În aceleaşi condiţii de lucru s-au realizat şi studiile de umflare a hidrogelurilor pe bază de 

colagen şi hialuronat de sodiu reticulare covalent, seria 5:1 aK:NaHyal (figura 104). 

 
Figura 104. Curbele cineticii de umflare a hidrogelurilor pe bază de colagen şi hialuronat de 

sodiu în tampon fosfat (pH=7,4). 

 

 Din reprezentarea grafică se observă că, gradul de umflare al hidrogelurilor scade odată 

cu creşterea gradului de reticulare, situându-se între 185–2880 %.  

 Spre deosebire de hidrogelurile pe bază numai de colagen, hidrogelurilor pe bază de 

colagen şi hialuronat de sodiu prezintă un grad de umflare un pic mai scăzut datorită 

introducerea în sistem a polizaharidului. 
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V.8. Capacitatea de încărcare a hidrogelurilor cu medicament 

 O altă aplicaţie medicală pe lângă suporturi ale matricei extracelulare ar fi ca 

suporturi de medicamente. Acesta a fost motivul pentru care au fost realizate studiile de 

încărcare şi eliberare de medicamente. 

Pentru efectuarea acestor studii s-au utilizat aceleaşi set de probe ca şi în cazul studiului 

gradului maxim de umflare. Modul de lucru a fost prezentat în Capitolul III.4.2. 

 Pentru aceste studii s-a ales ca medicament Levofloxacină (LVF - sare de sodiu). Probele 

cântărire în prealabil au fost imersate în 10 ml soluţie de levofloxacin în tampon acetat (50 

mg/ml) şi lăsate 24 ore pentru definitivarea procesului de difuzie, sub agitare uşoară. Atât pentru 

studiile de încărcare şi eliberare este necesară curba de calibrare (figura 105). 

 
Figura 105. Curba de etalonare a novofloxacinului în tampon acetat. 

 

 Cantitatea maximă de novofloxacină după 12 ore a fost calculată spectrofotometric la 

lungimea de undă de 294 nm. 

Cantitatea de LVF încărcată în hidrogeluri pe bază de colagen scade odată cu creşterea 

gradului de reticulare, acesta corelându-se cu gradul de umflare. Din tabelul 14 se poate observa 

că, hidrogelurile prezintă o capacitate crescută de încărcare a medicamentului (raportul masic 

medicament/hidrogel este mai mare decât 1, cu excepţia probei 4). Acelaşi lucru se observă şi în 

cazul hidrogelurilor pe bază de colagen şi hialuronat de sodiu. 

Tabelul 14. Rezultatele procesului de încărcare a hidrogelurilor cu levofloxacină. 

Cod probă LVF/hidrogel, mg/mg 

P1-1 

pe bază de colagen 

3,07 

P1-2 1,84 

P1-3 1,50 

P1-4 0,63 

P3-1 
pe bază de colagen şi 

hialuronat de sodiu 

(seria 5:1 aK:NaHyal) 

3,60 

P3-2 3,36 

P3-3 2,52 

P3-4 0,69 

y = 7,048x
R² = 0,985

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0 0,05 0,1 0,15
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V.9. Eliberarea in vitro a Levofloxacinei 

 Procesul de eliberare s-a realizat în soluţie de tampon fosfat (pH=7,4) aşa cum este 

indicat în Capitolul III.4.3. Studiile de eliberare ale LVF din hidrogeluri au fost monitorizate prin 

măsurători spectroscopice UV-VIS. Fiecare probă încărcată cu LVF a fost introdusă în câte o 

membrană de dializă, care a fost apoi plasată într-un mediu apos (100 ml de tampon fosfat). 

Acest sistem a fost menţinut la temperatura constantă de 37 °C sub agitare magnetică constană, 

la 120 rpm. Eficienţa de eliberare a LVF (Eef%) a fost calculată după cum urmează: 

���% =
��

��

× 100 

unde: 

mr = cantitatea de LVF eliberată din hidrogeluri (mg); 

ml = cantitatea de LVF încărcată în hidrogeluri (mg). 

 

Curbele de eliberare ale LVF din hidrogelurile pe bază de colagen şi pe bază de colagen 

şi hialuronat de sodiu (raport 5:1 aK:NaHyal) în mediu apos (pH = 7.4) sunt prezentate în 

figurile 106 şi 107. Eliberarea LVF din hidrogel este controlată de procesul de difuzie. 

Rezultatele privind eliberarea LVF sunt în concordanţă cu comportamentul observat la umflare. 

 
 

Figura 106. Curbele de eliberare in vitro a LVF din hidrogeluri în soluţie de tampon fosfat 

(pH = 7,4). 
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Figura 107. Curbele de eliberare in vitro a LVF din hidrogelurile binare în soluţie de tampon 

fosfat (pH = 7,4). 

 

Rezultatele arată că eficienţa de eliberare a LVF în mediu alcalin este între 19% şi 64% 

pentru hidrogeluri pe bază de colagen şi între 19% şi 41% pentru cele binare. Este evident faptul 

că, gradul de reticulare are un rol foarte important în ceea ce priveşte eliberarea medicamentului 

din hidrogel. O altă observaţie este că, în primele ore are loc o eliberare rapidă a LVF din 

hidrogeluri („burst” effect) şi apoi o eliberare lentă până la echilibru. 
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Capitolul VI. Studii in vitro asupra biocompatibilităţii 

hidrogelurilor 

 

VI.1. Caracterizarea hidrogelurilor din punct de vedere al activităţii 

metabolice 

Pentru a fi folosite cu succes în aplicaţiile bimedicale, hidrogelurile trebuie să nu inducă 

organismului o reacţie adversă. 

Standardele ASTM (ASTM F813-07 [339]) şi ISO (ISO 10993-5) stipulează necesitatea 

şi orientările generale pentru a evalua in vitro potenţialul citotoxic al tuturor substraturi, care vor 

fi plasate în contact cu ţesuturile, prin intermediul celulelor culturii de evaluare. În acest sens, 

testele de viabilitate şi de proliferare a fibroblastelor 3T3 au fost efectuate pe probe de conjugaţi, 

prin tehnicile AlamarBlue [340] şi PicoGreen [341], uşor modificate pentru a se adapta la 

probele poroase ca vitrigelurile. Metoda de lucru după care s-au realizat aceste studii a fost 

prezentată în Capitolul III.4.6. 

Pentru aceste studii s-au folosit 3 tipuri de hidrogeluri: unul pe bază de colagen reticulat 

covalent şi 2 hidrogeluri pe bază de colagen şi hialuronat de sodiu în raport de 1:1 şi respectiv 

5:1. 

 Iniţial, probele au fost sterilizate cu alcool etilic 70 % timp de 15 min, după care spălate 

de 4-5 ori în soluţie HBSS sterilă (Hank’s balansed salt solution – Sigma-Aldrich). Materialele 

astfel pregătite au fost lăsate la umflat în condiţii de 37oC, 5 % CO2 şi 95 % umiditate pentru cel 

puţin 48 de ore, până la obţinerea unui hidrogel uniform. 

Pentru fiecare probă, probele foarte hidratate au fost scufundate într-o suspensie de 3 • 

104 fibroblastele 3T3 în mediu Dulbecco Eagle modificat (MDEM, Sigma-Aldrich), cu 0,584 

mg/L L-glutamină şi 110 mg/L clorhidrat de piridoxină, suplimentat cu 10% ser fetal bovin 

(BFS, Sigma-Aldrich) şi cu 1% g/v amestec de penicilină şi streptomicină (P/S, Sigma-Aldrich), 

înainte de utilizare. După hidratare, probele au fost incubate pentru 24 şi, respectiv 48 de ore, la 

37 oC, într-o atmosferă de 95% umiditate şi 5% CO2. După perioada de incubare, mediul de 

cultură cu celulele neviabile (în suspensie) din fiecare godeu, a fost înlăturat prin aspirare. 

Cultura celulară aderată de fundul fiecărui godeu, precum şi cea de pe materialul testat, au fost 

spălate de două ori cu soluţie sterilă HBSS, iar apoi incubate cu un volum de 1 ml solutie 10% 

reagent Alamar blue (Invitrogen) în HBSS, pentru 3 ore, la 37oC, 5% CO2 şi 95 % umiditate. 

După incubare, câte 100 µl de soluţie Alamar blue din fiecare godeu au fost transferaţi într-o 

placă de 96 godeuri, în care s-a citit fluorescenţa emisă de soluţie cu ajutorul spectrofotometrului 

cititor de plăci (Varioskan FLASH (Thermo Scientific) la o lungime de undă de excitaţie de 560 

nm. şi cea de emisie egală cu 590 nm pentru a estima activitatea metabolică a celulelor 3T3. 

Activitatea metabolică a acestor celule este reprezentată în figura 108. 
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Figura 108. Activitatea metabolică a hidrogelurilor la 24 şi 48 de ore. 

  

Din reprezentarea grafică se observă faptul că, activitatea metabolică după 24 de ore de 

incubare este aproximativ egală cu cea a controlului. La 48 ore se observă că, activitatea 

metabolică a hidrogelului pe bază numai de colagen este egală cu cea a controlului. În cazul 

hidrogelului pe bază de colagen si hialuronat de sodiu (raport colagen:NaHyal de 5:1) activitatea 

metabolică este de peste 90% faţă de control, iar pentru hidrogelul pe bază de colagen si 

hialuronat de sodiu (raport colagen:NaHyal de 1:1) aceasta este de peste 70%. În concluzie, 

putem spune că hidrogelul pe bază de colagen şi cel cel pe bază de colagen si hialuronat de sodiu 

(raport colagen:NaHyal de 5:1) sunt netoxice. În urma experimentului, se constată că, cantitatea 

de colagen din amestecuri joacă un rol important. Cu cât cantitatea de colagen este mai mare, 

creşte şi activitatea metabolică a produşilor. 

 

VI.2. Studii de proliferare celulară asupra hidrogelurilor realizate 

O altă metodă de determinare a biocompatibilităţii este metoda de proliferare celulară. 

Aceasta se realizează utilizând reactivul PicoGreen (Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA Reagent 

and Kits, Invitrogen) pentru determinarea cantitativă a ADN-ului dublucatenar din soluţie, 

descris în Capitolul III.4.6. 

În mare, protocolul a constat în adăugarea unui volum de soluţie PicoGreen 0,5% peste 

un volum egal de soluţie experimentală sau ADN standard, incubată la temperatura camerei 

pentru 3-5 min şi apoi citirea spectrofotometrică in spectru UV, folosind λ= 480 nm ca lungime 

de undă de excitaţie şi λ= 520 nm ca lungime de undă de emisie, utilizând cititorul de plăci 

Varioskan FLASH (Thermo Scientific). Ca referinţă s-a utilizat un control pentru fiecare interval 

de timp. Pentru control celulele au fost cultivate în godeuri goale în condiţii similare cu probele 

studiate. 

În figura 109 sunt prezentate testele de proliferare celulară a hidrogelurilor la 24 şi 48 

ore. 
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Figura 109. Proliferarea celulară a hidrogelurilor la 24 şi 48 de ore. 

 

 Din reprezentarea grafică, se observă că, spre deosebire de măsurătorile de la 24h, gradul 

de proliferare este mult mai mare la 48h, ceea ce semnifică faptul că celulele aderă şi 

proliferează în interiorul materialului. Ca şi în cazul studiilor privind activitatea metabolică, se 

observă faptul că, cantitatea de colagen din sistem joacă un rol important în proliferarea celulară. 

 

VI.3. Metoda imunofluorescentă de colorare a materialelor populate 

După perioada de incubare de 48 de ore materialele au fost extrase din godeurile iniţiale 

şi transferate pe o altă placă de cultură, cu mediu de cultură proaspăt. Astfel însămânţate, 

materialele au fost incubate pentru o perioada de încă 5 zile (în total 7 zile de incubare). La 

finalul perioadei de incubare, materialele populate cu celule au fost spălate de 2 ori cu HBSS, 

fixate, colorate şi supuse analizei microscopice în fluorescenţă, conform metodei descrise în 

continuare. 

Materialele populate cu celule timp de 7 zile au fost analizate prin metoda de microscopie 

în fluorescenţă. Astfel, ansamblul material + celule de cultură a fost fixat în soluţie de para-

formaldehidă 4% timp de 1 oră la temperatura camerei, apoi permiabilizat timp de 30 min la 

+4oC cu ajutorul soluţiei detergente Triton X-100, 10%. După tratamentele de fixare şi 

permeabilizare, materialele au fost colorate prin metoda imunofluorescentă, aplicând tehnica 

dublă de colorare, descrisă pe larg în literatura de specialitate. Astfel, Phalloidin-Rhodamine a 



fost folosit pentru evidenţierea filamentelor de actină (în roşu) şi DAPI (4',6

phenylindole) – pentru evidenţierea nucleilor celulari (în 

 

Hidrogel pe bază de colagen 

Hidrogel pe bază de colagen 

Figura 110. Imaginile de microscopie celulară a hidrogelurilor.

 

Pe lângă faptul că, testele de 

favorabile, din analiza imaginilor se observă că, nucleii celulelor (coloraţi în albastru) au formă 
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fost folosit pentru evidenţierea filamentelor de actină (în roşu) şi DAPI (4',6

pentru evidenţierea nucleilor celulari (în albastru) (figura 110

 
Hidrogel pe bază de colagen 

 
Hidrogel pe bază de colagen şi hialuronat (raport 1:1)

Hidrogel pe bază de colagen şi hialuronat (raport 5:1)

. Imaginile de microscopie celulară a hidrogelurilor.

Pe lângă faptul că, testele de activitate metabolică şi de proliferare celulară 

favorabile, din analiza imaginilor se observă că, nucleii celulelor (coloraţi în albastru) au formă 

fost folosit pentru evidenţierea filamentelor de actină (în roşu) şi DAPI (4',6-diamidino-2-

110). 

 

 
i hialuronat (raport 1:1) 

i hialuronat (raport 5:1) 

. Imaginile de microscopie celulară a hidrogelurilor. 

i de proliferare celulară au fost 

favorabile, din analiza imaginilor se observă că, nucleii celulelor (coloraţi în albastru) au formă 
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rotundă şi sunt nealteraţi, iar filamentele de actină (coloraţie roşie) s-au dezvoltat uniform pe 

toată suprafaţa materialului.  

În urma acestor teste se constată că, hidrogelurile formate pot fi utilizate cu succes în 

aplicaţiile biomedicale, fiind biocompatibile şi având capacitatea de a susţine şi favoriza 

proliferarea celulară. 
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Concluzii generale 

 

Încadrându-se în preocupările privind valorificarea superioară a proprietăţilor polimerilor 

naturali, cercetarea întreprinsă şi-a propus să aducă contribuţii în domeniul realizării de noi 

biomateriale cu componentă colagenică (colagen, hialuronat de sodiu, gelan) cu aplicaţii 

biomedicale, studiile efectuate permiţând sistematizarea următoarelor concluzii generale: 

 

1. Datorită biocompatibilităţii si biodegradabilităţii excelente, a structurii bine definite, a 

caracteristicilor fizico-chimice şi biologice unice, colagenul reprezintă unul dintre cele mai 

utilizate biomateriale. Colagenul este un biopolimer cu caracteristici favorabile pentru utilizarea 

în regenerarea rapidă a pielii şi ca substituient al matricei extracelulare. Principalele dezavantaje 

ale utilizării colagenelor în aplicaţii biomedicale sunt reprezentate de gradul mare de 

biodegradabilitate şi stabilitatea mecanică scăzută. Aceste neajunsuri pot fi depăşite prin multiple 

metode de procesare raportate în literatura de specialitate, cum sunt: reticularea fizică şi chimică, 

amestecarea cu alţi polimeri naturali sau sintetici sau prin încorporarea unor compuşi exogeni. 

 

2. În scopul de a asigura un amestec intim al atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu şi/sau 

gelan, trebuie să fie alese domeniile de pH care prezintă atât solubilitate individuală mare cât şi 

solubilitate reciprocă corelată. Domeniul cel mai fezabil pare a fi cel cuprins între 5 şi 9, dar, 

datorită faptului că în apropierea punctului izoelectric al atelocolagenului procesul de auto–

asociere poate fi promovat, domeniul de pH cuprins între 8 până la 9 rămâne a fi cel mai fezabil, 

dacă se doreşte ca în produsul final să se obţină o morfologie fibrilară. 

 
3. Prin măsurători reologice asupra soluţiilor diluate de biopolimeri s-a constatat faptul că, 

concentraţia totală maximă posibilă pentru amestecuri binare dintre atelocolagen şi polizaharide, 

este de 0,150 g/dl, iar, flexibilitatea lanţurilor macromoleculelor componentelor trebuie să fie cât 

mai asemănătoare cu putinţă, şi variaţia în funcţie de temperatură trebuie să fie, de asemenea, 

similară. Acesta este motivul pentru care, în cazul amestecurilor de atelocolagen cu hialuronat de 

sodiu şi/sau gelan, temperatura de lucru ar trebui să fie menţinută într-un domeniu mai mic de 

20°C. Tot prin vâscozimetrie s-a observat că cel mai reproductibil interval de amestecare în cazul 

atelocolagenului cu hialuronatul de sodiu este cuprins între 0,09–0,15 g/dl, iar pentru 

atelocolagen şi gelan de 0,05–0,07 d/dl. 

 

4. O importanţă deosebită în realizarea diagramelor de fază binare o are hidrofilia 

componentelor. Deosebirea perechii atelocolagen–gelan pare să fie mai mare în comparaţie cu 

perechea atelocolagen–hialuronat de sodiu, gelanul fiind cel mai receptiv la apă. Maxima de co-

solubilitate a partenerilor amestecurilor poate fi stabilită prin plasarea pragului de separare a 

fazelor pe diagrama de fază. Coordonatele punctelor de prag de pe diagramele de fază ale 

amestecurilor investigate au fost: 0,032% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu în 
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figura 74, 0,028% g/g atelocolagen / 0,025% g/g hialuronat de sodiu în figura 75, şi 0,022% g/g 

atelocolagen / 0,020% g/g gelan. 

 

5. Obţinerea diagramelor ternare este posibilă prin folosirea componentelor cât mai aproape de 

starea lor nativă şi cu un conţinut de sare redus. Amestecarea celor trei biopolimeri studiaţi a fost 

posibilă doar în mediu uşor acid şi în cazul utilizării unui sistem tampon organic uşor alcalin. 

Diagramele ternare pot fi obţinute pornind de la amestecuri iniţiale conţinând 0,032 g/dl 

atelocolagen, asociat cu, de exemplu, 0,040 g/dl hialuronat de sodiu, şi 0,008 g/dl gelan. 

 

6. Un alt pas important în realizarea obiectivelor propuse a realizarea de hidrogeluri pe bază de 

colagen şi polizaharide (hialuronat de sodiu). Procesul de reticulare a avut loc cu un compus 

diepoxi, netoxic, cu moleculă suficient de mare pentru a asigura formarea unei reţele laxe şi 

relativ flexibile. 

 

7. Reacţia de reticulare a fost confirmată prin analize spectroscopice (1H-RMN). Gradul de 

substituţie al colagenului a fost determiant prin calcularea grupărilor α-NH2 libere din 

hidrogeluri. Cantitatea de grupări aminice libere scade odată cu creşterea gradului de reticulare şi 

a cantităţii de polizaharid din sistem. 

 

8. Studiile reologice au confirmat faptul că pe toată gama de frecvenţe baleiate (0,1–100 rad/sec), 

valorile modul de acumulare sunt superioare valorilor modulului de pierderi, confirmând 

comportamentul reologic de gel, pentru toate compoziţiile studiate. De asemenea, valorile 

acestor parametri scad odată cu creşterea gradului de reticulare şi a fracţiei de polizaharid în 

amestec (probabil ca urmare a formării de punţi de reticulare suplimentare, cu participarea 

grupărilor reactive ale hialuronatului). 

 

9. Adăugarea în sistem a hialuronatului de sodiu conduce la o creştere a temperaturii de 

denaturare spre deosebire de hidrogelurile pe bază numai de colagen (61 oC).  

 

10. Microscopia electronică de baleiaj relevă faptul că apar diferenţe semnificative între 

colagenul liofilizat, hidrogelurile colagenice reticulate şi cele care conţin amestecuri reticulate de 

colagen şi hialuronan. Acestea din urmă prezintă o structură poroasă mai uniformă, cu pori 

interconectaţi. În cazul hidrogelurilor mai puternic reticulate şi în al celor cu fracţii masice de 

hialuronat mai mari, dimensiunea porilor este mai mică, probabil datorită compactării sporite a 

amestecului.  

 

11. Gradul de retenţie a soluţiilor tampon fosfat este dependent de compoziţia hidrogelurilor: 

creşterea cantităţii de BDDGE şi implicit de NaHyal determină o scădere a hidrofiliei 

hidrogelului. Acestea se umflă foarte mult în primele minute datorită structurii morfologice, 
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urmată apoi de o creştere lentă până la aproximativ 3-4 ore, după care instalându-se o stare de 

echilibru. 

 

12. S-a studiat capacitatea de încărcare şi eliberare a Levofloxacinei (sare de sodiu) în/din 

structura hidrogelurilor. Mecanismul de încorporare a fost unul fizic. Eliberarea LVF s-a realizat 

pe o perioadă de 24 ore, cinetica de eliberare fiind controlată de procesul de difuzie. 

 

13. Testele de citotoxicitate şi studiile de viabilitate celulară au evidenţiat faptul că materialele 

obţinute nu sunt citotoxice şi, mai mult decât atât, au capacitatea de a susţine şi de a favoriza 

proliferarea celulară. Rezultatele obţinute relevă faptul că celulele se dezvoltă în interiorul 

materialelor fără a suferi modificări morfologice şi structurale. În concluzie, cercetările efectuate 

au condus la rezultate ce permit afirmarea faptului că hidrogelurile obţinute pe bază de colagen şi 

colagen-hialuronat de sodiu pot fi utilizate cu succes în aplicaţii biomedicale. 
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