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Rezumat:

In teza de doctorat intitulats ,,Stabilizarea unor principii bioactive din plante
din familia Compositae prin nanoincapsulare in ciclodextrine”, s-a incercat
abordarea unui studiu care trateaza posibilitatea de incapsulare si eliberare
controlatd a unor sisteme bioactive in matrici de incapsulare (ciclodextrine si
liposomi), care permit obtinerea unor forme pulverulente usor manevrabile,
cresterea hidrofiliei produselor, eliberarea lenta (retard) in mediul biologic si
prelungirea timpului de actiune a compusilor bioactivi. Astfel, s-au realizat studii
privind Tncapsularea moleculara, in special in beta-ciclodextrina, a uleiurilor
volatile de musetel, coada soricelului, anghinare, podbal si armurariu. De
asemenea, s-a urmarit obtinerea biocompusilor cu activitate hepatoprotectoare
potentiala prin metode optimizate in vederea nanoincapsularii moleculare a
acestora si a biocompusilor puri (silibina gi silimarina), precum si eliberarea
controlatd a biocompusilor din nanoparticule. In majoritatea cazurilor se apeleaza
la analize clasice cromatografice, spectroscopice si termogravimetrice, dar si
microscopie electronica pentru caracterizarea structurii complecsilor si a
capsulelor.
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1. INTRODUCERE

Intotdeauna domeniul compusilor naturali a suscitat un interes deosebit, dar studiul
structurii compusilor naturali si a impactului acestora asupra lumii vii din punct de
vedere stiintific isi are originile la inceputul secolului trecut.

Problema nanoincapsularii biomoleculelor este actuala in orice moment al cercetarii
si cunoasterii stiintifice odatda cu descoperirea de noi metode si mijloace de
investigare a proceselor lumii vii, a constituentilor acesteia, a separarii si utilizarii
eficiente a potentialului lor biologic.

in tard existd putine studii stiintifice publicate pe plan national si/sau international,
legate de modalitatile de protejare a componentilor naturali prin Tncapsulare
moleculara [1-12], insa publicatiile in acest domeniu pe plan mondial sunt in numar
mare.

Problema stabilitatii constituentilor naturali cu valoare alimentara, farmaceutica si
cosmetica si incercarea de protejare a acestora la diferiti factori de mediu si de
eliberare controlatd in vederea maririi valorii lor de utilizare, ca si intelegerea
mecanismului de degradare si de interactiune cu diferite medii chimice (alimentare,
farmaceutice, cosmetice etc.), respectiv. a mecanismului de interactiune
ciclodextrina-biomoleculd, prin coroborarea datelor experimentale cu rezultatele
teoretice de modelare molecularda a acestor interactiuni, acapareaza tot mai multi
cercetatori din diverse domenii adiacente chimiei compusilor naturali.

Stabilizarea proprietatilor constituentilor naturali prin nanoincapsulare in matrici de
tipul ciclodextrinelor se poate aplica in multe domenii ca [13, 14]:

- aditivi (arome, vitamine etc.) si constituenti alimentari (stabilizarea
uleiurilor comestibile, mascarea unor gusturi si arome nepldcute pentru
constituenti cu valoare nutritiva ridicata);

- parfumerie si cosmetica (stabilizarea si eliberarea controlata a unor
odoranti foarte volatili, stabilizarea unor ingrediente cosmetice etc.);

- stabilizarea si eliberarea controlatd a unor produse farmaceutice (obtinerea
medicamentelor retard);

- agricultura (conditionarea pesticidelor, generarea controlata a unor agenti
de coacere);

- zootehnie si piscicultura;

- industria tutunului.

Ciclodextrinele, matrici ideale pentru nanoincapsulare, obtinute pe cale exclusiv
biochimica, reprezintd o serie de oligozaharide ciclice formate din 6, 7, 8 (alpha-,
beta- si gamma-ciclodextrind) sau chiar mai multe unitati glucopiranozice, solubile
in apa si cu capacitate mare de complexare a multor compusi hidrofobi, conducénd
la complecsi solizi cu stabilitate ridicata si cu hidrosolubilitate marita [13-15].
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10 Introducere

Un interes deosebit este dat posibilitdtilor de modificare chimica a acestor
oligozaharide, cu aplicatii in sinteze organice fine, sinteze enantioselective si
catalizéd cu transfer de fazd; de asemenea, de amintit este posibilitatea utilizarii
unor rasini polimerice substituite cu ciclodextrine in separari cromatografice
enantioselective [16-22], separari electroforetice [23, 24] sau obtinerea unor
senzori specifici [25].

De departe, cele mai multe studii privind obtinerea nanocapsulelor bioactive sunt in
domeniul farmaceutic. Cele mai recente studii privesc eliberarea controlata a
diferitelor medicamente cum ar fi: propranolol, diclofenac, indometacin, buformin,
clofazimin, ibuprofen, budezonid, pindolol, diverse vitamine si alti compusi naturali
cu activitate biologicd, din matrici ciclodextrinice naturale [12, 26-31] sau
ciclodextrine modificate [32-36].

S-a incercat abordarea unor cercetari si in domeniul extractelor vegetale, dar fara
un scop bine precizat. Astfel, s-au incercat studii privind incapsularea moleculara, in
special in beta-ciclodextrind, a uleiurilor volatile de musetel, coada soricelului,
anghinare, podbal si armurariu [13, 37, 38]. De asemenea, s-au efectuat studii
privind incapsularea moleculara a unor compusi organici puri cu activitate biologigé
mai mult sau mai putin evidenta, cum ar fi silibina si silimarina [39-42]. In
majoritatea cazurilor se apeleaza la analize clasice cromatografice, spectroscopice si
termogravimetrice, dar si microscopie electronica pentru caracterizarea structurii
complecsilor si a capsulelor.

Exista relativ putine abordari teoretice ale interactiunii dintre ciclodextrine si
moleculele organice, majoritatea studiind aspectele sterice sau electronice privind
nanoincapsularea prin diverse metode de modelare moleculara; s-au realizat studii
de dinamica moleculara sau de docare a unor compusi organici alesi arbitrar [43,
44].

Incapsularea a fost introdusd initial in industrile de medicamente si alimentar3
pentru a obtine materiale intr-o forma uscatd si pentru a realiza o protectie a
acestor materiale [19]. Aplicarea tehnicilor de incapsulare pentru alte principii
medicamentoase sau alimentare prezinta la ora actuald o atentie maritd, deoarece
aceste tehnici reprezinta un mijloc de protectie a compusilor bioactivi fata de
mediul Tnconjurator si fatd de ceilalti compusi din mediu [22]. In plus, s-au
descoperit si dezvoltat metode de fincapsulare pentru protejarea unor compusi
specifici care permit si o eliberare controlata a acestora.

Obiectivele prezentei teze de doctorat sunt: realizarea unui studiu care abordeaza
posibilitatea de incapsulare si eliberare controlatd a unor sisteme bioactive in
matrici de incapsulare (ciclodextrine si liposomi), care permit, in plus, obtinerea
unor forme pulverulente usor manevrabile, cresterea hidrofiliei produselor,
eliberarea lenta (retard) in mediul biologic si prelungirea timpului de actiune a
compusilor bioactivi din plante apartinand familiei Compositae.

Pentru aceasta se are in vedere:

o obtinerea, caracterizarea si analiza multivariata a datelor pentru
biosistemele supramoleculare uleiuri volatile/ciclodextrine. Se are in vedere
utilizarea de uleiuri volatile din plante din clasa botanicd Compositae;
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din plantele provenite din familia Compositae se vor studia uleiurile volatile:
Matricaria chamomilla L. (musetel), Achillea millefolium L. (coada
soricelului), Artemisia absinthium L. (pelin), Aremisia dracunculus L.
(tarhon), Tussilago farfara L. (podbal), Arnica montana L. (arnicd),
Calendula officinalis L. (galbenele), Arctium lappa L. (brusture), Cynara
cardunculus L. (anghinare), Silybum marianum L. (armurariu), Taraxacum
officinale L. (papadie);

uleiurile volatile vor fi incapsulate in B-ciclodextring, iar nanocapsulele vor fi
analizate prin termogravimetrie in scopul evaluarii formarii complexului si a
concentratiei de ulei volatil incapsulat. Pentru evaluarea competitivitatii la
incapsulare a componentelor uleiurilor volatile se va realiza analiza GC-MS a
uleiurilor volatile brute si a celor recuperate din complex prin extractie
repetata in hexan;

datele analizelor GC-MS (concentratiile procentuale ale componentilor) vor
fi prelucrate intr-o abordare originald, prin analiza statistica multivariata
moderna (PCA-analiza componentelor principale).

se va evalua modul de grupare a speciilor Matricaria, Achillea si Tussilago,
respectiv _se va evidentia capacitatea de protectie a ciclodextrinelor
impotriva actiunii oxigenului atmosferic, in special asupra sesquiterpenelor
labile.

pentru evaluarea capacitatii de incapsulare a a- si B-ciclodextrinei in cazul
principalilor biocompusi din specii ale familiei Compositae se va apela la
modelarea moleculara a ciclodextrinelor, a biocompusilor, respectiv la
experimente de docare, utilizand in special mecanica moleculara (MM+).

se va studia degradarea termica a nanocapsulelor ulei volatil/ciclodextrina
in aceleasi conditii ca in cazul uleiurilor volatile neincapsulate, recuperarea
probelor incapsulate degradate prin extractie repetatd in hexan si analiza
GC-MS a acestora pentru evaluarea tipului si concentratiei componentelor
de degradare, respectiv evaluarea capacitatii de protejare a uleiurilor
volatile de catre ciclodextrine in conditiile degradarii termice;

se va studia obtinerea unor extracte in diversi solventi organici (diverse
polaritati): metanol, etanol 20-96%, benzen, toluen, hexan, acetona, acetat
de etil, dicloretan, tetrahidrofuran, extracte care vor fi analizate prin
cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC) si spectrofotometrie;

pentru evaluarea eliberdrii controlate a biocompusilor din complecsii cu
ciclodextrina se va apela la analiza spectrofotometrica in timp a unor probe
de complecsi in ser fiziologic sau solutii etanolice de diverse concentratii
(20-96%).

se va testa posibilitatea aplicarii practice a unor nanocapsule in industria
farmaceutica (tablete cu activitate hepatoprotectoare) 1in scopul
fmbunatatirii calitatii si stabilitatii acestora.
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2. STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

2.1. Introducere - Familia Compositae

Familia Asteraceae sau Compositae, cuprinde o serie de specii foarte valoroase din
punct de vedere medical: Matricaria chamomilla L. (musetel), Achillea millefolium L.
(coada soricelului), Artemisia absinthium L. (pelin), Aremisia dracunculus L.
(tarhon), Tussilago farfara L. (podbal), Arnica montana L. (arnicd), Calendula
officinalis L. (galbenele), Arctium lappa L. (brusture), Cynara scolymus
(cardunculus) L. (anghinare), Silybum marianum L. (armurariu), Taraxacum
officinale L. (papadie) [45-50].

Numele Asteraceae deriva din genul Aster, pe cand Compositae, un nume mai
vechi dar inca valid, inseamna ,compus” si se refera la inflorescenta caracteristica.
Conform Royal Botanic Gardens of Kew aceasta familie cuprinde peste 1600 de
genuri si 23000 de specii. Cele mai mari genuri sunt: Senecio (1500 specii),
Vernonia (1000 specii), Cousinia (600 specii) si Centaurea (600 specii) [47].

Numeroase specii apartinand acestei familii sunt cultivate in scopuri ornamentale,
cum ar fi galbenelele, crizantemele sau carciumaresele. In mod surprinzator doar
cateva sunt cultivate Tn scopuri alimentare, cum ar fi salata verde, coada
soricelului, andiva sau floarea soarelui. [47].

Asteraceele se pot intdlni in regiuni temperate precum si in muntii tropicali. Familia
a fost in mod universal recunoscuta si inclusa in ordinul Asterales [50]. In general
Asteraceele se prezinta sub forma unor ierburi, iar unele sub forma de arbust,
copaci sau plante cataratoare. Sunt usor de distins, in special datoritd inflorescentei
specifice [49].

Particularitatea familiei Compositae consta in faptul ca ceea ce pare la prima vedere
o singura floare este, de fapt, un compus format din mai multe flori mici. Discul
floral al acestor plante este format din sute de floricele mai mici, fiecare dintre
acestea producand o singura samanta. Fiecare disc floral are 5 petale unite, precum
si 5 stamine fuzionate in jurul unui pistil cu stigmate sub forma unor antene.
Studiind cu atentie petalele mari care inconjoara mijlocul florii, se poate observa ca
fiecare petald este la randul ei o floare, numita o ,floare radiard”, cu petalele
fuzionate si atarnand intr-o parte. La maturitate semintele cad si lasa in urma lor
un disc care seamana izbitor cu o parcela dintr-o gradind, in care au fost plantate
floricele minuscule [46, 47].

Majoritatea speciilor din aceasta familie prezinta compozitie chimica variatd, unii
compusi fiind regasiti in aproape toate, in special saponozide triterpenice, substante
amare cu structuri diverse, alantolactone, terpenoide, care le confera importante
proprietdti terapeutice ca: antiinflamatoare, antiseptice, tonice, antihemoragice,
antispastice, hepatoprotectoare etc.
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14  Stadiul cunoasterii in domeniu

Multe dintre aceste proprietati biologice sunt datorate prezentei uleiurilor volatile, in
a caror componenta intra sesquiterpenoide de tipul azulenelor (care le confera
uleiurilor volatile o culoare albastra), bisabolol, cariofilen etc [47, 51-58].

0

camazulen a-bisabolol cariofilen

OH

in procesul de separare a uleiurilor volatile, depozitare, transport, conditionare si
utilizare, o parte din acesti compusi sunt supusi actiunii factorilor degradanti din
mediu (cum este aerul, umiditatea etc.), ceea ce poate conduce la compusi de
oxidare ai terpenoidelor cu impact negativ asupra calitatii si sigurantei acestor
produse (diepoxi-limonen, cariofilen-oxid etc.). [59-62].

2.1.1. Musetelul (Matricaria chamomilla L.)

Musetelul (Matricaria chamomilla L.) face parte din familia Compositae, avand mai
multe denumiri populare cum ar fi mamorita, mororiul cadinelui, matricea, moruna,
mositel, musatea, musetel de camp, ochiul boului, poala Sfantei Marii, roman,
romanita, romasca, romanit [47].

Compozitie chimica. Florile de musetel contin ulei volatil, substante amare de
natura sescviterpenica (matricina si matricarina), proazulene care au fost izolate
din florile ligulate si tubulare. Antodiile contin 0,25% ulei volatil de culoare galbena
care in timpul antrenarii cu vapori de apa, prin acest procedeu de extractie, devine
albastru. Acestea mai contin si apigenina (cantitatea acestor compusi s-a
determinat in sase faze diferite de dezvoltare a florilor ligulate din culturi diploide si
tetraploide. Continutul florilor ligulate din plantele diploide in apigenin si principalii
derivati acilati ai acestuia a fost mult mai mare inainte de inflorire in comparatie cu
continutul acestora din plantele tetraploide [63]), unbeliferond, eterul metilic al
unbeliferonei, acid salicilic, spathulenol (spathulenol este singurul compus puternic
influentat de varsta rasadurilor la transplantare [64]), rezine, fitosterine,
cvercimetrind, acid clorogenic, camilind, vitaminele B1 si C, substante minerale
[47]. Din uleiul de M. chamomilla s-au izolat trei fractiuni principale, cu un grad
inalt de puritate in E-B-farnesene [65].
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Din punct de vedere structural matricina si matricarina fac parte din grupa
guaianolidei, mai ales sub forma de derivati epoxidati ca: glabricina si arborescina.

CH,
H
OCOCH,
H
H:C onH
CH,
o
matricina matricarina
o CH, o CH,
H
OCOCH,
CH, o CH, CH, o CH,
0 (0]
glabricina arborescina

Un alt grup de substante este cel al flavonoidelor, reprezentate in deosebi prin
flavone (quercetina, rutina) si flavonoli, sub forma@ de agliconi dar mai ales ca
glicozide. Flavone identificate [66, 67]:

Denumirea R: R> R3 R4 Rs Re
Apigenol H OH H OH OH H
Luteol (luteolind) H OH H OH OH OH
Cvercetol OH OH H OH OH OH
Patuletina OH OH OCHs OH OH OH
Crizoeriol H OH H OH OH OCHs
Axilarina OH OH OCHs OH OH OH
Crizoplenol OCH3 OH OCH3 OCH3 OH OH
Eupaletina OH OH OCHs OCHs OH H
5,4'Dihidroxi-3,6,7,3'-tetra- OCHs; OH OCHs OCHs OH OCHs;
metoxi-flavona

Au mai fost puse in evidentda doua cumarine, herniarind, acizi ani-zic, siringic,
vanilic, precum si acizi grasi superiori (caprinic, palmitic, stearic, oleic, cerotic,
linolic). Florile de musetel mai contin mucilag, colind, triacontan, un fitosterol, dar
si substante cu structura inca neclarificata ca un farnesoloid, un alcool triciclic
(Ci5H260), o hidrocarbura triciclica (CisHy4) si un cetoalcool cu formula bruta
C;i5H,40, (probabil toate substante sescviterpenoidice) [47].
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in extractele metanolice din frunze de Matricaria chamomilla s-au identificat patru
acizi fenolici (acidul p-hidroxibenzoic, vanilic, clorogenic si salicilic), iar dupa
hidroliza acida s-au eliberat cinci compusi aditionali (acidul gentisic, syringic, cafeic,
sinapic si o-/p-cumaric) [68].

Principalii compusi identificati in uleiul volatil de Matricaria chamomilla au fost: a-
bisabolol (56.86%), trans-trans-farnesol (15.64%), cis-B-farnesene (7.12%),
guaiazulene (4.24%), a-cubebene (2.69%), a-bisabolol oxid A (2.19%) si
chamazulene (2.18%) [63, 66, 67].

Actiune farmacodinamicad - utilizari terapeutice. Datorita uleiului volatil bogat in
azulene, cat si apigeninei, florile de musetel au actiune antispasticd anestezica,
antiseptica, antifungica (impotriva Aspergillus niger L.) si antiinflamatorie,
protectoare si curativa in reactiile produse de iradieri. Preparatele pe baza de flori
de musetel administrate intern au proprietati stomahice, usureaza digestia,
diminueaza secretiile si reduc inflamatiile mucoaselor. Se utilizeaza intern pentru
efectele carminative, usor sedative, antispastice si tonic-aperitiv stimulente. Extern
se utilizeaza pentru actiunea cicatrizanta, emolienta, antiseptica si antiiflogistica. Au
aplicatii si in cosmetica. Intra in compozitia ceaiurilor: anticolitic, contra colicilor nr.
2, contra colicilor pentru copii, gastric, pentru gargara si sudorific, in produse
farmaceutice etc. [47, 66].

2.1.2. Coada soricelului (Achillea millefolium L.)

Coada soricelului este o veche planta medicinald, utilizatda de multe popoare sub
forma de ceaiuri, avand proprietati stomahice, hemostatice, antidiareice si pentru
uz extern, in tratamentul ranilor. Este o plantd perenad, cu frunzele de tip bipenat
sectat. Florile sunt de culoare alba, dispuse in inflorescenta compusa de tip calatidiu
[471.

Compozitia chimica. Partile aeriene recoltate la inflorire si uscate ale plantei contin
0,10-0,40% ulei volatil, iar inflorescentele pana la 0,50%. Din unele zone ale tarii
s-au recoltat probe de inflorescente care uscate in conditii naturale, la aer, au avut
un continut de pana la 0,80% ulei volatil bogat in camazulenda. Randamentul n
productia curenta este de cea 0,20% ulei volatil obtinut din materia prima uscata
corespunzator [47].
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In frunzele din sase specii de coada soricelului: A. millefolium, A. filipendulina, A.
tenuifolia, A. santolina, A. biebersteinii si A. eriophora au fost identificati un total de
94 de compusi. Principalii constituenti din uleiul esential de frunze in genotipurile
testate s-au dovedit a fi: germacren-D, biciclogermacren, camforul, borneolul, 1,8-
cineolul, spatulenolul si acetatul de bornil. Referitor la componentii principali, au
fost definite patru chemotipuri si anume: (I) spatulenol (1.64 - 34.31%) + camfor
(0.2 - 15.61%); (I11) germacren-D (18.78 - 23.93%) + borneol (7.93 - 8.26%) +
si acetat de bornil (11.56 - 14.66%); (II2) germacren-D (13.28 - 36.28%) +
biciclogermacren (5.93 - 8.4%) + 1,8-cineol (15.26 - 19.41%) + camfor (14.95 -
23.32%); (III) borneol + camfor (52.04 - 63.27); (IV) germacren-D (45.86 -
69.64%). Au fost determinate relatiile dintre chemotipuri si tipul de sol, precum si
intre chemotipuri si conditiile climatice ale regiunilor de colectare, probabil ca
motive a variatiilor mari din compozitia uleiurilor esentiale. [69-75].

Proprietati terapeutice: tonic amar si astringent, antispasmodic, antiinflamator,
sedativ utero-ovarian, favorizeaza menstruatiile, colagog, hemostatic, diuretic,
vermifug, cicatrizant extern [47, 75].

2.1.3. Anghinarea (Cynara scolymus L.)

Anghinarea a fost cunoscuta din antichitate (sec. IV i.e.n.) si a fost folosita in
terapie inca din secolul al XVI-lea, insa actiunea ei coleretica s-a stabilit abia in
1931. Este cunoscuta ca leguma in Egiptul antic si Imperiul Roman. De prin secolul
al XV-lea este folositd frecvent ca aliment. Planta este perend, dar in culturi
anuald, are tulpina ramificatd, tomentoasa. Primele frunze sunt dispuse bazal in
rozete, iar cele care apar ulterior sunt tulpinale, sesile, penat-sectate, fidate la varf,
terminate cu spini, tomentoase pe partea inferioara. Florile sunt hermafrodite,
grupate intr-un calatidiu solitar de culoare violacee. Fructul este o achena ovoidala
[471.

Anghinarea este o planta erbacee veche originara din bazinul mediteranean. Partea
comestibild a plantei (partea florald) este deosebit de bogata in polifenoli, a caror
proprietati terapeutice sunt bine cunoscute [76, 77].
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Componentii principali sunt cinarina, polifenoli, oxidaze, flavonozide (cinarozida,
scolimozida), insulina, acidul clorogenic, glicozidele A si B, mucilagii, tanoizi,
zaharuri, acizi (malic, lactic, gliceric si glicolic), derivati triterpenici, saruri de
potasiu si magneziu. Principalii compusi identificati in frunzele de anghinare au fost
derivatii luteolin in anghinare si derivatii apigenin in anghinarea de gradina si cea
salbatica [78-86].

Proprietati terapeutice: frunzele de anghinare au efecte asupra bolilor de ficat si
rinichi, Intrucat maresc secretia biliara si diureza, regleaza procesul de formare a
colesterolului si reduce zaharul din sadnge. S-a considerat ca aceste proprietati
terapeutice se datoreazd continutului in cynarina (acid 1,3-o-dicafeoilquinic) a
acestor extracte. In numeroase sisteme de test farmacologic, extractul din frunze
de anghinarea a prezentat proprietdti hepatoprotectoare, anticarcinogenice,
antioxidante, antibacteriene, anti-HIV, de secretie a bilei si diuretice precum si
proprietati de inhibare a sintezei colesterolului si de oxidare a LDL. Aceste
numeroase indicatii terapeutice nu pot fi atribuite unui singur, ci mai multor,
compusi activi, care impreunad au efecte cumulative sau farmacologice sinergice.

Acesti compusi includ acizii mono- si dicafeoilquinic si flavonoide ca luteolina sau 7-
o-glucozid-luteolina. De asemenea, acestea ar trebui sa fie luate in considerare ca
materii prime in obtinerea aditivilor alimentari si ca nutrienti. [83, 87].

2.1.4. Podbal (Tussilago farfara L.)

Podbalul este o planta cu flori galbene, usor de recunoscut, care infloreste in
martie-aprilie. Florea raspandeste un miros puternic de miere. Podbalul este o
planta perena, din familia Compositae. Din trunchiul radacinii cilindrice repente se
ramifica numerosi rizomi. Primavara timpurie, din radacini cresc tulpini paroase, cu
solzi, de 10-30 cm lungime. La capatul tulpinilor se afla cate o inflorescenta.
Frunzele mari, de marimea unei palme, sub forma de inim3, se formeaza ulterior,
dupa aparitia florilor. Partea din spate a frunzelor este alba, paroasa, lanoasa. Tija
frunzei este lunga, marginea puternic zimtata. [88].
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Compozitie chimica: oficinale sunt frunzele fara petiol (Folium Farfarae), florile si
frunzele contin tanin, substante mucilaginoase care prin hidroliza pun in libertate
galactoza si pentoza, substante amare, tusilagina, inulina, nitrat de potasiu, steroli,
tanin, acid galic, stearic, palmitic, cortenoizi, fitosterine, compusi ai zincului,
magneziului, fosforului, etc. Florile contin mucilagii, fitosterine, urme de ulei volatil,
tanin, foradiol, arinidol, hiperina, rutozid, xantofile, saruri minerale, zaharuri. [47,
89].

Actiune farmacologica: emolient si expectorant al aparatului respirator, antispastic
bronhic, colagog, diuretic marind cantitatea de urina, stimuleaza eliminarea bilei,
relaxeaza tesuturile, reduce inflamatiile, distruge microorganismele patogene,
antispastica. Intra in compozitia ceaiurilor antiasmatic, antibronsitic si in tigarile
antiasmatice. [47, 89].

2.1.5. Armurariu (Silybum marianum L.)

Armurariul (Silybum marianum), planta tepoasa originara din regiunea Mediteranei,
are frunze de un verde stralucitor impodobite cu vinisoare de un alb laptos, de
aproximativ un metru inaltime, flori rosiatice, care fac la maturitate seminte cu
gust amdrui. Semintele armurariului ascund substante cu o extraordinard actiune
benefica asupra ficatului. In Germania, unde au fost efectuate cele mai multe studii
asupra efectelor armurariului, medicii il utilizeaza in mod curent pentru a trata
afectiunile cronice ale ficatului si cirozele. [90].

Compozitie chimica si actiune farmacologica: semintele de armurariu contin
silimarina formatd din flavonoide, silibina, silidianind, silicristind, betaing,
aminoacizi, glicind, cisteina, leucina, tiramina, acid glutamic, lipide, cu proprietati
eupeptice, tonic amare, hepatoprotectoare si actiune de impiedicare a distrugerii si
de reconstructie a celulei hepatice [90-96].

in cazul leziunilor datorate alcoolului armurariul permite refacerea _celulelor
deteriorate de abuzul de alcool si restaureaza capacitatea lor metabolica. In caz de
hepatite cronice de origine virald armurariul inverseaza procesul degenerativ si mai
mult poate dezradacina hepatitele cronice. [90, 97, 98].
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Creste fenomenele de regenerare a tesutului hepatic, fiind un puternic antioxidant.
Scade nivelele crescute peste normal ale colesterolului sanguin. Scade rezistenta la
insulind a celulelor pancreatice, la pacientii cu diabet zaharat tip 2. Inhiba cresterea
celulelor tumorale la nivelul cervixului si prostatei. Reduce efectele secundare
negative ale chimioterapiei, fiind folosit ca si puternic detoxifiant. Stimuleaza
regenerarea ficatului in caz de hepatita virala A, B, C si D, hepatita toxica ori ciroza
hepatica, si a dovedit efecte de inhibare a replicarii virusilor hepatici. Se foloseste
ca adjuvant si in caz de dischinezie biliara, migrene, urticarie, psoriazis ori cancer
de piele. [90, 99-102].

Septicemia este asociatd cu producerea crescuta de specii reactive la oxigen, care
conduce la multiple disfunctii de organe. Bazat pe efectele antioxidante ale
silimarinei, s-a investigat presupusul rol protector al silimarinei impotriva daunelor
oxidative din tesuturile pulmonare si ale creierului, care produc septicemie.
Silimarina reduce aparitia septicemiei induse de leziuni ale organelor, cel putin in
parte, datorita proprietatilor lor de a echilibra statutul de oxidant-antioxidant, de a
inhiba infiltrarea neutrofila si de a reglementa eliberarea mediatorilor inflamatori.
[93].

2.2. Micro- si nanoincapsulare

2.2.1. Introducere

Definitie: Microcapsulele sunt particule de dimensiuni reduse ce contin un agent
activ sau un material intern inconjurat de un material de acoperire sau de un
invelis.

Clasificare:

Nanocapsulele sunt particule cu dimensiuni mai mici de 1 ym;

Microcapsulele sunt particule cu dimensiuni intre 1 - 1000 ym (produsele
comerciale sunt cu dimensiuni intre 3-800 um, cu un procent de parte activa - miez
- de 10-90%);

Macrocapsulele sunt particule cu diametre mai mari de 100 pm.

Materiale ce se Incapsuleaza: adezivi, aditivi alimentari, celule, enzime,
aromatizanti, odoranti, medicamente, cerneluri.

Materiale de invelis: oligo- si polimeri, grasimi, ceruri, lipide etc.

Forma particulelor: sferice (cu miez ca faza continud), miez multisferic in invelisul
format dintr-o faza continua (figura 2.2.1).
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Figura 2.2.1. (a) Microcapsule continue miez/invelis; (b) microcapsule multinucleare [103]

2.2.1.1. Ciclodextrine

Ciclodextrinele au fost primii compusi studiati din punct de vedere al comportarii la
complexare si al proprietatilor catalitice, obiectivul fiind acela de a mima enzimele.
Prima publicatie a aparut in 1891[13, 104-108], cand Villiers a raportat izolarea a
doua tipuri diferite de compusi cristalini din degradarea amidonului tratat cu
bacteria Bacillus amylobacter. Villiers a caracterizat acesti compusi prin proprietatile
lor fizice si i-a denumit “celulozine”. Cativa ani mai tarziu Schardinger [13, 107,
109] a publicat mai multe date fizice relativ la acesti compusi. El a continuat cu
izolarea bacteriei responsabile pentru formarea ciclodextrinelor (Bacillus macerans)
care este astazi cea mai utilizata sursa din lume pentru producerea ciclodextrinelor.
Datorita lucrarilor de pionierat ale acestuia, ciclodextrinele sunt adesea denumite
dextrine Schardinger. Alte denumiri, cum ar fi cele din literatura veche, sunt
cicloglucani, ciclomatlooligozaharide si cicloamiloze [110].

Figura 2.2.2. Structura di-glucozil-B-ciclodextrinelor

Sundararajan si Rao au demonstrat prin calcule de energie conformationald ca nu
se pot forma ciclodextrine cu mai putin de sase membri in inel din motive sterice.

0-Ciclodextrina este un inel ce contine noua unitati glucozidice, iar acestea si
omologii superiori nu au fost caracterizate satisfacator. Acestea sunt izomere cu
ciclodextrinele substituite cu resturi glucozidice (figura 2.2.2). Solubilitatea acestor
glucozil-ciclodextrine in apa este foarte buna si sunt dificil de izolat in forma
cristalind din solutia muma rezultata la obtinerea B-ciclodextrinei [110, 111].
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Maltozil-a-ciclodextrina a fost obtinuta din a-ciclodextrind si maltoza cu ajutorul
microorganismului Bacillus pullulanase [13].

Teoretic se pot prepara ciclodextrine cu zece sau mai multi membri, insa este de
asteptat sa aiba o solubilitatea foarte mare in apa si o putere de complexare
redusd; prin urmare acesti compusi nu prezinta un interes deosebit [110].

Ciclodextrinele cu inel foarte mare, daca acestea exista, ar trebui sa fie foarte
flexibile. Cresterea diametrului nepolar al ciclodextrinelor ar putea incomoda
cresterea numarului moleculelor de apa complexate si, in solutie apoasa, aceste
molecule de apa “complexate” vor fi diferite din punct de vedere energetic fata de
cele din solvent. Drept consecintd, formarea complexului intr-un astfel de sistem nu
va conduce la un minim energetic semnificativ. De asemenea, o cavitate prea mare
a ciclodextrinei nu va putea retine suficient de strans moleculele oaspete pentru a
preveni eliberarea lor. [13, 107].

in figura 2.2.3 sunt reprezentate modelele a, B si y-ciclodextrinei [13, 104, 105,
109, 112-117]. Ca o consecinta a conformatiei C; a unitatii glucozilpiranozice, toate
grupele secundare hidroxil sunt situate pe una din cele doua margini ale inelului, iar
cele primare pe cealaltd. Cavitatea este linearizatd de catre legaturile de hidrogen
cu oxigenul glicozidic [110].

Figura 2.2.3. Modelele o, B si y-ciclodexterinei [118]

Perechile de electroni neparticipanti ai puntii de oxigen glicozidic sunt indreptati
spre interiorul cavitatii, producand o densitate mare de electroni si oferindu-i
acesteia un caracter de baza Lewis. [13, 111, 118].

Grupul C,-OH al unei unitdti glucopiranozice poate forma legdtura de hidrogen cu
grupul Cs-OH al unitatii glucozilpiranozice vecine. In molecula de ciclodextrinda se
formeaza o centura secundara din legaturile de hidrogen, rezultand o structura
rigida. Aceasta este o posibila explicatie pentru a arata ca B-ciclodextrina are cea
mai mica solubilitate dintre toate ciclodextrinele [110].

Centura formata din legaturi de hidrogen este incompleta in cazul moleculei de a-
ciclodextrind; de asemenea, o unitate glucopiranozica este distorsionata. y-
Ciclodextrina este necolpanara, avand o structura foarte flexibila si este cea mai
solubild dintre toate trei. Constantele de echilibru pentru schimbul hidrogen-
deuteriu n hidroxilii secundari (0,65 pentru B-ciclodextrind, 0,75 pentru a-
ciclodextrind si 0,85 pentru amiloza) indica faptul ca cel mai puternic sistem cu
legaturi de hidrogen apare in B-ciclodextrina. Figura 2.2.4 ilustreaza caracteristicile
structurale ale ciclodextrinelor. [13, 111, 118].
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Hidroxili secundari
Cavitate nepolara

Hidroxili primari
Figura 2.2.4. Schema structural-functionald a ciclodextrinelor [13]

Rotatia libera a hidroxililor primari va reduce efectiv diametrul cavitatii pe partea
unde aceasta se produce. Dimensiunile aproximative ale ciclodextrinelor sunt
redate in figura 2.2.5. [13].

17.9-184

Figura 2.2.5. Principalele dimensiuni (R) ale y-ciclodextrinei in vid [111]

Conformatia ciclodextrinelor in solutie este aproape identica cu conformatia lor in
stare cristalind. Studiile spectroscopice RMN si IR aratd ca unitatile D-
glucozilpiranozice exista in conformatia C;, atat in DMSO (dimetilsulfoxid) cat si in
D,0. Aceasta indica faptul ca gruparile OH primare si secundare au o conformatie
similara atat in stare dizolvata cat si stare cristalina [13, 110].

2.2.1.2, Liposomi

Cele mai utilizate sisteme de protejare si eliberare controlatda a biomoleculelor sunt
liposomii, in special Tn industria farmaceutica si in practica medicala [115, 119-
135]. Liposomii au fost studiati pentru prima data in 1965 ca modele pentru
membrane biologice [115]; mai tarziu au fost folosite drept agenti de transport
pentru diferiti compusi cu activitate terapeuticd, iar mai recent au fost obiectul unor
studii si in sectorul cosmetic.
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Liposomii sunt vezicule sferice ce prezinta central o cavitate hidrofila, inconjurata
de un numar variabil de lamele biomoleculare, compuse din fosfolipide, cu
dimensiuni intre 15 si 3500 nm [115, 119, 120, 136-139]. De un interes deosebit
se bucura materialele utilizate Tn transplantul celular (transplant de celule
imunoizolate) [140, 141] sau incapsularea si eliberarea controlata a proteinelor,
enzimelor sau antigenilor [142-148]. Acestea sunt de obicei microsfere pe baza de
alginati, agaroza si materiale compozite pe baza de agaroza/carboximetilceluloz3,
guma arabica, carraghenani, chitozani, pectine, respectiv diversi polimeri sintetici
de tipul poliacrilatilor.

Liposomii mimeaza foarte bine procesele care se desfasoara la nivelul membranelor
celulare, datorita structurilor chimice care le formeaza si anume fosfolipidele, dintre
care merita amintite: fosfatidilcolina (PC, cea mai intalnita structura fosfolipidica in
membranele naturale), fosfatidilserina (PS), fosfatidiletanolamina (PE) si
sfingomielina (SM). Compusii care formeaza liposomii sunt listati in tabelul 2.2.1

[125-127, 149, 191].

Tabel 2.2.1. Denumirile si structurile compusilor constituenti ai liposomilor naturali

Denumire Cod Structura R
Fosfatidilcolina PC -
i Q0  \:
P< N
R0 0T 0TS
OYO
R2
Dilauroilfosfatidilcolind DLPC P U U U U Y R1,Rz
1,2-Dilauroil-sn-glicero-3- H3C
fosfocolina
Dimiristoilfosfatidilcolind DMPC U U U U U Ri,Rz
1,2-Dimiristoil-sn-glicero-3- H,C
fosfocolina
Dipalmitoilfosfatidilcoling DPPC P U U U U UV
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3- H,C
fosfocolina
Distearoilfosfatidilcolina DSPC P O U O U Uy Ri,R;
1,2-Distearoil-sn-glicero-3- H,C
fosfocolina
Dioleoilfosfatidilcolind DOPC P e U U NN R1,R2
1,2-Dioleoil-sn-glicero-3- H,C
fosfocolina
Palmitoilfosfatidilcolina Mono- L U U U U U R;
1-Palmitoil-sn-glicero-3- prc H,C
fosfocolina R,
H
Palmitoioleoillfosfatidilcolind ~ POPC AN R
1-Palmitoil-2-oleoil-sn- H,C
glicero-3-fosfocolina
R,
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Palmitoillinoleoilfosfatidilcoli PLPC U U U U U s Ri
H,C
1-Palmitoil-2-linoleoil-sn-
licero-3-fosfocolina R
’ H3C\/\/E/E/\/\/\ ’
Fosfatidiletanolamina PE 0 a
L _P. NH
R1” 0 0" 0T
OYO
R2
Sfingomielina SM OH 00 \ ! a
P. N-
R1 0" 07N
R2
Fosfatidilglicerol PG 0o 00 @
M _P.
g gl (e
OYO (0]
R2
Distearoilfosfatidilglicerol DSPG U U U U U a Ri,R>
1,2-Distearoil-sn-glicero-3- H,C
fosfoglicerol
Dipalmitoilfosfatidilglicerol DPPG U U U U U s Ri,R2
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3- H,C
fosfoglicerol
Fosfatidilserina PS o
Py “P. eleh
R1 (0] o O
/\r+
OYO NH,
R2
Dipalmitoilfosfatidilserina DPPS L U U U U U Ri,R2
1,2-Dipalmitoil-sn-glicero-3- H,C
fosfoserina
Fosfatidic acid PA a
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Fosfatidilinozitol

Cardiolipin

Colesterol

Dicetilfosfat

PI

CL

Ch

DCP

(0] (0] S
Y HO
R2
0 0 0
R1 )J\O/\(\O,P\O
(0] (0] OH
Y
R2

@ Ry,R, - depinde de sursa

Diametrul particulelor unilamelare variaza de la zeci la mii de nanometri. Cei cu
diametre intre 25 si 100 nm se numesc “vezicule unilamelare mici” (SUV), cei cu
dimensiuni intre 100-1000 nm sunt “vezicule unilamelare mari” (LUV), iar cei cu

diametre de 20-150 pm sunt “vezicule unilamelare foarte mari” (GUV) [125].

O varianta de obtinere a liposomilor “goi” sau a micro/nanocapsulelor in care
acestia au rol de “gazda”, este cea de ultrasonare a unor fosfolipide dispersate in
apa sau in solutia ce contine compusii de incapsulat [125]. Datorita stabilitatii mai
reduse a liposomilor naturali, s-au obtinut liposomi modificati cu polimeri de tipul
polietilenglicolului (figura 2.2.6.), care-i confera structurii “gazda” o conformatie
mai densd, o stabilitate ridicatd si o posibilitate de traversare a membranelor

celulare mai mare (de exemplu in celulele canceroase) [126].
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Liposomi
multilamelari

Dublu strat
lipidic Dublu strat lipidic
PEG-ilat

Liposomi
unilamelari

Figura 2.2.6. Descrierea schematica a liposomilor PEG-ilati

S-au realizat, de asemenea, sisteme compozite polimer/liposomi, pentru cresterea
biodisponibilitatii (aportul liposomilor) si pentru marirea stabilitatii (aportul
polimerilor); un exemplu este obtinerea invelisului polimeric de polilisina (cationica)
si alginat de sodiu (anionic), ce contine liposomii cu compusi bioactivi (figura
2.2.7).

Polimer 1
+— Polimer 2

b / Lichid

+«— Polimer

c Fagocitoza

Ny

o

oo

e :5@52'-"
e on
%

Nanoparticule Liposomi

»

Figura 2.2.7. (a) Sistem polimeric invelis/miez, ce contine ca polimer 1 - poli(1,3-bis(p-
carboxifenoxipropan)-co-(sebacic anhidrida)); polimer 2 - poli(acid lactic); (b) Sistem
polimeric invelis/miez, cu miez lichid (polimer - bloc copolimeric PEG si poliester sau
policarbonat; lichid - amestec solvent organic/apa); (c) Sistem polimeric invelis/miez cu miez
lipidic

Liposomii pot fi utilizati ca reactanti analitici sau bioanalitici, in biorecunoasterea
diverselor elemente, respectiv in metode imunoanalitice omogene sau heterogene
(de exemplu metode MEIA, ELISA, EMIT, FPIA) [127]. De asemenea, liposomii pot
fi utilizati in cromatografia capilara condusa electric (in care liposomii joaca rol de
faza pseudo-stationara sau stationara) [128].
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Metodele de analiza a acestor sisteme presupun metode clasice termogravimetrice
si calorimetrice, metode cromatografice si electroforetice [128].

Elementele de recunoastere
pot fi imobilizate la exteriorul
liposomilor

FaN

Moleculele bioactive pot fi
incapsulate in interiorul
liposomilor

Figura 2.2.8. Reprezentarea schematica a liposomilor [129]

In domeniul farmaceutic liposomii isi gésesc cele mai multe aplicatii [115, 121-138,
149-157] o problema majora fiind insa stabilitatea acestora in fluxul sanguin. S-au
obtinut liposomi stabilizati, care sunt vezicule clasice carora le-au fost atasate
resturi polimerice, fie pe o singura parte, fie pe ambele parti ale acestora (liposomi
Stealth) [158-163]. Acesti liposomi stabilizati au aplicatii in incapsularea unor
medicamente anticancer (antracicline), antifungice, antivirale sau a unor antibiotice
[120, 121, 136-138, 150].

in sfera alimentard acestia si-au gdsit mai putine aplicatii. Totusi, liposomii au fost
utilizati pentru eliberarea controlata a proteinazelor cu scopul Tmbunatatirii
dezvoltarii aromelor unor tipuri superioare de branza, pentru incapsularea unor faze
apoase alimentare in scopul reducerii presiunii de vapori. S-au propus noi aplicatii
ale acestora in microincapsularea unor enzime alimentare, antioxidanti,
aromatizanti nevolatili, coloranti alimentari si vitamine [119].

2.2.2. Obtinerea micro- si nhanocapsulelor
2.2.2.1. Procese de obtinere a microcapsulelor

Conceptul de obtinere a microparticulelor dateaza din anii 1930. Acestea erau
bazate doar pe procese fizice de obtinere. [103].

Astazi, procesele de obtinere a microcapsulelor se bazeaza pe fenomene:
- fizice;
- chimice (polimerizare);
- combinate (fizice si chimice).

Procesele de obtinere a acestor microcapsule se mai pot clasifica in (tabelul 2.2.2):
- procese chimice (de tip A);
- procese mecanice (de tip B) [103].
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Tabel 2.2.2. Procese de incapsulare tip A si B [103]

Tip A (procese chimice) Tip B (procese mecanice)

Coacervare complexa Pulverizare-uscare

Incompatibilitate polimer-polimer Pat fluidizat

Polimerizare interfaciala in mediu lichid Depunere electrostatica

Polimerizare in situ Extrudare centrifugala

Gelifiere termica si ionica in mediu lichid Separare din suspensie pe sisteme rotative

Capsulele obtinute prin metode din tipul A (prin metode chimice) se obtin in faza
lichida, in reactoare cu agitare sau tubulare, iar cele obtinute prin procese de tip B
(prin metode mecanice) utilizeazéa de obicei o fazd gazoasda in procesul de
incapsulare. Astfel, capsulele se pot forma:

- prin pulverizarea materialului de invelis prin materialul de miez;

- prin solidificarea unor picaturi de material de invelis intr-o faza gazoasa;

- prin gelifierea unor picaturi pulverizate intr-un material lichid ce trebuie

capsulat. [103].

A. Procese de microincapsulare tip A - Coacervarea complexa

Coacervarea complexa se bazeaza pe abilitatea polimerilor cationici si anionici
solubili in apa sa interactioneze cu apa pentru a forma o faza lichida bogata in
polimer, denumitd coacervat complex. Cel mai utilizat polimer in acest sens este
gelatina (un polimer cationic format in principal din colagen - proteina din om sau
animale). [103].

Procesul de incapsulare are loc astfel (figura 2.2.9.): dispersarea materialului de
miez in solutia apoasa de gelatina (40-60°C), adaugarea unui alt polimer anionic
(cum ar fi guma arabicd) sau ajustarea pH-ului cu obtinerea formei de coacervat
complex, apoi racirea coacervatului. Gelatina din coacervat gelifica cu formarea
unui invelis flexibil; pentru reducerea acestei flexibilitati are loc o subricire (la
10°C) si tratare cu glutaraldehida (OHC-CH,-CH,-CH,-CHO), care joaca rol de agent
de reticulare (leaga lanturile polimerice din gelatind intre ele), iar in final
coacervatul se usca cu obtinerea unei pulberi ce curge usor [103].

Oo % O 0
Gelatina + apa Material de miez

@)
(40-60C) P Fomare e emuise de O (lichid)
0

miez in solutia de
gelatina (40-60C) 0

y
©
q_[04

. " B
Invelis gelifiat (siustare pH / adaugare
(5-10C) polianion (40-60C)

y
©°@)] [Co0S
gleeralenias

Capsule uscate

Figura 2.2.9. Incapsulare prin coacervare® complexa [103]
* Coacervare - stadiu de emulsie, reversibil, intre sol (dispersie coloidala intr-un lichid) si gel
(faza semisolida)
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Incompatibilitate polimer-polimer. Incompatibilitatea polimer-polimer apare
datorita faptului ca doi polimeri diferiti chimic, dizolvati intr-un solvent comun, sunt
incompatibili si nu se amesteca in solutie, formand doua faze lichide distincte, una
bogata in polimerul ce joaca rol de invelis, iar alta bogata in cel de-al doilea polimer
(polimerul incompatibil - ales doar pentru a se forma doua faze; prin urmare se
utilizeaza in concentratii minime si ramane ca impuritate in capsula finala). [103,
164, 165].

Incapsularea are loc astfel (figura 2.2.10): dispersarea materialului de miez intr-o
solutie fierbinte (80°C) de etilceluloza in ciclohexan, apoi adaugarea de polietilena
cu masa moleculara mica, incompatibila cu etilceluloza, ceea ce induce separarea
fazelor, una bogata in etilceluloza, iar cealaltd bogata in polietilena. Materialul de
miez, neafectat de ciclohexan la 80°C, este apoi dispersat in acest sistem bifazic.
Deoarece etilceluloza este mult mai polarda decat polietilena, ea se va adsorbi
preferential pe suprafata materialului de miez (mai polar de obicei) si va determina
formarea unui finvelis subtire. La racire, etilceluloza precipita, cu obtinerea
microcapsulelor care se pot apoi separa. Un exemplu de astfel de incapsulare este
aspirina si clorura de potasiu (KCl). [103, 164, 165].

Material de miez Sistem bifazic de etilcelulozé si
(particule mici) polietilena in ciclohexan (80C)

® 506

Dispersie de material de miez in
solutia bifazica polimerica
(la 80C)

Récire la 20C
(etilceluloza solidifica superficial-
formare invelis)

h J

Invelis de _@ ® Q@ @

etilceluloza

Spalare si separare
microcapsule

Figura 2.2.10. incapsulare prin separare fazelor polimer-polimer incompatibili [103]
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Polimerizare interfaciala. Polimerizarea interfaciala presupune formarea
invelisului capsulelor la/pe suprafata picaturilor sau particulelor de material de miez
prin polimerizarea unor monomeri reactivi. Acest tip de incapsulare se utilizeaza
pentru incapsularea unor solutii apoase, lichide nemiscibile cu apa sau solide.
[166].

Incapsularea are loc astfel (figura 2.2.11): dizolvarea monomerului multifunctional
(izocianat: OCN-X-NCO; clorura acida: CIOC-X-COCIl; combinatii intre cele doua:
OCN-X-COCIl) in materialul de miez lichid, dispersarea solutiei astfel obtinute in
picaturi de dimensiuni stabilite intr-o solutie apoasa ce contine agent de dispersie,
apoi introducerea unui coreactant (amind multifunctionald) ce determina o
polimerizare rapida la interfata cu generarea capsulelor. Se obtin astfel capsule cu
invelisuri din [166]:

e poliuree, prin reactia izocianatului cu amina:
I [l
O=C=N—X—N=C=0 + HN—Y—NH, — *—fC—N—X—N—C—N—Y—N *
H H H H

izocianat poliamina poliuree

e poliamida (sau nylon), prin reactia clorurii acide cu o amina:

Cl—C—x—C—cl C—x—C
+ HN—Y—NH, — = C—X—C—N—Y—HJH*

clorura acida poliamina poliamida

e poliuretan, prin reactia izocianatului cu alcool:

I I
O=C=N—X—N=C=0 + HO—Y—OH —= *{C—N—X—H—c—o—v—o R

izocianat alcool poliuretan
Invelis din
poliuree
(NH,)—
Material de
miez ("ulei")

Figura 2.2.11. Microincapsularea prin polimerizare interfaciald (izocianat cu poliamina -
poliuree) [103]
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Polimerizarea in situ. Polimerizarea in situ presupune formarea invelisului
capsulei datorita polimerizarii monomerului adaugat in recipientul de incapsulare. In
acest caz nu se introduce nici un alt agent reactiv pentru formarea invelisului.
Polimerizarea apare exclusiv in faza continua si in partea continua a fazei de la
interfata formata prin dispersarea materialului de miez in faza continua. [167-169].
Exemple de astfel de incapsulari in situ sunt cele care utilizeazd uree si
formaldehida in mediu acid, pentru a incapsula materiale de miez nemiscibile cu
apa. La polimerizarea in situ se obtin exclusiv capsule de dimensiuni reduse (3-6
pm), utilizate in special pentru incapsularea parfumurilor. Capsule de dimensiuni
mai mari se obtin cu ulei mineral, utilizate in cosmetica. In toate cazurile capsulele
prezinta o structura miez-invelis continua [169].

B. Procese de microincapsulare tip B

Pulverizare-uscare. Prima etapa in pulverizare-uscare este dispersarea sau
emulsionarea materialului de miez intr-o solutie concentrata de material de invelis
(40-60% solut). Materialele de miez sunt de obicei nemiscibile cu apa, cum ar fi
parfumuri, aromatizanti, vitamine etc. Emulsionarea se realizeaza pana la o
dimensiune a particulelor de ulei de 1-3 pm. Materialul de invelis este de obicei un
polimer solubil in apa (de exemplu guma arabicd sau amidon modificat). Aceste
materiale nu formeaza solutii foarte vascoase chiar la concentratii mari la care se
utilizeaza in pulverizare-uscare. Se mai utilizeaza amestecuri de astfel de polimeri
cu amidonuri hidrolizate (maltodextrine) sau gelatine hidrolizate [170].
Incapsularea are loc astfel (figura 2.2.12): dispersia sau emulsia de material de
miez in solutia de material de invelis este transformata in picaturi in camera
incalzita a aparatului de pulverizare-uscare (acest proces poate fi realizat cu
ajutorul unui disc rotativ), apoi aceste picaturi sunt deshidratate rapid in camera de
racire, cu obtinerea capsulelor uscate. Capsulele ajung in partea inferioara a
camerei de pulverizare-uscare, unde sunt colectate. Capsulele produse astfel sunt
de obicei de diametre de 10-300 pym, cu geometrie neregulata, care se pot agrega
[170].

Material de miez
(ex., vitamine lipofile)

Material de invelis
(ex., solutie calda de gelating)

«— FazB calda de agent
de transport
(ex., ulei vegetal)

_
=™

Manta de
racire

|

<— | Agentde récire

@ . Material de invelis
gelifiat

Material de Capsule gelifiate ce pot fi
miez colectate si uscate

Figura 2.2.12. Incapsulare prin pulverizare-uscare [103]
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Avantajele pulverizarii-uscarii:
e este o tehnologie bine pusa la punct;
e echipamentul este relativ simplu;
e productivitate mare;
e majoritatea materialelor de fnvelis sunt aprobate pentru utilizare
alimentara;
e materialele de invelis sunt solubile in apa [170]

Dezavantaje:

e la utilizarea apei ca solvent, pulverizarea-uscarea este limitata Ia
materialele de invelis solubile sau dispersabile in apa;

¢ multe materiale de invelis solubile in apa formeaza solutii prea vascoase la
concentratiile necesare procesului si nu pot fi aplicate;

e concentratia de material de miez nu depaseste 20-30%;

e prin pulverizare-uscare pot sa ramana suprafete de material de miez libere
[170].

Incapsulare in strat fluidizat. Acest tip de incapsulare se limiteazd la
incapsularea particulelor solide sau a particulelor poroase in care se poate absorbi
un material lichid. Sistemele de incapsulare in strat fluidizat functioneaza prin
suspendarea unui strat sau a unei coloane de particule solide intr-un curent de gaz,
de obicei aer. Se pulverizeaza lichidul de finvelis pe particulele individuale, iar
capsulele proaspat obtinute sunt recirculate intr-o zona in care are loc uscarea
materialului de finvelis, fie prin evaporarea solventului, fie prin racire. Aceste
secvente de acoperire si uscare se repeta pand la obtinerea unei grosimi stabilite a
invelisului. Incapsularea in strat fluidizat se utilizeaza preponderent pentru
obtinerea specialitatilor medicamentoase din industria farmaceutica [171].

Avantaje:
e posibilitatea de obtinere a unui numar foarte mare de tipuri de capsule
bioactive;

e posibilitatea utilizarii ca material de invelis a materialelor de invelis topite,
ca dispersii apoase, ca solutii organice sau ca solutii apoase;

e se pot utiliza unele tipuri de polimeri ca material de fnvelis pentru
medicamente, rezistenti la acidul gastric din stomac (pH 2), dar degradati
de fluidul intestinal (pH 7) [171].

Exista trei tipuri de procese in strat fluidizat: pulverizare de sus, pulverizare
tangentiald si pulverizare de jos. Acestea difera prin localizarea duzelor de
pulverizare a materialului de nvelis. In figura 2.2.13 sunt prezentate procesele ce
utilizeaza pulverizarea de sus si pulverizarea de jos. In prima varianta (figura
2.2.13A) materialul de invelis este pulverizat de sus in stratul fluidizat, picaturile
pulverizate astfel miscandu-se in contracuret cu gazul de fluidizare, determinand
impactul acestora cu particulele ce urmeaza a fi incapsulate (materialul de miez).
Cele mai utilizate materiale de invelis pentru acest tip de incapsulare sunt unii
polimeri pentru medicamente si grasimile [171].
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Figura 2.2.13. A) Incapsularea in strat fluidizat cu pulverizare de sus; B) incapsularea in
strat fluidizat cu pulverizare de jos [103]

In unitdtile ce utilizeazd pulverizarea tangentiald si pulverizarea de jos, picaturile de
material de invelis au aceeasi directie ca si particulele ce urmeaza a fi incapsulate,
distanta parcursa péana la impact fiind mica. Evaporarea solventului este
minimizata, obtinandu-se un film de invelis mult mai uniform comparativ cu
varianta pulverizarii de sus. In figura 2.2.13B este prezentat un astfel de sistem de
incapsulare in strat fluidizat cu pulverizare de jos, utilizat in special pentru
obtinerea preparatelor medicamentoase. Placile de distributie a gazului
directioneaza particulele ce urmeaza a fi incapsulate intr-o miscare circulara, in care
ele intra In contact cu picaturile de material de invelis, iar cand ajung la partea
superioara a unitatii materialul de invelis se solidifica prin evaporarea solventului
sau prin racirea grasimii topite. Acest ciclu se repetda pana la atingerea unei
anumite mase a capsulelor obtinute. Dezavantajul acestei incapsulari este timpul
mai mare de incapsulare, insa prezinta avantajul unei uniformitati a capsulelor
obtinute [171].

Extrudare centrifugali. In acest tip de incapsulare materialele de miez si de
invelis, lichide nemiscibile, sunt pompate printr-o duza ce se roteste cu viteza
mare, ceea ce determina aparitia a doua coloane de lichid (una inelara iar cealalta
cilindricd) ce se rupe spontan in particule sferice imediat la iesirea din duza (figura
2.2.14). Fiecare picaturd contine o regiune de miez continud, inconjuratd de un
lichid de acoperire. Daca materialul de acoperire este o topitura relativ vascoasa, ce
cristalizeaza rapid la racire (ceruri, diversi polimeri) picaturile se solidifica la simpla
cadere si colectare. Cele mai potrivite materiale de miez sunt solutiile apoase,
deoarece sunt nemiscibile cu cerurile sau cu alte materiale utilizate pentru
incapsulare in topitura.
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Daca picaturile prezintd un material de invelis format dintr-o solutie apoasa de
polimeri ce pot gelifica rapid, atunci acestea sunt colectate intr-o baie de gelifiere.
Este cazul solutiilor apoase de alginat de sodiu care se introduc in bai de gelifiere
formate din solutie apoasa de CaCl,. Materialele de miez potrivite pentru astfel de
fncapsulari sunt uleiurile nemiscibile cu apa [172].

Material de miez
Material de i Material de

invelis a F invelis
<% l f) AER

//:] Lichid de
miez
Material de miez A—@
Lichid [
invelis

°o% od”

Invelis gelificat prin imersie Invelis solidificat prin
in baia de gelifiere racire in aer

Figura 2.2.14. Incapsulare prin extrudare centrifugald [103]

Separarea din suspensie pe sisteme rotative. In procesul de obtinere a
microcapsulelor prin separare din suspensie pe sisteme rotative, materialul de miez
este dispersat intr-un lichid de invelis, iar dispersia este trecutd pe un disc rotativ.
Particulele acoperite de filmul format din materialul de invelis sunt aruncate afara
de pe marginea discului rotativ, impreuna cu picaturi de material de miez pur. Dupa
solidificarea filmului de acoperire (de exemplu prin racire) se obtin microcapsule
individuale. De asemenea, se solidifica si picaturile de material de miez pur care
sunt colectate intr-o zona separata (figura 2.2.15) [173].

Aceasta tehnologie este rapidd, ieftind, de productivitate mare si permite
incapsularea unei mari varietdti de materiale bioactive solide, obtinandu-se
microcapsule cu diametre medii de 150 pm. Pentru obtinerea unei geometrii sferice
a microcapsulelor, procesul presupune o etapa de granulare inaintea incapsularii
[173].
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Figura 2.2.15. Incapsularea prin separare din suspensie pe sistem rotativ [103]

2.2.2.2. Procese de obtinere a nanocapsulelor (complecsi de
incluziune ai ciclodextrinelor)

2.2.2.2.1. Mecanismul formarii complecsilor de incluziune

Ciclodextrinele au o importanta capacitate de a forma complecsi de incluziune cu
diversi compusi care nu pot forma legaturi covalente. In general intre ciclodextrine
si compusul ,0aspete” pot aparea urmatoarele tipuri de interactiuni/legaturi:

- eliberarea unei “energii inalte” din cavitate;

- asocierea unui “oaspete” nepolar cu cavitatea nepolara (interactiune

hidrofoba);

- eliberarea tensiunii de conformatie in inel;

- forte van der Waals;

- legaturi de hidrogen;

- interactiuni dipol - dipol;

- forte de dispersie London [13, 104, 106, 174-179].

Selectarea compusului ,oaspete” se face functie de diametrul cavitatii
ciclodextrinelor care depinde de numarul gruparilor glucopiranozice (ex: a-
ciclodextrina 6 grupari glucopiranozice, B-ciclodextrina 7 grupari glucopiranozice,
iar y-ciclodextrina 8 grupari glucopiranozice). De exemplu, acidul propionic este
compatibil doar cu a-ciclodextrinele si nu cu cavitatile mai mari ale B- si y-
ciclodextrinelor. Naftalina este prea mare pentru a-ciclodextrind, dar se potriveste
in cavitatea y-ciclodextrinei [13, 104, 106, 174-179].

Formarea complecsilor nu necesita intotdeauna includerea in intregime a moleculei
“oaspete” in cavitatea ciclodextrinei. Chiar si moleculele foarte mari pot fi
complexate, atata timp cat ramificatiile lor, indiferent de lungime, se potrivesc in
cavitatea ciclodextrinei.

Polaritatea reprezinta iardsi un alt factor important in formarea complexului,
datoritd moleculelor insolubile sau mai putin solubile in apa. Materialele amfotere
pot fi exceptii. De exemplu, acidul benzoic este foarte bine complexat de B-
ciclodextrine, cu inelul sau benzenic in interiorul cavitatii ciclodextrinei si gruparea
carboxi formand o legatura de hidrogen cu una din gruparile hidroxil secundare ale
ciclodextrinei.
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Cand ciclodextrinele sunt modificate cu lanturi laterale ionizabile, interactiunea
electrostatica intre gruparile ionice ale “gazdei” si “oaspetelui” poate fi un factor
important in complexare. Este important de mentionat ca reactia de complexare
intre o ciclodextrind si o moleculda “oaspete” in solutie este un proces rapid si
reversibil. Orice factor care ar influenta echilibrul dinamic poate afecta stabilitatea
complexului obtinut [13, 104].

Cresterea temperaturii mareste agitarea moleculara, de aceea favorizeaza
disocierea complecsilor de incluziune ai ciclodextrinelor. Pe de alta parte, o
temperatura ridicatda poate creste solubilitatea unei ciclodextrine si a moleculei
“oaspete”, permitand un contact molecular suficient de indelungat pentru a se
forma complexul. Mentinerea unui echilibru intre aceste efecte este foarte
important pentru prepararea complecsilor, in special daca este folosita pB-
ciclodextrina [13].

Alegerea solventilor este limitata datorita posibilitatii lor de a intra in competitie cu
molecula “oaspete” in vederea ocuparii cavitatii ciclodextrinei, sau in vederea
formarii unui compus ternar. Moleculele mici si polare, cum ar fi metanolul sau
acetona sunt preferate, si in acelasi timp se recomanda folosirea unei cantitati
minime de solvent [104, 106, 174-179].

Mecanismul de formare al compusilor de incluziune poate fi explicat, in mediul
apos, astfel (figura 2.2.16).

Ki
Compus activ dizolvat | + Ciclodextrina ———— | Compus “oaspete” dizolvat

YT P

-

Compus solid Compus “oaspete” solid

Figura 2.2.16. Mecanismul formarii compusului de incluziune in mediul apos [13]

Constanta K; - constanta de stabilitate, guverneaza viteza de formare a
supramoleculei, cu tendinta compusului ,,0oaspete” de a disocia el insusi in prezenta
apei [13].

Ciclodextrinele sunt capabile sa interactioneze cu o mare varietate de compusi ionici
si moleculari. Compusii de incluziune rezultati apartin tipului de complecsi “gazda-
oaspete”. Pentru formarea complecsilor ciclodextrinelor atadt gazda (ciclodextrina),
cat si molecula ,oaspete” (compusul aromatizant, de exemplu) trebuie sa
indeplineascd anumite cerinte, una dintre acestea fiind complementaritatea
situsurilor de legare ale celor doua molecule din punct de vedere steric si electronic.
Trasdtura caracteristica a moleculei gazda este faptul ca situsurile de legare sunt
orientate dupa aceeasi directie spatiala, in timp ce in molecula oaspete situsurile de
legare sunt divergente in complexul format. Aceste stari de fapt reprezintd
asocierea situsurilor de legare convergente si divergente prin care are loc formarea
complexului de tip gazda - oaspete [13, 104].
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2.2.2.2.2. Conditiile necesare pentru formarea complexului

Compatibilitati geometrice. Ciclodextrinele sunt capabile sa formeze complecsi
de incluziune cu compusi ce au dimensiuni compatibile cu dimensiunile cavitatii.
Factorii geometrici sunt de cele mai multe ori decisivi in determinarea tipului de
moleculd ,oaspete” ce poate penetra in interiorul cavitatii ciclodextrinei [13, 106].

Cele trei tipuri de ciclodextrine uzuale au diametre interioare diferite si sunt
capabile sa incapsuleze molecule de diferite marimi (tabel 2.2.3) [13, 104, 106,
107, 180].

Structurile complecsilor de incluziune ai ciclodextrinelor diferd semnificativ in stare
cristalind fata de solutie. In solutie moleculele ,oaspete” raman in cavitate si
intregul complex este inconjurat de un invelis solvatant de molecule de apa. In
stare cristalind, moleculele oaspete se pot acomoda nu doar in cavitatea moleculei
gazda, ci si in cavitatile intermoleculare formate de reteaua cristalind, sau intre
douda molecule complexante, tip sandwich. Unele dintre moleculele gazdda raman
neocupate, sau ele vor include apa [13, 104, 106, 107, 180].

Astfel de ‘“intercalari” vor imbunatati raportul molar in favoarea moleculei
Loaspete”, in timp ce prezenta ciclodextrinelor “goale” va duce la un efect opus.
Deci, complecsii cristalini ai ciclodextrinelor vor fi rareori de compozitie
stoichiometrica, in timp ce in solutie raportul molar este de obicei 1:1 [13, 104,
106, 107, 180].

Tabel 2.2.3. Abilitatea ciclodextrinelor de formare a unor complecsi cu diferite molecule

oaspete

Denumire Structura a-CD B-CD y-CD
Acid propionic + - -

CH;—CH,—COOH
Acid butiric + + -
CH;—CH,—CH,—COOH

Bifenil . . + + +
Ciclohexan <:> + + +
Naftalen l I - + +
Antracen I I I - - +
Clz + - -
Br, + + -
I, + + +
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Moleculele incluse sunt in mod normal orientate in molecula gazda intr-o astfel de
pozitie incat sa realizeze un contact maxim intre partea hidrofoba a ,oaspetelui” si
cavitatea nepolard a ciclodextrinei. Partea hidrofild a moleculei ,oaspete” ramane,
pe cat posibil, in afara complexului. Acest lucru asigura un contact maxim atat cu
solventul, cat si cu grupele hidroxil ale gazdei [13, 104, 106, 180].

Exista posibilitatea de formare a complecsilor si cu molecule semnificativ mai mari
decét cavitatea ciclodextrinelor. Acest lucru se realizeaza astfel incat doar unele
grupari sau parti de lant sa penetreze cavitatea [13, 177].

Polaritatea si sarcina. Formarea complecsilor cu ciclodextrine depinde, de
asemenea, de polaritatea moleculei ,oaspete”. Moleculele puternic hidrofile (foarte
solubile in apd), puternic hidratate sau cele ionizate nu sunt complexabile sau se
complexeaza in mica masura. Doar moleculele care sunt mai putin polare decéat apa
pot fi complexate de ciclodextrine [13, 107].

Stabilitatea unui complex este proportionalda cu caracterul hidrofob al
substituentilor, astfel ca substituentii metil sau etil aflati in pozitii favorabile vor
determina cresterea stabilitatii. O grupare metil aflata in pozitie ortho fata de o
grupare carbonil va avea un efect de ecranare asupra gruparii carbonil hidrofile,
crescand astfel caracterul hidrofob al intregii molecule. Un substituent similar aflat
in pozitie para va avea un efect relativ slab. Grupele hidroxil impiedica formarea
complexului, dar efectele hidrofile ale acestora scad in ordinea ortho > meta >
para. In cazul grupelor amino este foarte important daca ele se gasesc in forma
NH, sau NHs". Speciile ionice sunt de obicei defavorabile formarii complexului [13]

Fortele coezive prea puternice dintre moleculele oaspete vor impiedica separarea
acestora, aceasta fiind o preconditie a incluziunii. O masurda a coeziunii dintre
moleculele unei substante cristaline este punctul sau de topire. Daca acesta este
mai mare de 250°C de obicei nu se pot obtine complecsi stabili ai ciclodextrinelor
[13, 107].

Mediul. In principiu, nu este necesard prezenta vreunui solvent pentru formarea
complexului. Amestecand ciclodextrina cristalina pudra cu molecula , 0aspete”, de
exemplu B-ciclodextrina cu acid salicilic si depozintdnd amestecul intr-un recipient
inchis la temperatura ambianta cateva luni va rezulta complexul de acid salicilic: B-
ciclodextrind. Procesul poate fi monitorizat prin studiul cu raze X [13].

Cu molecule ,oaspete” nesublimabile acest proces nu este practicabil deoarece este
prea lent. Complexarea se realizeaza de obicei in prezenta apei. In schimb, procesul
este mult mai rapid atunci cand formarea complexului apare in solutie, si totusi
substantele care au o solubilitate mai bund, sunt in general complexate mai slab.
Moleculele ,oaspete” complexate mai usor sunt mai putin solubile in apa. Pentru a
obtine un echilibru in solutie apoasa este nevoie fie de un timp de reactie mai mare,
fie molecula ,oaspete” trebuie sa fie dizolvata intr-o cantitate mica de solvent
organic. Selectarea solventului este restrictionatd: cu exceptia catorva molecule
mici si a unor solventi puternic hidrofili, cum ar fi metanol, 2-metoxietanol,
etilenglicol, dietilenglicol, glicerind etc., majoritatea nu pot fi aplicati deoarece
formeaza complecsi stabili, de exemplu piridina sau toluenul. Un inconvenient ar
putea sa apara atunci cand, complexand molecula ,oaspete”, unii complecsi ai
solventilor ar putea ramane in produsul separat.
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Acesti solventi nu pot fi indepartati: ei sunt o parte integranta a produsului fie drept
complex ciclodextrind:solvent, fie ca un complex ternar, legati in cavitatea
ciclodextrinei, pe langa molecula ,oaspete” principala. De exemplu, multi complecsi
ai ciclodextrinelor cu medicamente sunt obtinuti in prezenta de etanol, care poate fi
gasit in aceste produse in proportie de 0.1-2.0%. Dietileterul nu va forma singur un
complex stabil, ci doar impreund cu o moleculd ,oaspete” liniard, de exemplu un
acid gras. Incalzind complexul ternar cu dietileter la 105°C cateva ore, nu se va
putea indeparta solventul [13, 107].

In general, prezenta solventilor organici nu este doritd, dar in multe cazuri este
inevitabila. Moleculele ,oaspete” mai putin solubile nu pot fi complexate in proportii
acceptabile fara folosirea unui solvent. Un complex de B-ciclodextrina:vitamina Ds
nu poate fi preparat fara folosirea etanolului sau a acetonei. Efectul solventului
asupra incluziunii a fost studiat la complexarea etanol/pirenului si etanol/carboxil-
adamantanului cu B-ciclodextrina [13].

Prezenta unui solvent deshidratant favorizeaza separarea produsului cristalin.
Filtrarea si uscarea produsului izolat este rapida si produsul este, in general, o
pudra fina. Fara solventi, filtrarea este, in cele mai multe cazuri, mai putin rapida si
dupa uscare complexul se prezinta sub forma de clustere tari, care se supun unor
operatii mecanice pentru obtinerea sub forma de pulbere [13].

Stabilitatea si solubilitatea complexului format pot fi influentate de saruri
anorganice, in parte datorita formarii unor complecsi sferici externi cu grupele
hidroxil ale ciclodextrinei si, pe de alta parte, datorita efectului lor de deshidratare.
Primul proces duce la cresterea solubilitdtii ciclodextrinelor, iar cel de-al doilea
reduce solubilitatea complexului. Formarea complexului in stare solida este
spontana din punct de vedere termodinamic, dar stabilitatea complexului este mai
mare in solutii apoase [13].

2.2.2.2.3. Metode de preparare a complecsilor ciclodextrinelor

Termenul de “stabilitate a complexului” se refera la echilibrul de asociere/disociere
dintre ,oaspete” si gazda in solutie. Nu existd insa o corelatie directd intre
stabilitatea complexului in solutie si solubilitatea acestuia. In multe cazuri constanta
de stabilitate a complexului este calculata din prima parte a izotermelor de
solubilitate (solubilitatea ,oaspetelui” functie de concentratia ciclodextrinei, dupa
atingerea echilibrului). In cele mai multe cazuri solubilitatea prezinta o aplatizare
sau chiar o scadere dupa depdsirea concentratiei determinante de ciclodextrina.
Acest lucru se explica prin atingerea solubilitatii limita a complexului sau, in multe
cazuri, prin stoichiometrie multipla, unde se pot detecta rapoarte de 1:1, 1:2 sau
chiar mai mult, in functie de concentratii. Complecsii cu stabilitate scazuta pot
cristaliza usor din solutie, dar complecsii cu stabilitate ridicata sunt mai dificil de
izolat. Nu existd metode generale de preparare a complecsilor ciclodextrinelor.
Metoda trebuie sa fie “croita” pentru molecula oaspete si pentru necesitati; se
lucreaza fie la scara redusa, in laborator, fie la scara mare, pentru productia
industriala [13, 107, 188-190, 192-194].
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Prepararea complexului in solutie. Prepararea complecsilor de incluziune este

simpla, constand intr-o agitare sau amestecare a unei solutii apoase de

ciclodextrina cu molecula ,oastete”, care este addugata in solutia calda de

ciclodextrina. Dupa atingerea echilibrului apa poate fi indepartata prin “freeze-
4 w

drying”, “spray-drying” sau cu ajutorul altor metode potrivite. Se poate proceda, de
asemenea, la separarea prin filtrare [13, 107, 188-190, 192-194].

Cristalizarea complexului poate fi urmarita prin inregistrarea turbiditatii solutiei de
ciclodextrina in timpul racirii. Atat ciclodextrina, cat si molecula oaspete prezinta
curbe de turbiditate individuale bine definite, din care se poate determina
temperatura la care incepe cristalizarea. Daca temperatura de cristalizare a
amestecului difera de cea caracteristica pentru B-ciclodextrina pura in conditiile
date, este foarte probabild formarea complexului de incluziune [13, 107, 188-190,
192-194].

In figura 2.2.17 se prezintd curbele de turbiditate pentru solutii apoase de 1 - 7%
de B-ciclodextrind. Se poate observa faptul ca nu are loc cristalizarea la 1 - 2% B-
ciclodextrina chiar si la 2°C, in timp ce la 3% B-ciclodextrina cristalizarea incepe la
139C si este completa la 10°C. La solutii mult mai concentrate cristalizarea incepe
la temperaturi mai mari si maximum de turbiditate se atinge intr-un interval de
20C. [13].

Intr-o solutie de 3% B-ciclodextrind la pH 13 nu apare cristalizarea nici chiar la 0°C,
la pH 8.5 precipitarea incepe la 7°C si devine completa in timp scurt. La pH 1 (HCI
0.1N) cristalizarea incepe la 16°C si este finalizata la 10°C. La racirea unei solutii
apoase de 3% B-ciclodextrina de la 60°C cu 4°C in timp de 1.5 ore, cristalizarea are
loc in intervalul 8 - 6°C. Daca racirea se realizeaza in 3, respectiv 6 ore,
cristalizarea este completa in intervalul 13 - 10°C si 19 - 15°C [13].

Multe sisteme aromatizante sunt atat de putin solubile in apa (de exemplu uleiul de
chimen) incat la introducerea solutiei acestora intr-un solvent oarecare in solutia
apoasa de B-ciclodextringd, turbiditatea maxima apare aproape instantaneu. Alte
arome, cum ar fi anetolul sau aroma multicomponent din zmeura, conduc la curbe
de cristalizare bine definite. Formarea complexului cu vanilind solidd poate fi
studiata in solutie etanolica: complexul ciclodextrinei nu precipitd din solutie
etanolica 10% pana cand nu se adauga NaCl. Un complex de raport molar 1:1 al
vanilinei va precipita chiar si fard adaos de NaCl daca solutia este stocata la 2°C
timp de 16 ore.
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Figura 2.2.17. Curbele de turbiditate pentru solutiile apoase de 1-7% ale B-ciclodextrinei
ca functie de scaderea temperaturii

Complecsii cu aromatizanti au fost obtinuti prin addugarea compusilor aromatizanti
(uleiuri esentiale) dizolvati in etanol sub agitare puternica, la o solutie apoasa
saturata de PB-ciclodextrind la 50°C. Este important ca adaugarea solutiei de
compus aromatizant sa se faca in picaturi pentru a preveni formarea unei emulsii.
Cu substantele aromatizante care conduc rapid la formarea unei emulsii la
addugarea in solutia apoasd de ciclodextrind, complexul se poate prepara intr-o
solutie etanolic - apoasa de 30%. In acest amestec de solventi ciclodextrina are
solubilitate maxima [13, 107, 188-190, 192-194].

Prepararea in suspensie. Pentru prepararea complexului in suspensie
ciclodextrinele nu trebuie sa fie dizolvate complet, complexarea completa
realizandu-se in 2-24 ore printr-o agitare continua la temperatura ambianta. Pentru
scopuri industriale aceasta este cea mai recomandata metoda [13].

Prepararea prin amestecare. in acest caz ciclodextrina este amestecatd in pastd
la care se adauga o cantitate mica de apa in care a fost adaugat compusul
~0aspete” fara alt solvent sau cu o cantitate mica de etanol in care a fost suspendat
compusul oaspete. Intrucat complexul ciclodextrind - apa este mai putin favorabil
din punct de vedere energetic decdt complexul de incluziune ce urmeaza sa se
formeze cu molecula oaspete si reteaua cristaling este diferita de cea a complexului
ciclodextrinei cu apa, reactia tinde spre finalizarea incluziunii cu ,oaspetele”.
Datoritd structurilor cristaline diferite, straturile moleculare ale complexului de
incluziune, formate la suprafata ciclodextrinei, se disociaza de cristalul
ciclodextrinei. Intregul cristal de ciclodextrind devine dezorganizat si se transforma
in complexul de incluziune [13, 107, 188-190, 192-194].
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Prepararea complecsilor cu derivati de ciclodextrine foarte solubili. In
solutie apoasa de derivati de ciclodextrine foarte solubili complexarea poate fi
realizata prin simpla agitare cu compusul ,0aspete” sau prin agitare energica pana
la atingerea solubilitatii maxime. Compusul ,oaspete” nedizolvat este indepartat
prin filtrare sau centrifugare si solutia apoasa limpede este evaporata la sec sub vid
sau, preferabil, prin racire - uscare (freeze-drying). S-ar putea sa fie necesara
dizolvarea compusului ,oaspete” in etanol si, dupa amestecare cu solutia
complexanta apoasa, etanolul este indepartat la vid [13].

Prepararea complexului prin topire. Complecsii de incluziune ai ciclodextrinelor
pot fi obtinuti si prin topirea compusului ,oaspete” si amestecarea cu ciclodextrina
fin maruntita [13, 107, 188-190, 192-194].

2.2.3. Analiza micro- si nanocapsulelor

Multi compusi nu pot fi complexati, iar altii formeaza complecsi de incluziune
veritabili in solutie, dar nu si in stare solida. Produsul solid izolat poate fi doar un
amestec fin dispersat de compus gazda si ,oaspete”. In multe cazuri, produsul este
un amestec de complex, compus gazdda necomplexat si “gol” (ciclodextrind
hidratatd). Trebuie deci sa se determine:

» continutul de produs , 0aspete” al produsului;

> este ,oaspetele” inclus cu adevarat in cavitatea ciclodextrinei;

» cantitatea sau raportul de compus ,oaspete” complexat si necomplexat

[157].

2.2.3.1. Metode spectrofotometrice pentru analiza a compusului
~oaspete”

Spectrofotometria (UV-VIS). Variatia culorii unui sistem odata cu modificarea
concentratiei unor componente reprezinta baza analizei colorimetrice, un termen
des utilizat in cazul analizei spectrofotometrice in domeniul vizibil. Daca se masoara
intensitatea radiatiei emise de un compus in solutie, In scopul determinarii
concentratiei acestuia, avem de-a face cu analiza fluorimetrica. Prin extinderea in
ultraviolet a domeniului pentru lungimea de unda a radiatiei folosite in analiza se
ajunge la analiza spectrofotometrica propriu-zisa [157, 181].

2.2.3.2. Metode cromatografice de analiza a compusului ,,oaspete”

Gaz cromatografia permite separarea unui amestec de compusi in constituenti
individuali prin trecerea unei faze gazoase peste o faza stationara. Faza stationara
poate fi solida sau lichida, astfel ca mecanismele de separare sunt fie partitia, fie
adsorbtia. Exista doud tipuri de cromatografie de gaze: cromatografia gaz-lichid
(GLC) si cromatografia gaz-solid (GSC). Aceasta terminologie a fost inlocuita cu
termenul mai simplu de gaz cromatografie (GC) [116, 157].
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Cromatografia de lichide (LC). Termenul de cromatografie de lichide acopera un
domeniul mai mare de sisteme cromatografice, care include cromatografiile lichid-
solid (LSC), lichid-lichid (LLC), cu schimbatori de ioni si de excluziune molecularg,
toate necesitdand faza mobila lichida. Cromatografia lichida pe coloana, clasica,
utiliza coloane de sticla de diametru mare, umplute cu faza stationara fin divizata,
prin care era percolata faza mobila sub actiunea gravitatiei [56, 116, 157].

Astazi se utilizeaza sisteme de finalta performantd, cunoscute ca HPLC (high
performance/pressure liquid chromatography), care prezintd urmatoarele avantaje:

putere de rezolutie mare;

viteza mare de separare;

monitorizare continua a efluentului din coloana;

masurare cantitativa precisa;

analize repetate si reproductibile, utilizdnd aceeasi coloana;
automatizarea procedeului analitic si a introducerii probei.

Cromatografia in strat subtire. Cromatografia in strat subtire poate fi, de
asemenea, folositoare pentru verificarea formarii complexului, intrucat valorile R¢
sunt alterate considerabil de complexare. Acestea sunt considerabil diminuate,
relevand faptul ca complexul este suficient de stabil in amestec cu solventul utilizat.
Valori R mai mici au fost, de asemenea, observate la compararea amestecurilor
realizate mecanic cu moleculele ,oaspete” pure, indicand faptul ca formarea
complexului poate avea loc si in timpul developarii cromatogramei. Valorile R:
obtinute cu amestecuri mecanice se situeaza intre valoarea R a moleculei oaspete
pure si cea a complexului [56].

2.2.3.3. Metode termoanalitice

In multe cazuri, astfel de metode au fost potrivite pentru determindri cantitative.
Acestea oferd posibilitatea controlului calitatii complecsilor (estimarea procentului
de substanta , oaspete libera” din produs).

(@) Termogravimetria (TG) si Termogravimetria Diferentiald (DTG) vor
furniza date cantitative privind pierderea de masa odatad cu cresterea
temperaturii [182]

(b) Calorimetria de Scanare Diferentiald (DSC) este o masura a variatiei
cantitatii de caldura eliberata sau absorbitd de proba in timpul unui
program de temperatura [183]

(c) Analiza Eliberéarii de Gaz (EGA) reprezintd masurarea specifica a vitezei
evolutiei gazelor sau vaporilor ce parasesc proba in timpul unui
program de temperatura. Prin utilizarea masuratorilor EGA poate fi
estimata cantitatea de compus ,oaspete” necomplexata [184].

Comportarea termica a B-ciclodextrinei este ilustrata in figura 2.2.18. Peste 100°C
probele pierd continutul lor de apa in curent de argon uscat. Pe curba DSC se poate
observa un pic endotermic la 220°C, ce reprezinta o transformare reversibila a B-
ciclodextrinei.
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Descompunerea termicd, insotitd de oxidarea in aer, porneste de la 250°C, iar
topirea apare aproape de 300°C (curba DSC). Aceasta influenteaza forma curbelor
DTG si EGA datorita scaderii temporare a vitezei de descompunere. Autoaprinderea
are loc peste 300°C [184].
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Figura 2.2.18. Curbele termoanalitice ale B-ciclodextrinei. EGA - Evolved Gas Analysis (TEA
- Thermal Evolution Analysis); DSC - Differential Scanning Calorimetry; DTG - Differential
ThermoGravimetry; TG - ThermoGravimetry [184]

2.2.3.4. Alte metode termice

(@) Uscarea. Substantele usor volatile cum sunt solventii, uleiurile volatile
aromatizante etc. pot fi indepartate cantitativ prin uscarea produsului in jur de
100°C (atmosfera sau vid). Compusii ,oaspete” complexati sunt retinuti la
aceasta temperaturda cu o eficienta foarte buna. De exemplu, prin incadlzirea
unui amestec mecanic de ulei de musetel si B-ciclodextrina la 150°C timp de 48
de ore nu s-a observat nici un component al uleiului de musetel nemodificat. La
tratarea similara a unui complex B-ciclodextrind — ulei de musetel se retin mai
mult de 70% din componentii ,oaspete” [56];

(b) Sublimare in vid. Substantele sublimabile pot fi studiate foarte eficient prin
aceasta metoda. Compusul ,oaspete” necomplexat poate fi recuperat cantitativ
din sistemul de racire in timp ce compusul ,0aspete” este foarte puternic legat.
Prin aceastda metoda pot fi determinate, de exemplu, unele substante
aromatizante (mentol, camfor), medicamente (menadiona, acid salicilic) [56];
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(c) TAS-cromatografia (Thermomikro-Abtrenn-Transfer und Auftragsver-fahren
von Substanzen, aplicarea si transferul substantelor prin separare termomicro).
Aceasta tehnica furnizeaza informatii privind complexarea diferitilor componenti
in cazul unui sistem aromatizant multicomponent. Comportarea uleiului de
maghian este tipica pentru acest tip de analiza. In forma pura sau in amestec
cu B-ciclodextrind acesta este antrenat in totalitate la 100°C. Cand este
complexat este pentru prima data detectat cromatografic la temperaturi de
peste 160°C [183];

(d) Termofractografia este similard metodei TAS. In aceastd tehnicd ambele capete
ale tubului sunt deschise si in loc de vapori de apa se utilizeaza un curent
continuu de azot pentru transportul substantelor volatile pe placa TLC inainte
de developare [183];

(e) Cromatografia de gaz pirolitica este similara metodelor descrise mai sus. Se
utilizeaza fie o conectare continua, fie etapizata, la cromatograf, ce permite
detectarea compusilor volatili si conduce la date cantitative ca functie de
temperatura [56].

2.2.3.5. Difractia de raze X

Moleculele ,oaspete” lichide nu produc forme de difractii, desi exista diferente intre
acestea fatd de ciclodextrina necomplexatd, formarea complexului putand fi
considerata probabila. In cazul moleculelor ,oaspete” lichide nevolatile, difractia de
raze X este foarte utila. Cand componentul ,oaspete” este o substanta solida, se
poate face o comparatie intre difractogramele complexului presupus si un amestec
mecanic de ,oaspete” si ciclodextrind (cristalizata in conditii identice ca si
complexul). Cand difractogramele sunt diferite (picurii caracteristici ai unuia sau
mai multor componente dispar si apar noi picuri ca rezultat al experimentului de
complexare), formarea complexului este foarte probabila. In cazul moleculelor mici
structura cristalului poate fi identica cu cea a ciclodextrinei hidratate [185].

Analiza structurald prin cristalografie de raze X este cea mai bund metoda pentru
detectarea formarii complexului. Se poate stabili o relatie geometrica precisa intre
moleculele , 0aspete” si gazda si se pot identifica interactiunile. Aceasta tehnica este
insa prea complicata pentru o utilizare de rutina [185].
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3.1. Separarea si incapsularea moleculara a unor biosisteme
(uleiuri volatile) din diverse parti anatomice ale unor plante
din familia Compositae

3.1.1. Introducere

Prezentul studiu abordeaza posibilitatea de incapsulare si eliberare controlata a
unor sisteme bioactive in matrici de incapsulare (ciclodextrine si liposomi), care
permit, in plus, obtinerea unor forme pulverulente usor manevrabile, cresterea
hidrofiliei produselor, eliberarea lenta (retard) in mediul biologic si prelungirea
timpului de actiune a compusilor bioactivi din plante apartindnd familiei
Compositae.

3.1.2. Materiale si metode

3.1.2.1. Materialele utilizate pentru incapsularea moleculard au fost
biosistemele (uleiuri volatile) separate din diverse parti anatomice a cinci plante din
familia Compositae (musetel - Matricaria chamomilla L., coada soricelului - Achillea
millefolium L., anghinare - Cynara scolymus L., podbal - Tussilago farfara L.,
armurariu - Silybum marianum L.), colectate in primavara-vara anului 2007 din
zona de nord-vest a Romaniei (Muntii Apuseni). Solutia standard de alcani liniari Cg
- C,p, necesara determinarii indicilor Kovats pentru compusii analizati prin GC-MS,
a fost obtinuta de la firma Fluka Chemie AG. Ciclodextrinele (a si B) au fost
achizitionata de la firma Merck. Solventii utilizati pentru analizele cromatografice
(GC-MS si HPLC) au fost de puritate corespunzatoare, respectiv etaloanele
existente au fost in majoritatea cazurilor de puritati >95%.

3.1.2.2. Separarea biosistemelor (uleiuri volatile). Materialul vegetal
utilizat pentru obtinerea uleiurilor volatile a fost curatat, maruntit si supus
antrenarii cu vapori de apa in conditii standard. Vaporii de apa au fost generati
direct, la presiune atmosferica.

Obtinerea biocompusilor prin hidrodistilare. In balonul de antrenare (2000
ml) (figura 3.1.1), cu trei gaturi se introduce material vegetal si 1200 ml apa. In
balonul in forma de para de 25 ml se introduc 15 ml solvent de extractie (hexan).
In ambele baloane se introduce bucatele de portelan poros si se conecteaza la
instalatia de hidrodistilare. Uleiul volatil se colecteaza in hexan. Balonul de
antrenare se incalzeste pe baie de ulei la 120 - 130°C, iar balonul cu solvent pe o
baie de apa la 59-60°C.
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Hidrodistilarea se realizeaza 2.5-3 ore, dupa care se raceste sistemul si se
colecteaza extractul din balonul de 25 ml si cel ramas in tubul central sub forma de
U, se usuca pe sulfat de sodiu anhidru, se filtreaza pe filtru cret si solventul organic
se distila lent sub vid. Cantitatea de ulei volatil se masoara si se determina
randamentul in ulei brut. De asemenea, au fost determinate caracteristicile fizico-

chimice ale uleiurilor.

condensator
Dewar

refrigerent
superior

N - intrare
apa rece

N — iesire

apa

refrigerent
inferior

balon cu

balon de
solvent

antrenare

baie de ulei
120 - 130 °C)

baie de apa
(50 - 60 °C)

Figura 3.1.1. Instalatia de hidrodistilare

Conditiile de extractie ale uleiurilor volatile si caracteristicile fizico-chimice
prezentate in tabelele 3.1.1 si 3.1.2.

sunt
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Tabelul 3.1.1. Conditii de extractie si rezultate obtinute la hidrodistilarea probelor de M.

chamomilla, A. millefolium L, C. scolymus L., Tussilago farfara L. si S. marianum

Nr. Cod Material m v v v
crt. vegetal utlizat (g9) (solvent) (apa) (extract)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_FI_Uuv M. chamomilla (flori) 100.4 15 1200 1.1
2 Cm_Fr_uv M. chamomilla (frunze) 100.7 15 1200 0.9
3 Cm_Rd_UV M. chamomilla (radacina) 96.50 15 1200 0.4
4 Cm_Tu_UV M. chamomilla (tulpind) 100.6 15 1200 0.3
5 Cs_Fl_UV A. millefolium L. (flori) 93.70 15 1200 0.5
6 Cs_Fr_uv A. millefolium L. (frunze) 99.90 15 1200 0.7
7 Cs_Rd_UV A. millefolium L. (réddacinad) 99.90 15 1200 0.9
8 Cs_Tu_UV A. millefolium L. (tulpind) 103.5 15 1200 1.2
9 Ang_FI_UV C. scolymus L.(flori) 98.40 15 1200 0.9
10 Ang_Fr_UVv C. scolymus L.(frunze) 101.1 15 1200 0.6
11 Ang_Rd_UV C. scolymus L.(radacina) 100.3 15 1200 1.1
12 Ang_Tu_UV C. scolymus L.(tulpind) 99.50 15 1200 0.8
13 Potb_Fr_UVv T. farfara L. (frunze) 100.1 15 1200 0.8
14 Potb_Rd_UV T. farfara L. (radacina) 100.3 15 1200 0.5
15 Arm_Se_UV S. marianum (seminte) 51.00 15 1200 0.25

Tabelul 3.1.2. Caracteristici fizico-chimice pentru extractele obtinute la hidrodistilarea
probelor de M. chamomilla, A. millefolium L, C. scolymus L., Tussilago farfara L. si S.
marianum

Nr. Cod Ulei volatil Indice de Densitate

crt refractie la 20°C

1 Cm_FI_Uuv M. chamomilla (flori) 1.4501 0.9117

2 Cm_Fr_uv M. chamomilla (frunze) 1.4445 0.9007

3 Cm_Rd_UV M. chamomilla (radacina) 1.4349 0.8768

4 Cm_Tu_UV M. chamomilla (tulpind) 1.4415 0.8754

5 Cs_Fl_UV Achillea millefolium L. (flori) 1.4503 0.9002

6 Cs_Fr_uv Achillea millefolium L. (frunze) 1.4301 0.8799

7 Cs_Rd_UV Achillea millefolium L. (radacina) 1.4381 0.7966

8 Cs_Tu_UV Achillea millefolium L. (tulpind) 1.4412 0.9235

9 Ang_FI_UV Cynara scolymus L.(flori) 1.4438 0.8797

10 Ang_Fr_UV Cynara scolymus L.(frunze) 1.4399 0.9133

11 Ang_Rd_UV Cynara scolymus L.(rédacind) 1.4491 0.9215

12 Ang_Tu_UV Cynara scolymus L.(tulpind) 1.4516 0.8956

13 Potb_Fr_UV Tussilago farfara L. (frunze) 1.4411 0.8698

14 Potb_Rd_UV Tussilago farfara L. (radacind) 1.4409 0.9216

15 Arm_Se_UV S. marianum (seminte) 1.4507 0.9109

3.1.2.3. Degradarea uleiurilor volatile. S-au pipetat in strat subtire si
uniform volume de ulei volatil de aproximativ 100 mg (musetel - Matricaria
chamomilla L., coada soricelului - Achillea millefolium L., anghinare - Cynara
scolymus L.) in recipiente de sticld cu fund plat de dimensiuni 40 x 40 mm?, care au
fost introduse in cuptor termostatat, cu posibilitate de reglare si masurare a
temperaturii. Probele au fost mentinute la temperaturi de 50°C si 100°C timp de
douad ore, in prezenta aerului la presiune de 1 atm si umiditate relativa de 70%.
Dupa réacire, probele au fost reluate de cinci ori cu cate 1 ml hexan si analizate prin

GC-MS.
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3.1.2.4. Metoda de complexare. a- sau B-ciclodextrina (0.5 mmoli) s-a
dizolvat in apa distilatéa la temperatura de 50+1°C. Peste aceasta solutie s-au
introdus, in picaturi, sub agitare, solutii etanolice de ulei volatil corespunzator unei
molaritati de 1:1 (CD:compus ,oaspete” - pentru compusul principal: a-bisabolol
pentru musetel, B-pinen pentru coada soricelului, B-cubeben pentru anghinare si a-
felandren pentru podbal). Solutia obtinutad s-a agitat lent la temperatura de mai sus
inca 15 minute, apoi s-a racit lent timp de 4 ore (tabel 3.1.3). S-a lasat apoi la
temperatura de 4°C timp de 24 ore pentru finalizarea cristalizarii complecsilor,
cristalele obtinute s-au filtrat, s-au spalat cu putin etanol si s-au uscat in exicator.
Probele astfel obtinute au fost suspuse analizelor TG, DSC si/sau SEM.

Tabelul 3.1.3. Conditii de obtinere a complecsilor de B-ciclodextrind si extractele etanolice
de M. chamomilla, A. millefolium L. si S. marianum

Nr Proba m \") \"/ m Timp Timp Timp Rnd.
(bCD) (apa) (extr) (cplx) picu- perf. racire %
(g9) (ml) (ml) (g9) rare (min) lenta

(min) (ore)

1 ’(‘Zl-ocrgamom’”a 0.671 4 4 0.3946 15 30 4 5881

2 M. chamomilla 0.672 4 4 0.3744 15 30 4 55.71
(frunze)

3 M chamomilla 704 4 4 04148 15 30 4 61.87
(radacina)

4 M chamomilla o ¢713 4 4 04038 15 30 4 60.15
(tulpina)

5 A. m///¢fo//um 0.3356 2 2 0.1685 15 30 4 50.21
L. (flori)

6 A. millefolium 0.6702 4 4 0.4203 15 30 4 62.71
L. (frunze)

7 A -millefolium g 6507 4 4 0.4008 15 30 4 59.76
L. (radacina)

8 A. m//Ie_foZlum 0.6708 4 4 0.406 15 30 4 60.52
L. (tulpina)

g o.maranum g e5q1 4 4 05074 15 30 4 7572
(seminte)

3.1.2.5. Reextractia biocompusilor din complex. Pentru reextractia
biocompusilor din complecsii  cu ciclodextrine, s-au dizolvat cantitati
corespunzatoare din complex in apa distilatd, s-a introdus hexan pentru reextractie
si s-a agitat energic timp de 20 de minute la temperatura de reflux a hexanului,
dupa care s-a racit, stratul organic superior s-a separat, iar stratul apos s-a
reextras in mod similar, inca de trei ori cu hexan. Extractele organice reunite au
fost apoi uscate si analizate prin GC-MS.

3.1.2.6. Degradarea nanocapsulelor/nanoparticulelor. S-au cantarit
cate 100 mg complex ulei volatil/ciclodextrina in recipiente de sticla cu fund plat de
dimensiuni 40 x 40 mm?, s-au divizat fin si s-au repartizat uniform pe toat
suprafata, dupa care au fost introduse in cuptorul termostatat la temperaturi de
50°C si 100°C pentru 2 ore, in prezenta aerului (umiditate relativa 70%) la
presiune atmosferica.
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Dupa racirea probelor, acestea au fost reluate de patru ori cu cate 1 ml apa distilata
si supuse extractiei repetate in hexan pentru recuperarea compusilor volatili si a
compusilor de degradare extractibili.

3.1.2.7. Analiza GC-MS. Pentru analiza biocompusilor s-a folosit un sistem de
analiza gaz cromatografica cuplatd cu un sistem de detectie de spectrometrie de
masa. S-a utilizat un GC Hewlett Packard HP 6890 Series cuplat cu un spectrometru
de masd Hewlett Packard 5973 Mass Selective Detector. Pentru determinarile
cantitative s-a utilizat dodecan drept standard extern.

Conditiile de analiza GC au fost: coloana: HP-5 MS, lungime 30 m, diametru interior
0.25 mm, grosimea filmului de 0.25 um; program de temperatura: 50°C la 250°C
cu o viteza de 6°C/min; temperatura injectorului: 280°C; temperatura detectorului:
280°C; volum de injectie: 2 ul; gaz purtator: He.

Pentru detectorul MS s-a lucrat cu o energie EI de 70eV, la o temperatura a sursei
de 150°C, domeniu de scanare 50-300 amu, vitezd de scanare de 1 s pentru
spectrometria de masa, iar spectrele obtinute (Anexe A.3.1: M. Chamomilla
L.(figura A.3.1.1-GC, figurile A.3.1.2-A.3.1.11-MS), A. Millefolium L. (figurile
A.3.1.12, A.3.1.24-A.3.1.29-GC, figurile A.3.1.13-A.3.1.23-MS), C. Scolymus
L.(figurile A.3.1.30, A.3.1.36-A.3.1.38-GC), figurile A.3.1.31-A.3.1.35-MS), T.
Farfara L. (figurile A.3.1.39, A.3.1.53-A.3.1.54-GC), figurile A.3.1.40-A.3.1.52-
MS)) au fost comparate cu o baza de date NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 2.0
(2002).

3.1.2.8. Analiza TG. Analiza termogravimetricd pentru complecsii uleiuri
volatile/ ciclodextrine s-a efectuat pe un aparat TG 209 NETZSCH, cu un program
de temperatura de 20 - 200°C cu o viteza de incalzire de 4°C/min, apoi 200 -
900°C cu o vitezd de incalzire de 10°C/min. Determinarile s-au efectuat sub
atmosfera de azot.

3.1.2.9. Analiza DSC. Calorimetria de scanare diferentiald (DSC) a fost
realizata pe un aparat DSC 204 Netzsch, cu un program de temperatura de -
50+200°C, cu o viteza de incalzire de 4°C/min.

3.1.2.10. Analiza SEM. Pentru unele nanoparticule uleiuri volatile/ciclodextrine
s-a realizat analiza prin microscopie cu scanare electronica (SEM) pentru evaluarea
morfologiei cristalelor si a dimensiunilor aproximative ale acestora. In acest scop s-
a utilizat un aparat de microscopie electronica cu scanare tip JEOL JSM 5510-LV.

3.1.2.11. Modelarea moleculara. Modelarea moleculard pentru compusii
principali din uleiurile volatile obtinute din specii din familia Compositae
(camazulena, bisabolol, bisabolol-oxizii A si B, cariofilend si compusi oxigenati),
pentru a- si B-ciclodextrind, respectiv docarea biocompusilor in ciclodextrine s-a
realizat cu ajutorul pachetului de programe HyperChem (programul de mecanica
moleculara MM+), folosindu-se un gradient RMS de 0.01 kcal/mol. Pentru
optimizare s-a utilizat algoritmul Polak-Ribiere cu gradient conjugat.
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Pentru modelarea moleculara a biocompusilor s-a procedat in modul urmator:
fiecare compus a fost construit separat cu ajutorul pachetului de programe amintit.
S-au atribuit automat lungimile specifice legaturilor si unghiurile de legatura
corespunzatoare, apoi s-au definit unghiurile de torsiune care sa fie luate in
considerare pentru efectuarea analizei conformationale (vezi mai jos), In urma
careia s-au identificat conformatiile cele mai stabile din punct de vedere
termodinamic, care au fost utilizate in continuare in experimentele teoretice de
docare si determinare a energiei de interactiune.

Modelarea moleculara a a- si B-ciclodextrinei s-a realizat tot prin mecanica
moleculara, insa aceste structuri au fost construite in concordanta cu datele de raze
X din literatura de specialitate, deoarece numarul foarte mare de unghiuri de
torsiune necesare a fi variat intr-o analiza conformationala este foarte mare. Dupa
constructia structurii ciclodextrinelor, acestea au fost optimizate prin metoda
prezentatd, cu obtinerea unei conformatii cu minim energetic local, care a fost
utilizata n continuare in experimentele de docare.

Docarea biocompusilor in conformatie de energie minima in a- si B-ciclodextrina s-a
realizat prin pozitionarea structurii biocompusilor (bisabolol, bisabolol-oxid A,
bisabolol-oxid B, camazulena, cariofilena, cariofilen-oxid) fie spre baza mare a
ciclodextrinei (ce contine grupele hidroxil secundare), fie spre baza mica a acesteia
(ce contine grupele hidroxil primare), pe axa OZ (corespunzatoare structurii
“tronconice” a ciclodextrinei, axa ce trece prin centrele celor doua baze) la o
distanta intre centrele de greutate ale celor doua structuri implicate in interactiune
de ~8A. Cele mai mari energii de interactiune (cea mai mica energie absolutd a
complexului, valoare care a fost scazuta din suma energiilor absolute ale celor doua
componente ale complexului, modelate molecular separat, pentru obtinerea
energiei de interactiune) au fost obtinute pentru cazul orientarii structurii
biocompusului spre baza mare a ciclodextrinei, ce contine gruparile hidroxil
secundare.

3.1.2.12. Analiza conformationald. Analiza conformationald s-a realizat cu
programul Conformational Search din pachetul de programe HyperChem. S-a lucrat
in modul urmator: structura biocompusului intr-o conformatie oarecare, dar cu
lungimi de legatura si unghiuri de legatura definite, a fost conectat la programul de
analiza conformationalda prin alocarea tuturor unghiurilor de torsiune definite. Au
fost setate domeniile de variatie ale unghiurilor de torsiune, criteriul energetic de
acceptare a conformatiei, conditiile pentru anularea conformatiilor similare si a
duplicatelor, programul de optimizare de mecanica moleculara, algoritmul de lucru
si gradientul de optimizare, respectiv numarul maxim pentru iteratii, optimizari si
conformatii retinute (inregistrate). Conformatia de start pentru fiecare optimizare a
fost aleasa aleator pe baza unui criteriu ce tine cont de ora indicata de calculator.
S-a utilizat pentru experimentul de docare doar prima dintre conformatii, cea mai
stabild (cu energia absolutd cea mai mica). Conditiile de lucru sunt cele prezentate
mai jos:

» variatia unghiurilor de torsiune flexibile: £60° - +1809;
» criteriu energetic de acceptare a conformatiei: 4 kcal/mol peste minim;
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Y

anularea conformatiilor: pentru atomii cu distante mai mici de 0.5 A si
pentru diferente de unghiuri de torsiune sub 159;

conformatii duplicat: diferente de energie sub 0.05 kcal/mol;

program de optimizare: MM+;

algoritm de optimizare: Polak-Ribiere;

gradient RMS de optimizare: 0.005 kcal/mol;

numar maxim de iteratii: 500;

numar maxim de optimizari: 500;

numar de conformatii maxim retinut: 50.

YVVVYVYVYVYY

Calculul parametrilor structurali. Clasele de descriptori structurali calculati
pentru conformatiile de minima energie au fost:

Descriptori constitutionali (47 descriptori);

Descriptori topologici (262 descriptori);

Descriptori de deplasare moleculara (21 descriptori);

Descriptori topologici rezultati din matricea de adiacenta, BCUT (64
descriptori);

Descriptori topologici Galvez (21 descriptori);

Descriptori de autocorelare 2D (96 descriptori);

Descriptori de sarcina (14 descriptori);

Descriptori ai aromaticitatii (4 descriptori);

Descriptori ai profilului molecular Randic (41 descriptori);

Descriptori geometrici (58 descriptori);

Descriptori rezultati din functiile radiale centrate pe distantele interatomice,
RDF (150 descriptori);

Descriptori 3D-Morse (160 descriptori);

Descriptori WHIM (99 descriptori);

Descriptori topologici Getaway (197 descriptori);

Descriptori functionali (121 descriptori);

Descriptori ai fragmentelor centrate pe atomi (120 descriptori);

Descriptori empirici (3 descriptori);

Proprietati moleculare (3 descriptori).

VVVYVYYVY Y V VY

YVVVVYVYVVYY

Pentru calculul acestor descriptori s-a utilizat programul Dragon 2.1 2002 (Bracco
Imaging S.p.A.), care permite importarea structurilor 3D din pachetul HyperChem
7.01.

3.1.2.13. Analiza componentelor principale (PCA) pentru
nanocapsulele uleiuri volatile/B-ciclodextrind. Analiza componentelor
principale, utilizand ca date de intrare procentele masice GC ale compusilor
identificati Tn uleiurile volatile proaspete si recuperate din complecsi, s-a realizat cu
ajutorul programului The Unsrambler 6.1 (Computer-Aided Modeling AS,
Trondheim).

Analiza componentelor principale (PCA-Principal Component Analysis) formeaza
baza pentru analiza multivariatd a datelor. PCA presupune o aproximare a tabelului
de date, matricea de date X, printr-un produs de doua matrici de dimensiuni mai
reduse, T si P, ce retin doar informatia utila din X. Reprezentarea grafica a
coloanelor lui T da o imagine privind “formele obiectului” pentru X si, in mod
analog, reprezentarea liniilor matricii P conduce la “formele variabilelor”.
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Aceasta metoda de analiza lucreaza in modul urmator:

e se cauta o directie in spatiul proprietatilor dupa care datele au varianta maxima;
directia respectiva se numeste prima componenta principala (PC1) si fiecare
formda se proiecteazd pe aceastd directie, rezultand astfel o reprezentare
monodimensionala a datelor.

e se poate cauta si o a doua componenta principalda (PC2), a carei directie este
perpendiculara pe prima si respecta conditia de variantd maxima.

Matricea X(N,K) a datelor, cu N puncte in spatiul K-dimensional

In figurd se prezintd un spatiu tridimensional si prima component3 principald (PC1).
“Scorul” unui obiect, (t;), este proiectia sa ortogonald pe aceasta directie, iar
coeficientii directionali ai liniei formeaza vectorul “loading”, px.

Fundamentul matematic al analizei PCA porneste de la centrarea coloanelor matricii
X fata de medie:

1 N
xcent,g'/' = xij _'xj; xj :Nzxij
i=1

Gasirea noilor axe PC reprezinta, de fapt, rotirea axelor sistemului de coordonate
original, astfel ca:

r=X-P

unde: X(N,K) - matricea variabilelor independente;
P(K,K) - matricea de rotatie (cosinusurile directoare de rotatie).

Determinarea matricii de rotatie P se poate face prin mai multe metode:
manipularea relatiei matriciale de mai sus pentru a obtine o problema de vectori
proprii - valori proprii, metode iterative (NIPALS), descompunere in valori singulare

(SDV).
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Matricea T va contine coloanele t; cu varianta din ce in ce mai micd, la deplasarea 1
— K, astfel incat continutul de informatie se va modifica in acelasi mod. Se poate
scrie:

Matricea P contine coloane ortogonale (din principiul metodei), astfel ca inversa si
transpusa acesteia sunt identice. Prin calcule simple, relatia matriciala de mai sus
devine:

X=r-P'=17-P"

cu X contindnd atat informatie utild, cat si zgomot. Din considerentele prezentate
mai sus rezultd cd se poate stabili un numar de componente principale, A, ce
poseda informatia utild, restul fiind doar zgomot ce se acumuleaza in asa-numita
matrice a erorilor, E. Ecuatia de mai sus devine:

X(N,K)="T(N,A)."P"(4,K)+ E(N,K)="X(N,K)+ E(N,K)

unde matricea ‘T reprezintd matricea inregistrarilor (scores), iar ‘P’ este matricea
incarcdrilor (loadings). Tindnd cont de centrarea valorilor x;; in jurul valorilor medii,
relatia devine:

X(N,K)=I(N,I)-x" (1, K)+'T(N,A)-"P"(4,K)+ E(N,K)

unde 1 este un vector cu elemente 1, iar X este vectorul avand ca elemente
valorile medii.

Existd mai multe metode de stabilire a numarului de componente principale, A, cele
mai utilizate fiind procedeele care folosesc valorile proprii ale componentelor
principale (descompunere in valori singulare), metodele de reprezentare grafica a
variantelor functie de numarul de componente principale sau procedeele de validare
incrucisata.

Reprezentarea vectorilor t unul fatd de altul (¢, = f(t)) poate da informatii
referitoare la similaritati si posibila grupare a obiectelor studiate. In acelasi mod,
reprezentarea vectorilor p, = f(ps) scoate in evidenta similaritatile dintre
proprietatile studiate, dar si importanta relativa a anumitor variabile (proprietati) in
construirea modelului. Analiza multivariatda in general si analiza componentelor
principale (PCA) in special sunt instrumente de analiza statistica foarte puternice,
care permit extragerea informatiilor utile din cangité;i mari de date, care pot fi
marimi mai mult sau mai putin independente. In domeniul alimentar, analiza
multivariata este foarte mult utilizata in special in analiza senzoriala (unde nu
exista variabile dependente bine definite), dar si in clasificarea si evidentierea
importantei unor caracteristici in cazul falsificarii unor alimente, a stabilirii zonelor
de provenienta sau gasirea similaritatilor intre diferite sorturi alimentare.
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3.1.3. Rezultate si discutii

In cazul musetelului (Matricaria chamomilla L.) s-au separat si analizat
biosisteme de tip ulei volatil din flori, frunze, tulpina si raddcind, cele mai bune
randamente fiind obtinute pentru flori (~0.5%). In tabelele 3.1.4a 3.1.4b, 3.1.5a,
3.1.5b sunt prezentate comparativ continutul in principalii compusi ai:

- uleiurilor volatile brute obtinute prin hidrodistilare;

- uleiurilor volatile obtinute dupa eliberarea lor din complexul cu
ciclodextring;

- uleiurilor volatile brute/recuperate supuse degradarii la 50°C respectiv
100°C.

Tabel 3.1.4a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Matricaria chamomilla L. (Salonta flori), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area Area% Area% Area%
(min) % (cplx) (uv*50) (uv*100)
(flori) (flori) (flori) (flori)
1 3.636 Hexanal 0.11 0.1 0.1 0
Butanoic acid, 2-methyl-,
2 4.359 ethyl ester 0.54 0.4 0.5 0.2
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.1 0.1 0.1 0
4 4.711 1-Hexanol 0.03 0.03 0.01 0.01
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol
11 8.572 Ocimen 0.51 0.5 0.4 0.3
12 8.854 Artemisia ketone 1.24 1.2 1.1 1.2
13 9.388 Artemisia alcohol 0.51 0.5 0.5 0.4
14 11.754 Borneol
15 12.259 alpha-Terpineol
16 13.91 Tuienyl acetate
2-Cyclohexene-1-methanol,
17 13.99 2,6,6-trimethyl-
18 17.373 Caryophyllene 0.7 0.7 0.7 0.3
19 17.878 beta-Farnesen 1.17 1.2 1 0.4
20 18.131 Humulen 0.11 0.1 0.1 0
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.22 0.2 0.3 0.4
22 18.654 beta-Cubeben 0.59 0.5 0.5 0.4
23 18.954 Elixen 0.66 0.7 0.6 0.4
24 20.61 Spatulenol
25 20.74 Caryophyllene oxide
26 20.98 Ledol
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 18.83 19 19 21
28 22.626 alpha-Bisabolol 30.93 30 28.8 23.4
29 23.548 Camazulene 3.62 3.4 2.9 2.6
30 23.836 Bisabolol-oxid A 12.52 12.45 12.22 13.11
1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-
31 26.133 ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)- 13 12 13.01 12.8
32 27.22 Hexadecanoic acid
33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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Tabel 3.1.4b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Matricaria chamomilla L. (Salonta frunze), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (frunze) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(frunze) (frunze) (frunze)
1 3.636 Hexanal 0.09 0.1 0.1 0.02
2 4359 Butanoicacid, 2-methyl-, 0.02 0.01 0.01 0.01
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.15 0.14 0.12 0.06
4 4.711 1-Hexanol 0.02 0.01 0.01 0.01
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol
11 8.572 Ocimen 0.4 0.3 0.35 0.28
12 8.854 Artemisia ketone 0.11 0.1 0.1 0.08
13 9.388 Artemisia alcohol 0.05 0.05 0.04 0.045
14 11.754  Borneol
15 12.259 alpha-Terpineol
16 13.91 Tuienyl acetate
2-Cyclohexene-1-methanol,
17 13.99 5 6 6-trimethyl-
18 17.373 Caryophyllene 5.36 5.1 5.11 4.2
19 17.878 beta-Farnesen 0.2 0.2 0.2 0.16
20 18.131 Humulen 0.66 0.61 0.63 0.49
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.12 0.1 0.13 0.92
22 18.654 beta-Cubeben 3.46 3.2 3 2.9
23 18.954  Elixen 0.56 0.5 0.49 0.44
24 20.61 Spatulenol
25 20.74 Caryophyllene oxide
26 20.98 Ledol
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 0.92 1 1.1 1.4
28 22.626 alpha-Bisabolol 3.38 3.2 3 2.92
29 23.548 Camazulene 18.69 18 18.2 16.34
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.42 0.4 0.4 0.39
1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-
31 26.133 ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)- 32.09 32 31.1 32
32 27.22 Hexadecanoic acid
33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl
ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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Tabel 3.1.5a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Matricaria chamomilla L. (Salonta radacind), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (rad) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(rad) (rad) (rad)
1 3.636 Hexanal 0.1 0.1 0.09 0.1
5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.02 0.01 0.01 0.02
4 4.711 1-Hexanol 0.02 0.02 0.02 0.01
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene

10 8.34 Eucaliptol

11 8.572 Ocimen 0.19 0.18 0.15 0.16
12 8.854 Artemisia ketone

13 9.388 Artemisia alcohol

14 11.754 Borneol

15 12.259 alpha-Terpineol

16 13.91 Tuienyl acetate

2-Cyclohexene-1-methanol,

171399 ¢ 6-trimethyl-

18 17.373 Caryophyllene 6.37 6.2 5.5 5.1

19 17.878 beta-Farnesen 1.83 1.8 1.6 1.1

20 18.131 Humulen 0.92 0.9 0.81 0.65
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.18 0.2 0.21 0.35
22 18.654 beta-Cubeben 4.8 4.5 4.6 3.9

23 18.954  Elixen 1 1 1 0.8

24 20.61 Spatulenol

25 20.74 Caryophyllene oxide

26 20.98 Ledol

27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 0.86 0.88 0.91 1.1

28 22.626 alpha-Bisabolol 2.5 2.4 2.4 2.1

29 23.548 Camazulene 27.4 25 25.1 22.2
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.45 0.47 0.51 0.55
31 26.133 1/6-Dioxaspiro[4.4]non-3- 4.64 4 4.1 3.93

ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)-
32 27.22 Hexadecanoic acid

33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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Tabel 3.1.5b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Matricaria chamomilla L. (Salonta tulpind), brut, dupad recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (tulp) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(tulp) (tulp) (tulp)
1 3.636 Hexanal 0.07 0.05 0.04 0.04
2 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.04 0.03 0.03 0.02
4 4,711 1-Hexanol 0.01
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol
11 8.572 Ocimen 0.57 0.5 0.46 0.44
12 8.854 Artemisia ketone
13 9.388 Artemisia alcohol
14 11.754 Borneol
15 12.259 alpha-Terpineol
16 13.91 Tuienyl acetate
2-Cyclohexene-1-methanol,
17 13.99 5 & 6-trimethyl-
18 17.373 Caryophyllene 3.55 3.5 3.2 2.8
19 17.878 beta-Farnesen 5.07 5 4.8 4.9
20 18.131  Humulen 0.58 0.5 0.44 0.44
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.11 0.2 0.19 1.1
22 18.654 beta-Cubeben 2.93 2.9 2.2 2.2
23 18.954 Elixen 1.4 1.4 1.2 1.2
24 20.61 Spatulenol
25 20.74 Caryophyllene oxide
26 20.98 Ledol
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 0.59 0.6 0.55 0.39
28 22.626 alpha-Bisabolol 1.53 1.5 1.4 1.2
29 23.548 Camazulene 16.08 15 14.6 12.2
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.6 0.6 0.63 0.65
1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-
31 26.133 ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)- 33.19 32 33.8 31.1
32 27.22 Hexadecanoic acid
33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate
uv* = ulei volatil
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Figura 3.1.2. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din flori de musetel
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Figura 3.1.9. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din radacinad de musetel

Analiza GC-MS a biosistemelor a indicat concentratii insemnate pentru a-bisabolol
(26-31%; la RT 22.6 min), bisabolol-oxizi A si B (12-14% si 18-26% la RT 23.8 si
22.1 min) si camazulena (3-3.6% la la 23.5 min) in cazul uleiului volatil din flori
(dependent de partea anatomica a plantei din care s-a extras uleiul volatil) (tabel
3.1.4a 3.1.4b, 3.1.5a, 3.1.5b si figurile 3.1.2-3.1.6).

in cazul uleiului volatil din frunze, a-bisabololul a fost doar 2.4-3.3%, bisabolol-
oxizii 0.4-2.4%, iar camazulena 18.7%, aici sesquiterpenele fiind majoritare (figura
3.1.7).

Tulpina si raddacina au prezentat un numar redus de compusi, cei interesanti
(bisabololi si camazulene), fiind in concentratii mai putin semnificative (figurile
3.1.8 si 3.1.9).
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3.1 - Separarea si incapsularea moleculara a unor biosisteme 63

In cazul uleiului volatil extras din diverse parti din coada soricelului (Achillea
millefolium L.), in cazul florilor, componentele principale au fost mono- si
sesquiterpenele (pineni, cariofilen, cubeben), dar si a-bisabololul (0.7-2.6%, la RT
22.6 min) si camazulena (11.7-12.9% la RT 23.6 min) (tabelele 3.1.6a, 3.1.6b,
3.1.7a si 3.1.7b, figurile 3.1.10 si 3.1.11).

Tabel 3.1.6a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Achillea millefolium L. (Salonta flori), brut, dupd recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (flori) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(flori) (flori) (flori)
1 3.636 Hexanal
5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)-
4 4.711 1-Hexanol
5 6.078 alpha-Pinen 3.4 3.2 3.3 3
6 6.948 beta-Phellandrene 12.1 12 11.4 10.3
7 7.112 beta-Pinen 17.2 17.2 16.3 13.9
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol 6.8 6.7 6.7 5.9
11 8.572 Ocimen 0.4 0.5 0.4 0.2
12 8.854 Artemisia ketone
13 9.388 Artemisia alcohol
14 11.754 Borneol 1.5 1.5 1.3 1.3
15 12.259 alpha-Terpineol 2.1 2 2 1.8
16 13.91 Tuienyl acetate 1.3 1.3 1.1 1

2-Cyclohexene-1-methanol,

171399 ¢ 6-trimethyl-

18 17.373 Caryophyllene 6 5.9 5.8 4.9
19 17.878 beta-Farnesen

20 18.131 Humulen

21 18.243 Caryophyllene oxide

22 18.654 beta-Cubeben 4.2 4 4 3.8
23 18.954  Elixen

24 20.61 Spatulenol

25 20.74 Caryophyllene oxide 2.1 2 2.2 3
26 20.98 Ledol 2.5 2.4 2.4 2.4
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B

28 22.626 alpha-Bisabolol 0.68 0.6 0.6 0.56
29 23.548 Camazulene 12.9 12.6 12.4 11.4
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.08

1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-

31 26.133 ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)-
32 27.22 Hexadecanoic acid

33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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In uleiul volatil din frunze acesti compusi s-au gasit in concentratii de 9.6-16% si,
respectiv, 8.7-9.7% (figura 3.1.12).

in anexele A.3.1 (figurile A.3.1.26-A.3.1.29) sunt prezentate cromatogramele
pentru acelasi tip de extract din Achillea millefolium L. recoltatd din altd locatie
(Campeni - Alba).

Tabel 3.1.6b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Achillea millefolium L. (Salonta frunze), brut, dupd recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (frunze) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(frunze) (frunze) (frunze)

1 3.636 Hexanal 0.02

5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,

ethyl ester

3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.04

4 4.711 1-Hexanol 0.01

5 6.078 alpha-Pinen 1.2 1.1 1.1 0.9
6 6.948 beta-Phellandrene 8 8.1 7.8 7.7
7 7.112  beta-Pinen 9.9 9.8 9.6 9
8 7.69 alpha-Phellandrene

9 8.12 Cymene

10 8.34 Eucaliptol 7.7 7.5 8.1 8
11 8.572 Ocimen 0.18 0.2 0.14 0.15
12 8.854 Artemisia ketone

13 9.388 Artemisia alcohol

14 11.754 Borneol 2.3 2.2 2.2 2.1
15 12.259 alpha-Terpineol 3.3 3.1 3 2.9
16 13.91  Tuienyl acetate 0.55 0.6 0.54 0.51

2-Cyclohexene-1-methanol,

171399 5 & 6-trimethyl-

18 17.373 Caryophyllene 2.3 2.2 2.1 1.6
19 17.878 beta-Farnesen 0.6 0.56 0.6 0.5
20 18.131 Humulen 0.3 0.3 0.2 2
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.24 0.3 0.27 0.8
22 18.654 beta-Cubeben 1.15 1.1 1 0.7
23 18.954  Elixen 0.52 0.5 0.5 0.44
24 20.61 Spatulenol

25 20.74 Caryophyllene oxide 2.7 2.8 2.9 3.2
26 20.98 Ledol 1.8 1.8 1.7 1.4
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 7.3 7.6 7.6 8.1
28 22.626 alpha-Bisabolol 16 15.7 15.6 14.9
29 23.548 Camazulene 9.7 9.8 9.8 10.1
30 23.836 Bisabolol-oxid A 2.8 2.8 2.9 3.1
31 26.133 1/6-Dioxaspiro[4.4]non-3- 1.7 1.5 1.5 1.5

ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)-
32 27.22 Hexadecanoic acid

33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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Tulpina si radacina au prezentat si In acest caz concentratii reduse din acesti
compusi, desi concentratiile relative au fost ridicate in cazul camazulenei.

Tabel 3.1.7a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Achillea millefolium L. (Salonta radacind), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (rad) (cplx) (uv* 50) (uv* 100)
(rad) (rad) (rad)
1 3.636 Hexanal 0.11
2 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)-
4 4,711 1-Hexanol
5 6.078 alpha-Pinen 0.4 0.4 0.3 0.3
6 6.948 beta-Phellandrene 2.56 2.5 2.3 2.2
7 7.112 beta-Pinen 4.2 4 3.8 3.5
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol 0.64 0.6 0.6 0.62
11 8.572 Ocimen 0.08
12 8.854 Artemisia ketone
13 9.388 Artemisia alcohol
14 11.754 Borneol 0.64 0.6 0.6 0.49
15 12.259 alpha-Terpineol 0.36 0.3 0.28 0.26
16 13.91 Tuienyl acetate 0.32 0.3 0.3 0.3
2-Cyclohexene-1-methanol,
17 13.99 2,6,6-trimethyl-
18 17.373 Caryophyllene 5.04 5 5.1 4.3
19 17.878 beta-Farnesen 0.42 0.4 0.41 0.38
20 18.131 Humulen 0.63 0.6 0.55 0.57
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.22 0.35 0.38 0.44
22 18.654 beta-Cubeben 3.59 3.6 3.4 3.3
23 18.954  Elixen 0.71 0.7 0.7
24 20.61 Spatulenol
25 20.74 Caryophyllene oxide 4.43 4.7 4.8 5.4
26 20.98 Ledol 3.62 3.6 3.5 3.3
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 3.48 3.61 3.88 4.11
28 22.626 alpha-Bisabolol 10.27 10.1 10.1 9.8
29 23.548 Camazulene 33.82 33 32.8 31.1
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.97 1.1 1.1 1.2
31 26.133 1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-

ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)-
32 27.22 Hexadecanoic acid
33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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Tabel 3.1.7b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Achillea millefolium L. (Salonta tulpind), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (tulp) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(tulp) (tulp) (tulp)

1 3.636 Hexanal
5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,

ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)-
4 4.711 1-Hexanol
5 6.078 alpha-Pinen 0.67 0.6 0.6 0.55
6 6.948 beta-Phellandrene 3.18 3 2.9 2.8
7 7.112 beta-Pinen 0.11 0.1 0.1
8 7.69 alpha-Phellandrene
9 8.12 Cymene
10 8.34 Eucaliptol 0.2 0.2
11 8.572 Ocimen
12 8.854 Artemisia ketone
13 9.388 Artemisia alcohol
14 11.754 Borneol 0.45 0.4 0.4 0.38
15 12.259 alpha-Terpineol 0.66 0.6 0.56 0.5
16 13.91 Tuienyl acetate 0.87 0.8 0.79 0.88

2-Cyclohexene-1-methanol,
17 13.99 2,6,6-trimethyl-
18 17.373 Caryophyllene 7.67 7.6 7.3 6.7
19 17.878 beta-Farnesen 0.11
20 18.131 Humulen 1.02 1.1 1.1 0.7
21 18.243 Caryophyllene oxide 0.19 0.2 0.2 0.1
22 18.654 beta-Cubeben 5.6 5 5.1 4.9
23 18.954  Elixen 0.51 0.5 0.5
24 20.61 Spatulenol
25 20.74  Caryophyllene oxide 2.42 2.5 2.5 3.1
26 20.98 Ledol 3.24 3.1 3.2 3.1
27 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 0.69 0.71 0.7 0.8
28 22.626 alpha-Bisabolol 0.76 0.6 0.55 0.53
29 23.548 Camazulene 45.79 45.2 43.9 41.3
30 23.836 Bisabolol-oxid A 0.11

1,6-Dioxaspiro[4.4]non-3-

31 26.133 ene, 2-(2,4-hexadiynylidene)-
32 27.22 Hexadecanoic acid

33 27.731 Hexadecanoic acid, ethyl ester
34 30.404 Ethyl Oleate

uv* = ulei volatil
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in cazul anghinarei (Cynara scolymus L.), principalul compus identificat a fost -
cubebenul, in special in flori, tulpind si radacina (38%, 39% si, respectiv, 25%)
(tabelele 3.1.8a, 3.1.8b, 3.1.9a si 3.1.9b, figurile 3.1.13 si 3.1.14), in frunze fiind
identificat (E)-2-hexenalul (20%).

Tabel 3.1.8a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Cynara scolymus L. (Campeni flori), brut, dup@ recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (flori) (cplx) (uv* 50) (uv* 100)
(flori) (flori) (flori)
1 3.636 Hexanal 2.91 2.7 2.83 2.1
2 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-, 0.16 0.1 0.14
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 4.08 4.1 3.78 3.45
4 17.373 Caryophyllene 5.01 5.03 4.67 4.22
5 17.878 beta-Farnesen 0.07 0.1
6 18.131 Humulen 1.18 1.2 1.2 1.01
7 18.243 Caryophyllene oxide 0.06
8 18.654 beta-Cubeben 38.24 37.69 36.6 33.88
9 18.954  Elixen 5.43 5.3 5.1 4.8
10 20.61 Spatulenol 1.52 1.5 1.34 1.31
11 20.74 Caryophyllene oxide 3.71 3.5 3.1 2.56
12 20.98 Ledol 0.6
13 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 1.22 1.1 1.1
14 22.626 alpha-Bisabolol 2.66 2.43 2.1 1.89
15 23.548 Camazulene 0.09
16 23.836 Bisabolol-oxid A

uv* = ulei volatil

Tabel 3.1.8b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Cynara scolymus L. (Campeni frunze), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (frunze) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(frunze) (frunze) (frunze)
1 3.636 Hexanal 5.2 5 5.1 4.6
2 4359 Butanoic acid, 2-methyl-, 0.9 0.8 0.8 0.6
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 20.24 20.4 19.89 17.8
4 17.373 Caryophyllene 0.55 0.56 0.49 0.39
5 17.878 beta-Farnesen
6 18.131  Humulen 0.32 0.3 0.3 0.25
7 18.243 Caryophyllene oxide
8 18.654 beta-Cubeben 6.46 6.4 6.1 5.78
9 18.954  Elixen 2.59 2.5 2.5 2.34
10 20.61 Spatulenol 3.77 3.5 3.2 2.89
11 20.74 Caryophyllene oxide 4.51 4.59 5.01 5.56
12 20.98 Ledol
13 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 1.33 1.32 1.2 1.08
14 22.626 alpha-Bisabolol 0.51 0.45 0.4 0.4
15 23.548 Camazulene
16 23.836 Bisabolol-oxid A

uv* = ulei volatil
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B-cubeben (din anghinare)

Tabel 3.1.9a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Cynara scolymus L. (Campeni radacind), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (rad) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(rad) (rad) (rad)
1 3.636 Hexanal 2 1.7 1.8 1.5
5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 0.83 0.8 0.8 0.6
4 17.373 Caryophyllene 3.49 3.3 3.1 2.88
5 17.878 beta-Farnesen
6 18.131 Humulen 0.73 0.7 0.7 0.49
7 18.243 Caryophyllene oxide
8 18.654 beta-Cubeben 25.21 24.55 23.5 21.1
9 18.954  Elixen 3.32 3.2 3.4 3.1
10 20.61 Spatulenol
11 20.74 Caryophyllene oxide 4.61 4.68 5.01 5.67
12 20.98 Ledol
13 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 13.31 13.1 13.9 14
14 22.626 alpha-Bisabolol 1.32 1.3 1.45 1.47
15 23.548 Camazulene
16 23.836 Bisabolol-oxid A

uv* = ulei volatil
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Tabel 3.1.9b. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Cynara scolymus L. (Campeni tulpind), brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa

degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (tulp) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(tulp) (tulp) (tulp)
1 3.636 Hexanal 2.82 2.8 2.6 2.54
2 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-, 0.18
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 5.52 5.5 5.2 4.6
4 17.373 Caryophyllene 4.68 4.6 4.1 3.78
5 17.878 beta-Farnesen 0.36 0.3
6 18.131 Humulen 0.98 0.1 0.91 0.65
7 18.243 Caryophyllene oxide 0.04
8 18.654 beta-Cubeben 39.07 39 37.68 34.55
9 18.954  Elixen 4.95 4.4 4.34 4.1
10 20.61 Spatulenol 1.53 1.5 1.43 1.44
11 20.74 Caryophyllene oxide 4.17 4.56 5.01 5.55
12 20.98 Ledol 0.88 0.6
13 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 1.16 1.3 1 1.4
14 22.626 alpha-Bisabolol 5.79 5.9 6.2 6.15
15 23.548 Camazulene
16 23.836 Bisabolol-oxid A

uv* = ulei volatil

Pentru podbal (Tussilago farfara L.), a-bisabololul a fost cel mai concentrat in
frunze (21%, RT 22.6 min), insa a prezentat o concentratie relativ ridicata si in
radacina si tulpina (14-17%). In ultimele doua cazuri, felandrenul si cimenul au fost
identificate in concentratii relativ ridicate (8.7-16.9%, RT 7.7 min si 12.7-22.3% RT
8.1 min, tabel 3.1.10a, 3.1.10b si figurile 3.1.15-3.1.17).

Tabel 3.1.10a. Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv)

din Tussilago farfara L. (Campeni frunze),
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

brut, dupa recuperare din complex (cplx) si dupa

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (frunze) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(frunze) (frunze) (frunze)
1 3.636 Hexanal
> 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 1.08 1.1 0.69 0.6
4 4.711 1-Hexanol
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene 0.79 0.7 0.7
9 8.12 Cymene
10 11.754 Borneol 0.75 0.7 0.7 0.61
11 12.259 alpha-Terpineol
12 13.91 Tuienyl acetate
2-Cyclohexene-1-methanol,
13 13.99 2,6,6-trimethyl- 2.81 2.8 2.7 2.7
14 17.373  Caryophyllene 6.59 6.3 6.1 5.67
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Tabel 3.1.10a. Continuare

RT ) Area% Area% Area% Area%
Nr. (min) Denumire (frunze) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(frunze) (frunze) (frunze)
15 17.878 beta-Farnesen
16 18.131 Humulen 1.63 1.6 1.34 1.22
17 18.243 Caryophyllene oxide
18 18.654 beta-Cubeben 6.52 6.5 6.1 5.89
19 18.954  Elixen 1.15 1.1 1.1 0.94
20 20.61 Spatulenol 2.25 2.2 2.05 1.88
21 20.74 Caryophyllene oxide 12.31 12.3 12.1 11.1
22 20.98 Ledol 3.76 3 3.1 2.8
23 22.073 alpha-Bisabolol oxid B 2.76 2.7 2.8 2.97
24 22.626 alpha-Bisabolol 20.65 20 19.5 17.9
25 23.548 Camazulene 7.18 7.3 6.78 6.33
26 23.836 Bisabolol-oxid A 0.91 0.79 0.9

uv* = ulei volatil

Tabel 3.1.10b.Concentratiile relative ale principalilor componenti ai uleiurilor volatile (uv) din
Tussilago farfara L. (Campeni radacind), brut, dupd recuperare din complex (cplx) si dupa
degradare la 50°C si respectiv la 100°C

Nr. RT Denumire Area% Area% Area% Area%
(min) (rad) (cplx) (uv*50) (uv*100)
(rad) (rad) (rad)
1 3.636 Hexanal 3 3.1 2.45 2.21
5 4.359 Butanoic acid, 2-methyl-,
ethyl ester
3 4.488 2-Hexenal, (E)- 1.83 1.8 1.56 1.5
4 4.711 1-Hexanol
5 6.078 alpha-Pinen
6 6.948 beta-Phellandrene
7 7.112 beta-Pinen
8 7.69 alpha-Phellandrene 16.89 15 14.6 13.8
9 8.12 Cymene 22.28 22 21.8 21.5

10 11.754 Borneol

11 12.259 alpha-Terpineol

12 13.91 Tuienyl acetate
2-Cyclohexene-1-methanol,

13 13.99 2,6,6-trimethyl-

14 17.373 Caryophyllene 3.46 3.4 2.89 2.5

15 17.878 beta-Farnesen

16 18.131 Humulen

17 18.243 Caryophyllene oxide

18 18.654 beta-Cubeben

19 18.954  Elixen

20 20.61 Spatulenol

21 20.74 Caryophyllene oxide 8.39 8.4 8.8 9.2
22 20.98 Ledol 1.24 1 1.1 1
23 22.073 alpha-Bisabolol oxid B

24 22.626 alpha-Bisabolol 14.23 14 13.24 13.1
25 23.548 Camazulene 3.17 3.1 2.8 2.7

26 23.836 Bisabolol-oxid A

uv* = ulei volatil
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Abundance
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Figura 3.1.15. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din frunze de podbal
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in cazul uleiului volatil obtinut din seminte de armurariu (Silybum marianum
L.), principalii compusi identificati au fost carvona (~3.83%, la RT 15.1 min) si
camazulena (~1.07%, la RT 25.7 min).
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Tabel 3.1.11. Concentratiile relative ale principalilor componenti al uleiului volatil brut din
Silybum marianum L. (seminte — Macea, Arad)

Nr. RT (min) Compus Area%
(seminte)
1 5.699 beta-trans-Ocimene 0.07
2 6.797 beta-Thujene 0.11
4 7.543 2-Heptenal, (Z2)- 0.14
5 8.113 D-Limonene 0.91
6 8.525 m-Cymene 0.21
7 9.018 4-Thujanol 0.23
9 13.137 alfa-Terpineol 0.18
10 13.789 Anisole, p-allyl- 0.14
11 15.093 (+)-Carvone 3.83
12 15.558 2,4-Decadienal, (E,E)- 0.52
13 16.092 Benzene, 1-methoxy-4-(1-propenyl)- 3.99
14 16.210 p-Cymen-2-ol 2.08
15 16.398 alfa-Terpineol acetate 2.34
16 17.420 Nonadecane 0.61
18 21.016 Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- 0.42
20 21.321 Nonadecane 0.46
21 22.949 Tetradecane, 2,6,10-trimethyl- 0.26
22 23.131 Nonadecane 0.36
23 23.384 trans-Z-alfa-Bisabolene epoxide 0.11
24 25.681 Camazulene 1.07
25 27.350 Coumarin, 7-methoxy- 2.13

in cazul uleiurilor volatile analizate si incapsulate in B-ciclodextrind, din analiza
termogravimetrica (figura 3.1.18) a rezultat un procent de ulei volatil incapsulat in
proportie de 4-7.5%. Cel mai mare procent a fost observat in cazul uleiului volatil
din flori de musetel. Randamentul etapei de complexare a fost intre 63-85%.

Din analiza TG si DSC s-a observat formarea complecsilor prin diferentele aparute
comparativ cu ciclodextrina pura.

Analiza prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a complecsilor a indicat
dimensiuni ale particulelor la nivel de sute de nanometri-micrometri (figura 3.1.19).

De asemenea, din analiza GC-MS a uleiurilor volatile recuperate din complecsi s-a
observat incapsularea in concentratii relative mai mari a monoterpenelor si chiar a
compusilor de interes, comparativ cu sesquiterpenele.

S-a observat clar o protejare a biocompusilor labili la actiunea oxidanta a aerului,
fapt observat in special la reducerea concentratiei compusilor sesquiterpenici in
favoarea formarii compusilor de oxidare/epoxidare in conditii neprotejate
(bisabolol-oxizi si cariofilen-oxid).
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Figura 3.1.18. Analiza TG a nanoparticulelor ulei volatil din musetel (flori: albastru, frunze-
tulpina: violet si radacina: rosu)/B-ciclodextrind, comparativ cu ciclodextrina purd (verde)

Figura 3.1.19. Analiza prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a nanoparticulelor ulei
volatil de musetel/B-ciclodextrind

Pentru prelucrarea statistica avansata a rezultatelor separarilor/analizelor gaz-
cromatografice a uleiurilor volatile din plante ale familiei Compositae, respectiv a
rezultatelor de degradare a acestor  uleiuri volatile si a complecsilor
(nanoparticulelor) cu ciclodextrine, s-a apelat la metoda de analizd a
componentelor principale (PCA), care permite extragerea informatiilor semnificative
din multitudinea de date obtinute.

Astfel, la prelucrarea PCA a datelor pentru toate uleiurile volatile s-a obtinut o
clasificare evidenta a probelor, anghinarea (A) fiind pozitionata in special in partea
stanga a graficului inregistrarilor (figura 3.1.20), in timp ce musetelul (M), coada
soricelului (CS) si podbalul (P) sunt situate in partea dreaptda, mult mai bine
grupate. Varianta explicata a datelor este de 52% pentru prima componenta
principald (PC1) si de 19% pentru cea de-a doua. Aceasta clasificare este datd in
special de B-pinen, bisabolol si camazulena (figura 3.1.21).
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Figura 3.1.20. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii ale
familiei Compositae
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Figura 3.1.21. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii ale
familiei Compositae

O foarte buna clasificare se observa in cazul speciilor utilizate in functie de partea
de planta utilizatd, indiferent de concentratiile de incapsulare in ciclodextrine sau de
temperatura de degradare. Varianta explicata este in toate cazurile peste 80% si
este datorata in principal concentratiei bisabololului si derivatilor oxidati ai acestuia
(figurile 3.1.22-3.1.26).
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Figura 3.1.22. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii
Matricaria (M)
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Figura 3.1.23. Graficul scorurilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii
Matricaria (M)
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Figura 3.1.24. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii
Achillea millefolium L. (CS)
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Figura 3.1.25. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii
Cynara scolymus L. (A) si podbal-Tussilago farfara L. (P)
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Figura 3.1.26. Graficul scorurilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor din specii Cynara
scolymus L. (A) si podbal-Tussilago farfara L. (P)

In cazul utilizarii datelor de cromatografie pentru biocompusii recuperati din
complecsi si pentru cei de degradare la 100°C s-a constatat aceeasi clasificare
functie de specie, primele douda componente principale explicand 76% din varianta
datelor (figura 3.1.27).
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Figura 3.1.27. Graficul inregistrarilor in cazul analizei GC-MS a biocompusilor recuperati din
complecsii cu B-ciclodextrind si cei de degradare la 100°C in cazul speciilor din Compositae

BUPT



3.1 - Separarea si incapsularea moleculard a unor biosisteme 79

Pentru evaluarea capacitatii de fincapsulare a a- si B-ciclodextrinei in cazul
principalilor biocompusi din specii ale familiei Compositae (bisabolol, bisabolol-oxid
A, bisabolol-oxid B, camazulena, cariofilena, cariofilen-oxid) s-a apelat la modelarea
moleculara a ciclodextrinelor, a biocompusilor, respectiv la experimente de docare,
utilizand Tn special mecanicd moleculara (MM+) (metodele semi-empirice AM1 si
PM3 nu au condus la modificarea semnificativa a rezultatelor finale).

Modelarea moleculara in cazul a- si B-ciclodextrinei s-a realizat prin mecanica
moleculara, utilizand drept conformatii de start conformatii ciclice ale resturilor de
amidon (legaturi a-(1—4)-glucozidice), in care unghiurile de legaturad
interglucozidice au fost tensionate la 127° in cazul a-ciclodextrinei si la 119° in
cazul B-ciclodextrinei. Conformatiile stabile (optimizate prin mecanica moleculara
MM+) ale ciclodextrinelor, in absenta altor molecule sunt prezentate in figura
3.1.28. Energiile totale relative obtinute prin aceastd metoda de modelare
moleculard au fost de 71.5 kcal/mol in cazul a-ciclodextrinei si 82.7 kcal/mol in
cazul B-ciclodextrinei (tabel 3.1.12).

Figura 3.1.28. a- si B-Ciclodextrind optimizata

Biocompusii studiati au fost analizati din punct de vedere conformational utilizdnd
mecanica moleculara MM+, in scopul obtinerii conformatiei celei mai stabile
termodinamic (cu energia cea mai mica).

in modelarea moleculard a interactiunii biocompus/ciclodextrind, procese
desfasurate in absenta altor molecule (cum ar fi cele de solvent), s-au utilizat doar
conformatiile de minima energie a moleculelor implicate in interactiune. Energiile
relative totale ale conformatiilor stabile termodinamic pentru acesti biocompusi au
fost: 13.19 kcal/mol pentru bisabolol, 25.5 si 22 kcal/mol pentru bisabolol-oxizii A
si B, 11.15 kcal/mol pentru camazulend, 53.05 kcal/mol pentru cariofilen si o
valoare de patru ori mai mare pentru epoxidul cariofilenei (tabel 3.1.12).

Biocompusii studiati par sa se “acomodeze” (docare) mult mai bine in interiorul
cavitatii B-ciclodextrinei, decat in cel al a-ciclodextrinei, ceea ce se poate observa
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din experimentele de docare ale acestor compusi in ciclodextrine, prin utilizarea
campului de forte de mecanicad moleculara MM+ la modelarea moleculara a acestor
interactiuni.

In cazul nanoincapsuldrii bisabololului si oxizilor acestuia in a-ciclodextring,
calculele teoretice indica o interactiune hidrofoba (de tip van der Waals) intre restul
hidrofob al biocompusului si interiorul ciclodextrinei. Pentru cele trei cazuri de
docare au fost calculate energiile de interactiune in vid ca diferenta intre suma
energiilor potentiale ale biocompusilor si a- sau B-ciclodextrina in conformatiile cele
mai stabile si energia potentiald totala a complexului format, valorile acestor energii
fiind prezentate in tabelul 3.1.12. In cazul a-ciclodextrinei interactiunea eficienta
pare sa fie cu bisabololul si bisabolol-oxidul B (14.3-14.7 kcal/mol), in timp ce
interactiunea cea mai eficienta in cazul B-ciclodextrinei este cu bisabololul (22.8
kcal/mol). In mediu apos insa, interactiunea nu este cea mai eficienta (probabil
datorita interactiunii resturilor hidrofile cu moleculele de apa) (vezi figurile 3.1.29-
3.1.35).

Tabel 3.1.12. Energiile de interactiune in cazul biocompusilor din specii Compositae cu a- si
B-ciclodextrina

E E E (CD-
Nr. Cod (kcEaII(/cn?gle) (Biocmpd) (CD+Biocmpd) Bioércl:wd) (k:laelllt?:ol)
(kcal/mole) (kcal/mole) (kcal/mole)
1 aCD-B 71.49 13.19 84.68 70.31 14.37
2 aCD-BoA 71.49 25.50 96.99 83.73 13.26
3 aCD-BoB 71.49 22.00 93.49 78.80 14.69
4 aCD-Cz 71.49 11.15 82.64 66.47 16.17
5 aCD-Cr 71.49 53.05 124.54 105.09 19.45
6 aCD-Cro 71.49 205.82 277.31 262.53 14.78
7 bCD-B 82.70 13.19 95.89 73.07 22.82
8 bCD-BoA 82.70 25.50 108.20 88.57 19.63
9 bCD-BoB 82.70 22.00 104.70 83.38 21.32
10 bCD-Cz 82.70 11.15 93.85 76.68 17.17
11 bCD-Cr 82.70 53.05 135.75 115.18 20.57
12 bCD-Cro 82.70 205.82 288.52 267.96 20.56
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~

Figura 3.1.29. Complex bisabolol/a-ciclodextrina
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Figura 3.1.30. Energia de interactiune (kcal/mol) bisabolol (B), bisabololoxid A (BoA),
bisabololoxid B (BoB) / a-ciclodextrina din experimentele de docare
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Figura 3.1.32. Complex bisabolol/B-ciclodextrina (in mediu apos)
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Figura 3.1.33. Complex bisabolol-oxid A/B-ciclodextrina

Figura 3.1.34. Complex bisabolol-oxid B/B-ciclodextrina
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Figura 3.1.35. Energia de interactiune (kcal/mol) bisabolol (B), bisabolol-oxid A (BoA),
bisabolol-oxid B (BoB) / B-ciclodextrina din experimentele de docare

Camazulena si cariofilena permit o incapsulare eficienta in special in zona cu
impiedicare sterica minima (rest ciclopentanic la camazulena si rest ciclobutanic la
cariofilend), chiar si in cazul prezentei moleculelor de apa (figurile 3.1.36-3.1.39).
O diferenta semnificativa fata de aceste rezultate se poate observa in cazul docarii
cariofilen-oxidului (tabel 3.1.12 si figurile 3.1.39-3.1.40), pentru care energia de
interactiune cu a-ciclodextrina este mult mai mica (14.8 kcal/mol).

T

Figura 3.1.36. Complex camazulena/B-ciclodextrina
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Figura 3.1.37. Complex camazulena/B-ciclodextrind (in apa)

Figura 3.1.38. Complex cariofilen/B-ciclodextrina
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Figura 3.1.39. Complex cariofilenoxid/B-ciclodextrina
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Figura 3.1.40. Energia de interactiune (kcal/mol) camazulena (Cz), cariofilen (Cr),
cariofilenoxid (Cro) / B-ciclodextrind din experimentele de docare
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3.1.4. Concluzii

in urma studiilor efectuate privind obtinerea, analiza, nanoincapsularea si evaluarea
proprietatilor biocompusilor din specii ale familiei Compositae se pot trage
urmatoarele concluzii principale:

S-au separat 23 tipuri de biosisteme de tip ulei volatil din plante apartinand
familiei Compositae (musetel, coada soricelului, anghinare, podbal) cu
randamente sub 1%, care au fost analizate prin GC-MS;

S-au cuantificat compusii din uleiurile volatile obtinute, concentratiile cele mai
mari fiind observate in cazul uleiurilor obtinute din flori, astfel: a-bisabololul,
bisabolol-oxizii A si B si camazulena au fost principalii compusi din uleiurile
volatile din musetel si coada soricelului, iar B-cubebenul si 2-hexenalul au fost
principalii compusi din uleiurile volatile de anghinare;

S-au obtinut 23 de complecsi ulei volatil/B-ciclodextrind, cu randamente
cuprinse intre 63% si 85%, cu un continut in principii bioactive intre 4 si 7.5%;
complecsii au fost analizati prin TG, DSC si SEM, demonstrandu-se formarea
compusilor de incluziune si evaludandu-se morfologia si dimensiunile
particulelor;

S-a realizat recuperarea si cuantificarea biocompusilor fincapsulati in B-
ciclodextrind, constatédndu-se o incapsulare mai avansatda a monoterpenelor,
bisabololului, oxizilor acestuia si camazulenei, si o incapsulare mai redusa a
sesquiterpenoidelor;

S-au analizat statistic rezultatele obtinute, analiza statisticd multivariata
relevand similitudinea speciilor Matricaria, Achillea si Tussilago, respectiv s-a
evidentiat capacitatea de protectie a ciclodextrinelor impotriva actiunii
oxigenului atmosferic, in special asupra sesquiterpenelor labile (cum este
cariofilenul);

S-au evaluat energiile de interactiune dintre B-ciclodextrind si principalii
biocompusi din specii ale familiei Compositae, demonstrandu-se capacitatea de
fncapsulare pentru compusii valorosi din punct de vedere terapeutic.
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3.2. Obtinerea biocompusilor cu activitate hepatoprotectoare
potentiala prin metode optimizate in vederea nano-
incapsularii

3.2.1. Introducere

Obtinerea biocompusilor cu activitate hepatoprotectoare potentiala prin metode
optimizate n vederea nanoincapsularii si testarii activitatii biologice a presupus
parcurgerea urmatoarelor etape (inclusiv optimizarea preliminara a metodelor de
obtinere):

1. Aplicarea metodei ,two-level factorial design” pentru optimizarea preliminara a
obtinerii biocompusilor din Matricaria chamomilla (musetel);

2. Obtinerea efectivd a biocompusilor din M. chamomilla, A. millefolium si din S.
marianum (armurariu; etalon pentru activitatea hepatoprotectoare);

3. Analiza biocompusilor prin cromatografie de lichide de finalta performanta
(HPLC) in cazul extractelor in solventi;

4. Analiza biocompusilor prin spectrofotometrie (UV-VIS) pentru extractele in
solventi.

Proiectarea unui experiment chimic si optimizarea parametrilor procesului
studiat presupune:

- determinarea faptului daca modificarea conditiilor de lucru (parametrilor de
proces) va avea influenta semnificativa asupra randamentului, selectivitatii,
puritatii etc.;

- predictia conditiilor potrivite de proces care sa duca la imbunatatirea
rezultatelor;

- realizarea unor experimente aditionale care sa conducd la obtinerea unor
informatii complementare;

- determinarea conditiilor optime de proces.

Prin urmare se poate stabili o relatie functionala de tipul:
Rezultat = f (conditii experimentale)

Pentru optimizarea unui proces chimic trebuie luate in considerare urmatoarele
aspecte:

- variabilele independente ale procesului (factori experimentali): pH,
temperatura, concentratii, viteza de agitare etc. Aceste variabile pot fi de
doua tipuri: variabile continue (temperatura, concentratii) si variabile discrete
(tipul de solvent);

- domeniul experimental: specificarea tuturor variabilelor continue si a limitelor
minime si maxime intre care acestea pot varia, respectiv specificarea tuturor
variabilelor discrete si a posibilitatilor de alegere;
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- raspunsul: reprezinta valorile masurate in cadrul experimentelor (randament,
selectivitate, etc.). Raspunsul masurat, y, nu va fi niciodata egal cu valoarea
“adevarata”, n, relatia de dependenta fiind urmatoarea:

y=n+t+e
unde e reprezintd eroarea. Astfel, y va fi un bun estimator pentru n. Deoarece
valoarea “adevaratd” este functie de variabilele experimentale, x;, se poate scrie:

n=f(x;,xy,X5,..x;)
y=f(x,%,,%;5,..x,) te

Optimizarea reprezinta o cercetare sistematica a unui proces cu scopul imbunatatirii
raspunsului. Nu este potrivita utilizarea metodei de optimizare ce presupune
varierea unui singur parametru pentru o serie de experimentare pentru ca se poate
obtine un maximum fals. Atunci cand este posibil se va apela la proiectarea si
optimizarea multivariata. In acest sens se apeleaza la diverse modele si anume:

- modele Taylor cu variabile experimentale continue;

- modele tip suprafata de raspuns;

modele multiliniare;

modele de interactiune de ordin doi;

- modele polinomiale;

modele etapizate.

Pentru optimizarea proceselor de separare a biocompusilor de interes din speciile
studiate (M. chamomilla, A. millefolium si S. marianum) s-a apelat la modelele
etapizate de tip “two-level factorial design” pentru stabilirea raspunsului optim.

Metodele de obtinere sunt extractia solid-lichid in solvent de diverse polaritati a
biocompusilor din specii M. chamomilla, A. millefolium si S. marianum. Parametri de
proces care au putut fi variati au fost: hidrofobicitatea solventului, timpul de
extractie, temperatura de extractie, gradul de concentrare (posibil efect
degradativ). Raspunsul utilizat pentru optimizarea proceselor de extractie a fost
eficacitatea separarii biocompusilor exprimata prin aria totald ponderata a picurilor
cromatografici HPLC corespunzatori biocompusilor separat;i.

3.2.2. Materiale si metode

3.2.2.1. Materiale utilizate. Principalele materiale utilizate n obtinerea
biocompusilor cu posibila activitate hepatoprotectoare au fost colectate in toamna
anului 2009 din zona cultivata sau spontana (M. chamomilla si A. millefolium,
Salonta, Romania), respectiv din zona de vest a Romaniei (S. marianum, Gradina
botanica Macea, Universitatea ,Vasile Goldis” din Arad), probele fiind frunze,
raddcind, tulping, flori in primul caz gi seminte in cel de-al doilea; s-au utilizat
probe proaspete, congelate la -20°C pana in momentul utilizarii. Inainte de utilizare
probele au fost fin maruntite cu ajutorul unui blender si supuse separarii
biocompusilor. Pentru captarea compusilor volatili rezultati la hidrodistilare s-a
utilizat hexan (HPLC grade, Merck), iar pentru extractia solid-lichid s-au utilizat
urmatorii solventi: metanol (HPLC, Merck), etanol 96% (reagent grade, Chimopar),
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hexan (GC grade, Merck), benzen, toluen (reagent grade, Chimopar), acetat de etil
(reagent grade, Merck), dicloretan (HPLC, Merck), tetrahidrofuran (reagent grade,
Merck). Pentru cuantificarea compusilor din clasa flavonoidelor s-au utilizat rutina
(>90%, Merck), quercetind (98%, Merck) si silibind (>98%, Fluka). Pentru
analizele GC-MS s-a utilizat hexan (GC grade), iar pentru analizele cromatografice
s-au utilizat eluenti de puritate HPLC (acetonitril, metanol, Fluka).

3.2.2.2. Obtinerea extractelor flavonoidice din M. chamomilla, A.
millefolium si S. marianum. Extractia solid-lichid s-a realizat cu ajutorul unui
aparat de extractie de 100 ml, utilizand cantitatile de material vegetal prezentate in
tabelul 3.2.1. S-au utilizat 70 ml etanol (conc. 20%, 40%, 60%, 80% si 96%), iar
in cazul solventilor: metanol, benzen, toluen, hexan, acetond, acetat de etil,
tetrahidrofuran s-a utilizat 15 ml solvent. Incdlzirea s-a realizat pe baie de apa la
55-60°C; durata extractiei a fost de 1.5 ore. Din extractele initiale obtinute cu
etanol 20-96% au fost retinuti cate 10 ml pentru analize fizico-chimice. Restul de
extract a fost concentrat intr-un rotavapor. Rezultatele extractiilor sunt prezentate
in tabelul 3.2.1.

in cazul extractelor etanolice in care s-a utilizat 70 ml solvent (de diferite conc.
20%, 40%, 60%, 80% si 96%) raportul material vegetal/solvent a fost de
aproximativ de 1:14.

Tabel 3.2.1a. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
20%

Nr. Cod Material m (g) \'} \") V (extr.

crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_Rd_20 M. chamomilla (radacind) 5.37 70 29.5 10.3
2 Cm_Tu_20 M. chamomilla (tulpind) 5.20 70 28.5 8.9
3 Cm_Fr_20 M. chamomilla (frunze) 5.53 70 27 8.0
4 Cm_FI_20 M. chamomilla (flori) 5.31 70 30 11.5
5 Arm_Se_20 S. marianum (seminte) 5.51 70 28.5 9.7
6 Cs_Rd_20 A. millefolium (rédacinad) 5.2802 70 25 6.2
7 Cs_Tu_20 A. millefolium (tulpind) 5.1459 70 28.5 9.6
8 Cs_Fr_20 A. millefolium (frunze) 5.0942 70 28.25 9.1
9 Cs_FI_20 A. millefolium (flori) 5.1092 70 27.25 8.2

Tabel 3.2.1b. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
40%

Nr. Cod Material m (g) \" \" V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_Rd_40 M. chamomilla (radacind) 5.35 70 30 10.7
2 Cm_Tu_40 M. chamomilla (tulpind) 5.28 70 29 9.9
3 Cm_Fr_40 M. chamomilla (frunze) 5.17 70 30.5 11.3
4 Cm_FI_40 M. chamomilla (flori) 5.40 70 30 11.2
5 Arm_Se_40 S. marianum (seminte) 5.52 70 29.5 10.5
6 Cs_Rd_40 A. millefolium (radacina) 5.15 70 30 11
7 Cs_Tu_40 A. millefolium (tulpinad) 5.42 70 29.5 10.3
8 Cs_Fr_40 A. millefolium (frunze) 5.17 70 27.5 8.2
9 Cs_Fl_40 A. millefolium (flori) 5.18 70 29 10.1
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Tabel 3.2.1c. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
60%

Nr. Cod Material m (g) \") \") V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_Rd_60 M. chamomilla (radacina) 5.02 70 30.5 11.5
2 Cm_Tu_60 M. chamomilla (tulpind) 5.48 70 30 10.4
3 Cm_Fr_60 M. chamomilla (frunze) 5.32 70 29.5 11
4 Cm_FI_60 M. chamomilla (flori) 5.16 70 30 9.7
5 Arm_Se_60 S. marianum (seminte) 5.57 70 30.0 10.9
6 Cs_Rd_60 A. millefolium (rédacind) 5.27 70 30 10.8
7 Cs_Tu_60 A. millefolium (tulpinad) 5.03 70 28.5 9.6
8 Cs_Fr_60 A. millefolium (frunze) 5.40 70 29 9.7
9 Cs_FI_60 A. millefolium (flori) 5.12 70 29.5 10.5

Tabel 3.2.1d. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
80%

Nr. Cod Material m (g) \" \" V (extr.

crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_Rd_80 M. chamomilla (radacind) 5.17 70 30 10.2
2 Cm_Tu_80 M. chamomilla (tulpind) 5.61 70 28 8.6
3 Cm_Fr_80 M. chamomilla (frunze) 5.11 70 29.5 10.1
4 Cm_FI_80 M. chamomilla (flori) 5.32 70 30 10.0
5 Arm_Se_80 S. marianum (seminte) 5.26 70 25.5 6.3
6 Cs_Rd_80 A. millefolium (rédacina) 5.32 70 30 10.9
7 Cs_Tu_80 A. millefolium (tulpind) 5.12 70 27.5 8.5
8 Cs_Fr_80 A. millefolium (frunze) 5.37 70 26.5 7.8
9 Cs_FI_80 A. millefolium (flori) 5.33 70 28 8.9

Tabel 3.2.1e. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
96%

Nr. Cod Material m (g) \" \" V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)
1 Cm_Rd_100 M. chamomilla (radacina) 3.85 70 25 5.8
2 Cm_Tu_100 M. chamomilla (tulpind) 5.42 70 28.5 9.1
3 Cm_Fr_100 M. chamomilla (frunze) 5.13 70 25 .
4 Cm_FI_100 M. chamomilla (flori) 5.40 70 30 11
5 Arm_Se_100 S. marianum (seminte) 5.46 70 26.5 7.6
6 Cs_Rd_100 A. millefolium (réadacind) 5.24 70 28.5 9.7
7 Cs_Tu_100 A. millefolium (tulpina) 5.10 70 28.5 9.8
8 Cs_Fr_100 A. millefolium (frunze) 5.18 70 25 5.9
9 Cs_FI_100 A. millefolium (flori) 5.33 70 27.5 8.7

In cazul extractelor in urmétorii solventi: metanol, benzen, toluen, hexan, aceton3,
acetat de etil, dicloretan si tetrahidrofuran s-a utilizat 15 ml solvent, iar raportul
material vegetal/solvent a fost de aproximativ de 1:5.
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Tabel 3.2.1f. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu metanol

Nr. Cod Material m (g) \") v V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_M M. chamomilla (rédacind) 2.50 15 10.0 -

2 Cm_Tu_M M. chamomilla (tulpind) 2.59 15 8.3 -

3 Cm_Fr_M M. chamomilla (frunze) 2.22 15 7.5 -

4 Cm_FI_M M. chamomilla (flori) 3.40 10 5.8 -

5 Arm_Se_M S. marianum (seminte) 2.35 15 8.2 -

6 Cs_Rd_M A. millefolium (radacina) 2.44 15 9.3 -

7 Cs_Tu_M A. millefolium (tulpina) 2.54 15 8.2 -

8 Cs_Fr_M A. millefolium (frunze) 2.31 15 7.4 -

9 Cs_FI_M A. millefolium (flori) 2.42 15 6.2 -
Tabel 3.2.1g. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu benzen
Nr. Cod Material m (g) \" \" V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)

(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_B M. chamomilla (radacind) 2.82 15 7.0 -

2 Cm_Tu_B M. chamomilla (tulpind) 2.75 15 10.1 -

3 Cm_Fr_B M. chamomilla (frunze) 2.85 15 8.2 -

4 Cm_FI_B M. chamomilla (flori) 2.97 15 6.5 -

5 Arm_Se_B S. marianum (seminte) 2.63 15 6.6 -

6 Cs_Rd_B A. millefolium (radacind) 2.29 15 8.1 -

7 Cs_Tu_B A. millefolium (tulpind) 2.40 15 8.4 -

8 Cs_Fr_B A. millefolium (frunze) 2.70 15 7.6 -

9 Cs_FILB A. millefolium (flori) 2.63 15 7.7 -
Tabel 3.2.1h. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu toluen
Nr. Cod Material m (g) \"/ \"; V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)

(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_T M. chamomilla (radacind) 2.41 15 8.8 -

2 Cm_Tu_T M. chamomilla (tulpind) 2.59 15 9.2 -

3 Cm_Fr_T M. chamomilla (frunze) 2.36 15 7.6 -

4 Cm_FL_T M. chamomilla (flori) 3.30 10 4.0 -

5 Arm_Se_T S. marianum (seminte) 2.66 15 9.1 -

6 Cs Rd_T A. millefolium (rédacina) 2.34 15 9.7 -

7 Cs_Tu_T A. millefolium (tulpind) 2.33 15 10.1 -

8 Cs_Fr T A. millefolium (frunze) 2.50 15 7.6 -

9 Cs_FLLT A. millefolium (flori) 2.76 15 7.7 -
Tabel 3.2.1i. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu hexan
Nr. Cod Material m (g) v \" V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)

(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_H M. chamomilla (radacind) 2.90 15 5.1 -

2 Cm_Tu_H M. chamomilla (tulpind) 2.54 15 6.0 -

3 Cm_Fr_H M. chamomilla (frunze) 2.15 15 5.8 -

4 Cm_FI_H M. chamomilla (flori) 3.26 10 5.2 -

5 Arm_Se_H S. marianum (seminte) 2.65 15 4.3 -

6 Cs_Rd_H A. millefolium (radacind) 2.55 15 6.7 -

7 Cs_Tu_H A. millefolium (tulpina) 2.89 15 6.2 -

8 Cs_Fr_H A. millefolium (frunze) 2.15 15 4.3 -

9 Cs_FI_H A. millefolium (flori) 2.40 15 6.8 -
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Tabel 3.2.1j. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu acetona

Nr. Cod Material m (g) v \") V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_Ac M. chamomilla (radacind) 2.54 15 9.8 -

2 Cm_Tu_Ac M. chamomilla (tulpind) 2.62 15 9.2 -

3 Cm_Fr_Ac M. chamomilla (frunze) 2.11 15 7.8 -

4 Cm_FI_Ac M. chamomilla (flori) 3.75 10 3.8 -

5 Arm_Se_Ac S. marianum (seminte) 2.65 15 8.3 -

6 Cs_Rd_Ac A. millefolium (radacind) 2.60 15 7.8 -

7 Cs_Tu_Ac A. millefolium (tulpina) 2.53 15 8.2 -

8 Cs_Fr_Ac A. millefolium (frunze) 2.43 15 6.1 -

9 Cs_FI_Ac A. millefolium (flori) 2.38 15 7.8 -

Tabel 3.2.1k. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu acetat
de etil

Nr. Cod Material m (g) v v V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_AcEt M. chamomilla (rédacind) 2.35 15 11.5 -

2 Cm_Tu_AcEt M. chamomilla (tulpind) 2.37 15 11.7 -

3 Cm_Fr_AcEt M. chamomilla (frunze) 2.60 15 9.8 -

4 Cm_FI_AcEt M. chamomilla (flori) 2.86 15 8.7 -

5 Arm_Se_AcEt S. marianum (seminte) 2.78 15 7.5 -

6 Cs_Rd_AcEt A. millefolium (radacind) 2.78 15 11.5 -

7 Cs_Tu_AcEt A. millefolium (tulpina) 2.58 15 12.2 -

8 Cs_Fr_AcEt A. millefolium (frunze) 2.60 15 8.4 -

9 Cs_FI_AcEt A. millefolium (flori) 2.53 15 7.3 -

Tabel 3.2.1l. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu

dicloretan
Nr. Cod Material m (g) \"; \"/ V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd_DCE M. chamomilla (rédacind) 2.59 15 8.5 -

2 Cm_Tu_DCE M. chamomilla (tulpinad) 2.49 15 8.9 -

3 Cm_Fr_DCE M. chamomilla (frunze) 2.45 15 8.1 -

4 Cm_FI_DCE M. chamomilla (flori) 2.85 15 7.8 -

5 Arm_Se_DCE S. marianum (seminte) 2.76 15 7.3 -

6 Cs_Rd_DCE A. millefolium (radacina) 2.57 15 9.3 -

7 Cs_Tu_DCE A. millefolium (tulpind) 2.36 15 9.4 -

8 Cs_Fr_DCE A. millefolium (frunze) 2.87 15 6.1 -

9 Cs_FI_DCE A. millefolium (flori) 2.71 15 7 -
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Tabel 3.2.1m. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu
tetrahidrofuran

Nr. Cod Material m (g) \" V (extr) V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (ml) conc.)
(ml) (ml)

1 Cm_Rd_Thf M. chamomilla (radacingd) 2.50 15 8.5 -

2 Cm_Tu_ Thf M. chamomilla (tulpina) 2.46 15 8.7 -

3 Cm_Fr_ Thf M. chamomilla (frunze) 2.03 15 8.9 -

4 Cm_FI_ Thf M. chamomilla (flori) 2.95 15 7.8 -

5 Arm_Se_ Thf S. marianum (seminte) 2.71 15 7.2 -

6 Cs_Rd_THF A. millefolium (radacina) 2.63 15 8 -

7 Cs_Tu_THF A. millefolium (tulpind) 2.18 15 6.8 -

8 Cs_Fr_THF A. millefolium (frunze) 2.69 15 6.1 -

9 Cs_FI_THF A. millefolium (flori) 2.43 15 6.2 -

Tabel 3.2.1n. Extractia probelor de M. chamomilla, S. marianum si A. millefolium cu etanol
96%

Nr. Cod Material m (g) \") v V (extr.
crt vegetal utlizat (solvent) (extr) conc.)
(ml) (ml) (ml)

1 Cm_Rd M. chamomilla (radacina) 5.10 15 8.5 -

2 Cm_Tu M. chamomilla (tulpind) 5.23 15 9.5 -

3 Cm_Tul M. chamomilla (tulpind) 5.10 15 3.0 -

4 Cm_Fr M. chamomilla (frunze) 5.43 15 8.0 -

5 Cm_FlI M. chamomilla (flori) 5.13 15 6.5 -

6 Arm_Se S. marianum (seminte) 5.15 15 8.0 -

7 Cs_Rd A. millefolium (radacina) 5.24 15 8 -

8 Cs_Tu A. millefolium (tulpind) 5.10 15 7 -

9 Cs_Fr A. millefolium (frunze) 5.00 15 4 -
10 Cs_Fr A. millefolium (frunze) 5.03 15 7.5 -
11 Cs_FI A. millefolium (flori) 5.01 15 3 -

3.2.2.3. Analiza HPLC. Analiza cromatografica a extractelor s-a realizat cu un
aparat HPLC Jasco, prevazut cu pompa cuaternarda (PU-2080 Plus), unitate de
amestecare (LG-2080-04 Quaternary Gradient), degazor (DG-2080-54 4), detector
spectrofotometric (UV-2070 Plus Intelligent UV/VIS Detector), cu posibilitate de
achizitie si prelucrare a datelor pe calculator (soft JASCO ChromPass
Chromatography Data System, Version 1.7.403.1), prin intermediul unei interfete
LC-Net II / ADC. S-au utilizat urmatoarele conditii de analiza: coloana Nucleosil 100
C18, 25 x 0.46 cm, 5 ym diametru al particlelor, lungime de unda UV 288 nm, faza
mobila: Acetonitril : Apa 50 : 50, temperatura 25°C, debit 1 ml/min, volum injectat
20 pl.

3.2.2.4. Analiza UV-VIS. Analiza solutiilor de compusi etalon sau a extractelor
(diverse dilutii) de M. chamomilla, A. millefolium si S. marianum s-a realizat cu
ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS CamSpec 501, iar datele obtinute au fost
prelucrate cu ajutorul programului UV-VIS Analyst, versiunea 4.67. Ca proba
martor s-a folosit solventul corespunzator.
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3.2.3. Rezultate si discutii

3.2.3.1. Optimizarea obtinerii biocompusilor din M. chamomilla prin
extractie solid-lichid. in proiectarea si optimizarea experimentului trebuie
specificat domeniul experimental. In cazul metodei “two-level factorial design”
utilizate se aleg doua nivele ale valorilor parametrilor implicati in proces si anume:
una scazuta, (-), si una ridicata, (+). Pentru optimizarea eficientei separarii
biocompusilor din M. chamomilla, setul de parametri utilizati sunt prezentati mai jos
(logaritmul coeficientului de partitie octanol/apa, logP, pentru solventii utilizati la
extractie are urmatoarele valori: metanol -0.77, etanol -0.31, acetona -0.24,
tetrahidrofuran 0.46, acetat de etil 0.73, benzen 2.13, toluen 2.73, hexan 3.9,
dicloretan 1.48):

Tabel 3.2.2. Variabile utilizate in design si optimizare

Factori Nivele

(@) (+)
A: Hidrofobicitate solvent (logP, hexan, metanol) 3.9 -0.77
B: Timp de extractie (ore) 1 3
C: Concentrare (0 —nu; 1 -1:10) 0 1

Designul factorial pentru acest caz se realizeaza utilizand datele din tabelul de mai
jos (tabel 3.2.3) si anume: valorile minime si maxime pentru variabile si raspunsul
pentru fiecare caz. Eficienta obtinerii biocompusilor s-a cuantificat pe baza ariilor
totale HPLC (ponderate pentru acelasi raport de concentrare a extractelor, daca
este cazul). Pentru realizarea optimizarii este necesar sa se realizeze tabelul
semnelor (tabel 3.2.4), respectiv ilustrarea geometrica a experimentelor factoriale
(figura 3.2.1).

Tabel 3.2.3. Design factorial pentru obtinerea biocompusilor din M. chamomilla

Factori Nivele

Cc 0 1

B 1 3 1 3

A 3.9 -0.77 3.9 | -0.77 3.9 -0.77 3.9 -0.77
Eficienta 17 70 388 | 526 111 335 305 726
(Arie)

Eticheta 1 a b ab c ac bc abc

Tabel 3.2.4. Semnele utilizate in designul factorial

Eticheta Factori Eficienta (Arie
totala HPLC,
mV-min)
A B C

1 - - - 17

a + - - 70
b - + - 388
ab + + - 526
c - - + 111
ac + - + 335
bc - + + 305
abc + + + 726
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Figura 3.2.1. Distributia punctelor experimentale in spatiul definit de factori

Principalele efecte A, B si C sunt definite ca jumatate din media diferentelor

observate corespunzatoare:

Azé.[(a—1)+(ab—b)+(ac—c)+(abc—bc)]=104‘5
BZ%.[(b—l)+(ab—a)+ibc—c)+(abc—ac)]=176.5
C:%- [(c—l)+(ac—a)+(fc—b)+(abc—ab)] _595

Efectele de interactiune se calculeaza conform urmatoarelor formule:

AB = %[AB+ ~ 4, |=3525

AC = % (4., - A.1=56.75

BC = % [B., —B._]=-30.25
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A, = [(ab - b)+ (abc - be)|

=L =139.75
2 2

4 :l. [(a—1)+(ac—c)]:69 75
B 5 :

A, _1 (ac —c)+ (abc bc)]:161.25
T2 2
4 Zl.[(a—1)+(ab—b)]=4775
)
B, =l_[(bc—c)+(abc—ac)]=146‘25
T2
B :l.[(b—1)+(ab—a)]:20675
) .
ABC:l.[(abc—1)+(a—bc)+(b—ac)+(c—ab)]:14
2 4

Se constata ca doar factorii A si B au un efect mai important asupra eficientei de
separare a biocompusilor din M. chamomilla, primul cu o valoare de ~140, deci este
necesar un solvent hidrofil pentru o extractie eficienta, iar al doilea cu o valoare
pozitiva mai mare, de 176, deci un timp de extractie mai mare conduce la o
crestere semnificativa a eficientei obtinerii biocompusilor. In schimb efectele de
interactiune nu sunt foarte importante comparativ cu valorile marimilor pentru
factorii singulari, nici in cazul interactiunilor de nivel doi, nici in cel de nivel trei.
Datele de proiectare/optimizare se utilizeaza pentru stabilirea valorilor optime ale
variabilelor de proces in acest caz.

3.2.3.2. Obtinerea si analiza biocompusilor din M. chamomilla,
A.millefolium si S. marianum prin extractie solid-lichid. Analiza
extractelor de M. chamomilla, A. millefolium si S. marianum s-a realizat prin HPLC
(Anexa A.3.2: figurile A.3.2.1.-A.3.2.19).
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3.2.3.2.1. Obtinerea curbelor de etalonare

Pentru determinarea cantitativa a principalelor flavonoide si compusi inruditi din
speciile apartinand familiei Compositae (Matricaria chamomilla, Achillea millefolium
si Silybum marianum) a fost necesara obtinerea curbelor de etalonare HPLC pentru
cele 3 flavonoide etalon: rutind, separat prin HPLC la timp de retentie 2.3 si 3.1
minute, querceting, la 4.2 minute, respectiv silibina la 4.4 minute.

Principalul compus din seria flavonoidelor, care se gaseste in speciile Matricaria,
este quercetina. Picul cromatografic pentru quercetind este unitar si apare la un
timp de retentie de 4.2 minute, curba de etalonare determinata pentru o
concentratie de pana la 1 mg/ml avand un coeficient de corelare de 0.9804.
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Figura 3.2.2. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru solutiile etalon de quercetina
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Figura 3.2.3. Curba de etalonare (reprezentare grafica si ecuatia corespunzatoare) pentru
quercetina

In cazul rutinei, s-a observat aparitia a doud picuri cromatografice la timpii de
retentie 2.3 minute si 3.1 minute (figura 3.2.4), care se pot datora hidrolizei
partiale a resturilor zaharidice (figura 3.2.5), a prezentei in produsul utilizat a unor
impuritati rezultate din aceasta degradare, sau a imposibilitatii separarii foarte bune
a rutinei unitare de catre producator (pentru produsul Merck folosit ca etalon
concentratia >90%). Pentru evaluarea cantitativa a rutinei in extractele din plantele
studiate s-au luat in considerare ambii picuri cromatografici, deoarece si in unele
probe s-a constatat prezenta acestei aluri in urma analizei HPLC. Curba de
etalonare obtinuta pentru solutii de concentratie pana la 0.5 mg/ml a prezentat
parametri statistici foarte buni (r = 0.998) (figura 3.2.6).
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o 1 z 2 4 5 & 7 g ] o
Figura 3.2.4. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru solutiile etalon de rutina

OH OH

Figura 3.2.5. Degradarea hidrolitica a rutinei (quercetin-3-rutinozide)
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Figura 3.2.6. Curba de etalonare (reprezentare grafica si ecuatia corespunzatoare) pentru
rutind

Pentru extractele obtinute din specii Silybum a fost necesara obtinerea curbei de
etalonare pentru principalul compus bioactiv continut: silibina. Ca si in cazul rutinei,
silibina a prezentat tot doua picuri cromatografice foarte apropiate, dintre care cel
semnificativ apare la timpul de retentie de 4.4 minute. Picurile cromatografice
minoritare se pot datora izomerilor corespunzatori silibinei (figura 3.2.7), care sunt
greu de separat prin metode clasice (separarea prin flash-cromatografie a
diastereoizomerilor glicozilati, urmata de hidroliza enzimatica sau acida sau folosind
HPLC semipreparativ); silibina naturald este de fapt un amestec de 2
diastereoizomeri, in proportie de aproximativ 1:1 - silibina A si silibina B (figura
3.2.8). Curba de etalonare HPLC pentru silibind prezinta un coeficient de corelare
excelent (0.998) pentru domeniul de concentratii utilizat (pana la 0.24 mg/ml)
(figura 3.2.9).
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Figura 3.2.7. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru solutiile etalon de silibind
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Figura 3.2.8. Principalii flavonolignani din Silybum marianum L. [186, 187]
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Figura 3.2.9. Curba de etalonare (reprezentare grafica si ecuatia corespunzatoare) pentru

silibina

Valorile ariilor picurilor cromatografici HPLC pentru solutiile etalon de querceting,

rutind si silibina, cu concentratiile corespunzatoare, sunt prezentate in tabelul
3.2.5.

Tabel 3.2.5. Ariile picurilor cromatografice si concentratiile solutiilor etalon utilizate pentru
obtinerea curbelor de etalonare a quercetinei, rutinei si silibinei

Nr ArieQuercetiné cQuerce!:iné ArieRutiné CRutini ArieSiIiI:iné Csilibina
i (mV:min) (mg/ml) (mV:min) (mg/ml) (mV:min) (mg/ml)

1 504.3 1 374.7 0.5 175.3 0.238
2 281.4 0.8 291.6 0.4 78.3 0.119
3 226 0.667 248.7 0.334 35.6 0.060
4 182.5 0.333 178.5 0.2 17.9 0.030
5 122.8 0.2 87.2 0.1 9.5 0.015
6 70.8 0.133 54.7 0.067 4.4 0.008
7 59.1 0.1 44.7 0.05 - -

8 49.1 0.05 29.2 0.02 - -

9 10.5 0.02 4.7 0.002 - -
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3.2.3.2.2. Analiza extractelor de Matricaria chamomilla L.

S-au obtinut extracte de Matricaria chamomilla prin extractie solid-lichid utilizand
solventi de diverse hidrofobicitati, pornind de la cei mai putin hidrofobi (metanol,
etanol de diverse concentratii, tetrahidrofuran) si finalizand cu cei de hidrofobicitate
ridicatd (hexan, benzen, toluen). De asemenea, s-au efectuat extractii si cu solventi
de hidrofobicitate intermediara, cum sunt acetatul de etil sau dicloretanul.

Cromatogramele HPLC pentru extractele metanolice de Matricaria chamomilla L.
sunt prezentate in anexa A.3.2.: figurile A.3.2.1.-A.3.2.4, cromatogramele HPLC
pentru extractele etanolice sunt prezentate in figurile A.3.2.5-A.3.2.12, extractele
benzenice sunt prezentate in figura A.3.2.13, extractele toluenice in figura
A.3.2.14, extractele in hexan in figura A.3.2.15, extractele in acetat de etil in
figurile A.3.2.16-A.3.2.17, extractele in dicloretan sunt prezentate in figura
A.3.2.18 si extractele tetrahidrofuranice in figura A.3.2.19.

Cele mai bune rezultate (in sensul posibilitatii de identificare si dozare a compusilor
bioactivi importanti) s-au obtinut la utilizarea metanolului ca solvent de extractie
(figura 3.2.10). Analiza HPLC a extractelor metanolice din frunze si flori de M.
chamomilla a indicat o concentratie de 0.75-1 mg quercetind/g proba (calcule
corespunzatoare concentratiilor de compus determinate din extracte), in timp ce
tulpina si in special radacina au condus la concentratii reduse de quercetina (0.3
mg/g si, respectiv, 0.02 mg/g). Rutina a fost cuantificatd in tulpind pe baza
extractelor metanolice la concentratii de 0.5 mg/g, insa acesta a fost prezent si in
celelalte probe, fiind dificil de cuantificat datorita, probabil, prezentei altor compusi
care au fost separati la timpi de retentie apropiati (tabel 3.2.6).
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Figura 3.2.10. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele metanolice de M.
chamomilla

Tabel 3.2.6. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor metanolice de M. chamomilla

Nr. Cod Material vegetal CRutina (mg/g) Cquercetina (mg/g)
1 Cm_Rd_M M. chamomilla (radacind) 0.024

2 Cm_Tu_M M. chamomilla (tulpind) 0.460 0.295

3 Cm_Fr_M M. chamomilla (frunze) ’ 1.076

4 Cm_FI_M M. chamomilla (flori) 0.744
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In cazul utilizdrii etanolului de diverse concentratii s-a putut cuantifica rutina din
extractele de flori, quercetina fiind prezenta in concentratii relative mult mai
reduse, greu de evaluat pe baza analizelor HPLC (figura 3.2.11). Astfel,
concentratia de rutind in probele de flori, evaluata pe baza analizelor HPLC pentru
extractele etanolice, nu a variat in limite mari, fiind cuprinsa intre 0.5 si 1.2 mg/g
(tabel 3.2.7).

mv X Musetel flori_100%1.DATA
i Musetel flori_80%1.DATA
1,1004 Musetel flori 60%1.DATA

1,000

RT [min]
14 15

Figura 3.2.11. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice de M.
chamomilla (flori)

Tabel 3.2.7. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor etanolice de M. chamomilla
(flori)

Nr. Cod Material vegetal Crutina (Mg/g)
1 Cm_FI_20 M. chamomilla, extr. in etanol 20% 1.223

2 Cm_FI_40 M. chamomilla, extr. in etanol 40% 0.687

3 Cm_FI_80 M. chamomilla, extr. in etanol 80% 1.400

Cele mai concludente rezultate s-au obtinut la utilizarea unui alt solvent de
hidrofobie redusa, tetrahidrofuranul, pentru care rezultatele au fost similare
extractelor metanolice. Valorile quercetinei in probele de flori si frunze, determinate
pe baza analizelor HPLC a extractelor tetrahidrofuranice (figura 3.2.12), au fost cele
mai ridicate (1 mg/g si, respectiv, 0.7 mg/g), In timp ce tulpina si radacina au
prezentat doar o concentratie de 0.48 mg/g si 0.04 mg/g (tabel 3.2.8). Rutina a
variat in acelasi mod, dar cu valori mai mici decéat in cazul quercetinei: 0.28-0.35
mg/g in flori si frunze si 0.1-0.26 mg/g in tulpind si radacina.
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Figura 3.2.12. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele tetrahidrofuranice de M.

chamomilla

Tabel 3.2.8. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor tetrahidrofuranice de M.

chamomilla
Nr. Cod Material vegetal Crutina (Mg/g) Couercetina (Mg/g)
1 Cm_Rd_THF M. chamomilla (radacind) 0.103 0.038
2 Cm_Tu_THF M. chamomilla (tulpind) 0.259 0.481
3 Cm_Fr_THF M. chamomilla (frunze) 0.282 0.956
4 Cm_FI_THF M. chamomilla (flori) 0.352 0.695

Extractele in solventi mai hidrofobi de tipul benzenului, toluenului, hexanului sau
dicloretanului (anexa A.3.2.: figurile A.3.2.13 - A.3.2.15 si A.3.2.18) nu au permis
o cuantificare exacta a componentilor flavonoidici, desi in cazul hexanului s-a putut
face o dozare a quercetinei si rutinei in cele patru parti de planta studiate. Astfel,
rutina a fost cuantificatd pe baza analizelor HPLC ale acestor extracte (figura
3.2.13) in concentratie mai mare decat quercetina, desi este posibil ca in zona de
separare a acestuia sa apara si alti compusi similari (~1 mg/g in frunze) (tabel
3.2.9).

Mus._flori_hexan1.DATA
Mus frunze hexan1.DATA

T 1 RT [min]|

TS He 7 48 19 2031 %3 23 2i 25 2527 28 25 30

Figura 3.2.13. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele hexanice de M.
chamomilla
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Tabel 3.2.9. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor hexanice de M. chamomilla

Nr. Cod Material vegetal Crutina (Mg/g) Couercetina (Mg/g)
1 Cm_Rd_H M. chamomilla (réadacind) 0.004 0.002

2 Cm_Tu_H M. chamomilla (tulpind) 0.626 0.377

3 Cm_Fr_H M. chamomilla (frunze) 0.969 0.218

4 Cm_FI_H M. chamomilla (flori) 0.257 0.006

3.2.3.2.3. Analiza extractelor de Achillea millefolium L.

Specia A. millefolium (coada soricelului) are un continut mai important de
flavonoide si flavonozide de tipul rutinei (aglicon quercetind), apigeninei si luteolinei
(in general sub forma glicozilatd), insa varietatea acestor compusi cu structurd
inrudita a facut relativ dificila identificarea si cuantificarea componentilor
flavonoidici unitari. Totusi, rutina a putut fi identificatda si cuantificatd (in unele
cazuri cu dificultate datoritda separarii incomplete de compusii similari in analiza
cromatograficd) la timpi de retentie de 2.3 minute (cu un pic adiacent ce apare
probabil datorita unui compus de degradare sau izomer al rutinei la 3.1 minute), in
special in cazul utilizarii solventilor mai hidrofili de tipul metanolului sau etanolului
de diverse concentratii. Cele doua picuri cromatografice se pot observa foarte bine
in cazul utilizarii etanolului 20-96% pentru extractia probelor din radacina de A.
millefolium (figura 3.2.14a). Cuantificarea concentratiei de rutina (inclusiv compusi
similari exprimati ca rutind) a indicat o extractie eficientda in cazul utilizarii
etanolului 40% (2.4 mg rutina/g proba), cu valori apropiate la utilizarea etanolului
de concentratie apropiata (20% sau 60%); daca s-a marit concentratia de etanol
utilizat pentru extractie s-a constatat o micsorare a eficientei de extractie a
flavonozidelor de tip rutina (<0.8 mg/g) (tabel 3.2.10a). Quercetina (agliconul
rutinei) a fost de asemenea identificat in probele de raddcind de A. millefolium
(<0.2 mg/qg). In probele de tulpina, flori si frunze concentratia de rutina (si compusi
similari) a fost mai mare decat in cazul probelor de radacina, insa nu s-a reusit o
separare cromatografica eficientd care sa permita o cuantificare elocventa. Totusi,
concentratia aproximativa de rutina in probele studiate a fost putin peste 5 mg/g.

dacir

Coada_soricelului_rac
Coada_soricelului_radacina;

40%1.DATA
Coada_soricelului_radacina_20%1.DATA

R rn]
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Figura 3.2.14a. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele in etanol 20-96% de A.
millefolium (rédacina)
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Tabel 3.2.10a. Rezultatele analizei HPLC in cazul extractelor de radacina de A. millefolium in
etanol 20-96%

cQuercetina

Nr. Cod Material vegetal Crutina (MQg/g)

(mg/g)
1 Cs_Rd_20 A. millefolium, extract in etanol 20% 0.863 0.060
2 Cs_Rd_40 A. millefolium, extract in etanol 40% 2.412 0.177
3 Cs_Rd_60 A. millefolium, extract in etanol 60% 1.015 0.005
4 Cs_Rd_80 A. millefolium, extract in etanol 80% 0.764 0.010
5 Cs_Rd_96 A. millefolium, extract in etanol 96% 0.158 0.033

In metanol si in tetrahidrofuran (solventi mai hidrofili) rezultatele analizei HPLC au
condus la rezultate similare cu cazul etanolului de 80-96%, rutina fiind cuantificata
in concentratii de maximum 0.5 mg/g, iar quercetina de pana la 0.15 mg/g (tabel
3.2.10b).

Tabel 3.2.10b. Rezultatele analizei HPLC in cazul extractelor de A. millefolium in metanol si
tetrahidrofuran

cQuercetina

Nr. Cod Material vegetal CRrutina (Mg/g) (mg/g)
1 Cs Rd_M A. millefolium (radacina), extract in 0.006 0.004
metanol
2 Cs. Tu M A. millefolium (tulpina), extract in 0.040 0.044
metanol
3 Cs Fr M A. millefolium (frunze), extract in 0.034 0.001
metanol
4 Cs_FIM A. millefolium (flori), extract in 0.161 0.014
metanol

A. millefolium (radacinad), extract in

5 Cs_Rd_THF ) 0.013 -
tetrahidrofuran

6 Cs.Tu_THF A. m//{efo//um (tulpina), extract in 0.048 _
tetrahidrofuran

7 Cs_Fr THF A. m//{efo//um (frunze), extract in 0.019 _
tetrahidrofuran

8 Cs_FI_THF A. millefolium (flori), extract in 0.221 _

tetrahidrofuran

Utilizarea solventilor mai hidrofobi (de tipul hexanului, toluenului sau benzenului,
dicloretanului si acetatului de etil) a indicat o extractie mult mai putin eficienta a
flavonozidelor si a flavonoidelor (cazul quercetinei) (figura 3.2.14b). Conform
rezultatelor prezentate in tabelul 3.2.10c, quercetina a fost extrasa mai eficient in
unele cazuri decat rutina. Astfel, in hexan rutina s-a extras la o valoare de cel mult
0.023 mg/g din frunze, in timp ce quercetina a fost extrasad in cantitate aproape
dubld. O comportare similara se observa si la utilizarea toluenului, in timp ce
dicloretanul si mai ales acetatul de etil extrag preponderent rutina, mai putin
quercetina.

Aceasta comportare este n concordantid cu hidrofobicitatea solventilor
utilizati, exprimata ca logaritm al coeficientului de partitie octanol/apa (logP): 2.5
si 2.9 pentru toluen si, respectiv, hexan, iar pentru dicloretan si acetat de etil
valorile logP sunt 1.6 si 0.2. Prin urmare, acesti solventi extrag preponderent
flavonozidele mai hidrofile si mai putin flavonoidele (care nu contin rest zaharidic
hidrofil). Caracterul hidrofil avansat al solutiilor de etanol (logP < -0.2) a permis o
separare eficienta in special a flavonozidelor de tipul rutinei.
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C_sor_flori_hexan1.DATA
C_sor_frunze_hexan1.DATA
C sortulpina_hexan1.DATA

" Sor_radacina hexan.D
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Figura 3.2.14b. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele in hexan de A.

Tabel 3.2.10c Rezultatele analizei HPLC in cazul extractelor de A. millefolium in solventi

hidrofobi
Nr. Cod Material vegetal Crutina (M@/g) i‘;‘fg’cle;“)"’
1 Cs_Rd_H A. millefolium (radacind), extract in _ 0.002
hexan
5 Cs. Tu_H A. millefolium (tulpina), extract in 0.001 0.001
hexan
3 Cs_Fr H A. millefolium (frunze), extract in 0.023 0.044
hexanl
4 Cs_Fl_H A. millefolium (flori), extract in 0.017 0.016
hexan
5 Cs R T A. millefolium (radacind), extract in 0.012 0.132
toluen
6 Cs.Tu T A. millefolium (tulpina), extract in 0.015 0.079
toluen
7 Cs Fr T A. millefolium (frunze), extract in 0.061 0.046
toluen
8 Cs FILT A. millefolium (flori), extract in 0.052 0.001
toluen
9 Cs_Rd_DCE A_. millefolium (radacina), extract in 0.002 0.004
dicloretan
10  Cs_ Tu DCE A_. millefolium (tulpina), extract in 0.001 0.001
dicloretan
11 Cs_Fr DCE A_. millefolium (frunze), extract in 0.010 0.029
dicloretan
12 Cs_FI_DCE A_. millefolium (flori), extract in 0.022 0.026
dicloretan
13 Cs_Rd_AcE A. m/I/efo//ur_n (radacina), extract in 0.004 _
acetat de etil
14 Cs_Tu AcE A. m/I/efo//ur_n (tulpina), extract in 0.010 _
acetat de etil
15  Cs_Fr AcE A. m/I/efo//ur_n (frunze), extract in 0.055 _
acetat de etil
16 Cs_FI_AcE A. millefolium (flori), extract in 0.144 _

acetat de etil

BUPT



110  Contributii proprii

3.2.3.2.4. Analiza extractelor de Silybum marianum L.

Pentru evaluarea concentratiei de silibina (amestec de diastereoizomeri) in
semintele de Silybum marianum L. de provenienta autohtond s-a apelat la extractia
cu solventi de diverse polaritati si analiza HPLC a acestora. Silibina a fost
identificata foarte clar in cazul extractelor efectuate in etanol de diverse concentratii
(timp de retentei 4.4 minute, figura 3.2.15), concentratia calculata a acesteia in
semintele de S. marianum, pe baza acestor analize, variind in intervalul 0.6-1.5
mg/g, cele mai ridicate valori fiind obtinute la utilizarea etanolului de 80% sau 96%
(tabel 3.2.11).

(Armirarii_seminte_B0%T.DATA
Armurariu_seminte_60%1.DATA
Armurariu_seminte_40%1.DATA
Armurariu_seminte_20%1.DATA

12 13 14 15

Figura 3.2.15. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice de S. marianum

Tabel 3.2.11. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor de S. marianum

Nr. Cod Material vegetal Csiibin (Mg/g)
1 Arm_Se_20 S. marianum (seminte), extr. in etanol 20% 0.884

2 Arm_Se_40 S. marianum (seminte), extr. in etanol 40% 1.151

3 Arm_Se_60 S. marianum (seminte), extr. in etanol 60% 0.665

4 Arm_Se_80 S. marianum (seminte), extr. in etanol 80% 1.531

5 Arm_Se_96 S. marianum (seminte), extr. in etanol 96% 1.299

6 Arm_Se_T S. marianum (seminte), extr. in toluen 0.161

7 Arm_Se_H S. marianum (seminte), extr. in hexan 0.010

8 Arm_Se_DCE S. marianum (seminte), extr. in dicloretan 0.007

Incercarea de cuantificare a silibinei pe baza analizei HPLC a extractelor efectuate
in solventi mai hidrofobi a condus la valori foarte mici a acestui compus in probele
de seminte, desi s-a observat prezenta silibinei la timpul de retentie corespunzator
in toate cazurile studiate (figurile 3.2.16-3.2.18). Valorile concentratiilor de silibina
calculate pe baza acestor analize au fost de peste 10 ori mai mici (0.16 mg/g in
cazul extractului toluenic) decat in cazul extractelor alcoolice, ceea ce indica o
extractie necorespunzatoare a acesteia la utilizarea solventilor mai hidrofobi (tabel
3.2.11).
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Figura 3.2.16. Cromatograma HPLC pentru extractul in toluen de S. marianum

AT_seminte_hexanT.DATA

RT [min]
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Figura 3.2.17. Cromatograma HPLC pentru extractul hexanic de S. marianum

RT [min]
o 2T WsTeT T 89 00 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 3.2.18. Cromatograma HPLC pentru extractul in dicloretan de S. marianum
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3.2.3.3. Analiza spectrofotometrica a biocompusilor din M.
chamomilla si S. marianum obtinuti prin extractie solid-lichid. Pentru
identificarea conditiilor de analiza HPLC (maxime de absorbtie pentru detectie UV-
VIS) si pentru evaluarile de eliberari controlate ulterioare a fost necesara analiza
spectrofotometrica a extractelor solid-lichid, comparativ cu compusii etalon
corespunzatori compozitiei extractului.

In cazul extractelor de M. chamomilla s-au utilizat etaloanele Merck:
- terpineol Apax 213 nm (cu un umar la 240 nm);
- limonen Amax 215 nm (cu un umar la 230 nm);
- B-pinen Apax 217 nm;
- p-cimen Apax 222 nm, 265 nm;
- cineol Apnax 204 nm (absorbtie redusa si la 270 nm)
- camazulend Anax 243 nm, 285 nm, 349 nm, 365 nm (umar la 335 nm).

in cazul extractelor de M. chamomilla absorbantele maxime se g&sesc in principal la
322 nm, dar si la 202 nm, unde nu prezinta importanta semnificativa (figurile
3.2.19-3.2.21). Pe langd azulenele continute in extracte, absorbanta la 322 nm
poate fi data de prezenta flavonoidelor si flavonozidelor, altele decét silibina. In
figura 3.2.20 se prezinta spectrele UV-VIS al probelor de silibind (roz), silimarina
(turcoaz), amestec de solutii etalon (rutina si crisind) (kaki), comparativ cu extracte
de M. chamomilla (floare - negru, frunza - rosu, radacina - galben, tulpina - verde)
in solutie etanolica de 96%, suprapuse.

in cazul acestor extracte, este cunoscutd prezenta quercetinei, rutinei si crisinei (pe
langa alte flavonoide), care absorb la:

- quercetina Apmax 208 nm, 256 nm si 374 nm;

- rutina Apax 210 nm, 258 nm si 363 nm;

- crisina Amax 210 nm, 267 nm si 320 nm.

3
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Figura 3.2.19. Analiza UV-VIS pentru probele de amestec de solutii etalon (rutind si crisina)
(albastru), comparativ cu extracte de M. chamomilla (floare - negru, frunza - rosu, radacina -
galben, tulpina - verde) in solutie etanolica de 96%
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Figura 3.2.20. Analiza UV-VIS pentru probele de silibind (roz), silimarinad (turcoaz), amestec
de solutii etalon (rutind si crisind) (kaki), comparativ cu extracte de M. chamomilla (floare -
negru, frunza - rosu, radacina - galben, tulpina - verde) in solutie etanolica de 96%
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Figura 3.2.21. Analiza UV-VIS pentru probele de silibind (rosu), silimarina (turcoaz),
amestec de solutii etalon (rutina si crisind) (albastru), comparativ cu extracte de M.
chamomilla (frunze) in solutii etanolice de diverse concentratii 20% (negru), 40% (verde),
60% (mov), 80% (roz) si 96% (kaki)
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Crisina este compusul cel mai apropiat de lungimea de unda la care absorbanta
este maxima pentru extracte, deci este foarte posibil ca aceasta absorbanta sa se
datoreze unor astfel de flavonoide (figura 3.2.22).

3
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Figura 3.2.22. Analiza UV-VIS pentru probele de quercetina (rosu), rutind (galben), crisina

(albastru), comparativ cu extractul de M. chamomilla (flori) in solutie etanolicd 96% (verde)

Pentru extractele de S. marianum (armurariu) utilizate ca etalon al activitatii
hepatoprotectoare, principalii  constituenti  sunt silibina (amestec  de
diastereoizomeri), respectiv silimarina (extractul purificat ce contine ~70%
silibind). Analizele spectrofotometrice pentru solutiile de silibina si silimarina au
indicat o absorbantda maximad la 288 nm in ambele cazuri (figurile 3.3.22 si
3.3.23a, pag. 131-132). Toate extractele de S. marianum prezinta absorbanta
maxima la 288 nm, ceea ce confirma prezenta silibinei in aceste extracte (figurile
3.2.23, 3.2.24).
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Figura 3.2.23. Analiza UV-VIS pentru probele de silibing, silimarinad (rosu) si extracte de S.
marianum in solutii etanolice de 20, 40, 60 si 80% (altele decéat rosu)
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Figura 3.2.24. Analiza UV-VIS pentru probele de silibing, silimarind (rosu) si extracte de S.

marianum 1n solutii etanolice de 96% (doua dilutii diferite, albastru)
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3.2.4. Concluzii

in urma studiilor efectuate privind obtinerea prin metode optimizate a
biocompusilor cu activitate hepatoprotectoare potentiald si analiza fizico-chimica a
acestora se pot trasa urmatoarele concluzii principale:

e S-au obtinut 126 extracte (56 din M. chamomilla, 56 din A. millefolium si 14
din seminte de S. marianum) in diversi solventi organici (diverse polaritati):
metanol, etanol 20-96%, benzen, toluen, hexan, acetond, acetat de etil,
dicloretan, tetrahidrofuran care au fost analizate prin cromatografie de
lichide de inalta performanta (HPLC) si spectrofotometrie;

e S-a realizat optimizarea obtinerii biocompusilor din M. chamomilla prin
metoda proiectarii factoriale, conditile optime fiind stabilite pe baza
abundentei totale a biocompusilor in urma analizelor HPLC; astfel, conditiile
optime de separare sunt: metoda extractiei solid-lichid in solvent de
polaritate mai ridicatd, timp de extractie de 3 ore (extractie repetatd) si
reducerea pe cat posibil a etapei de concentrare (la presiune atmosferica);

e Extractele de M. chamomilla obtinute prin metoda optimizata (solid-lichid,
in etanol de diverse concentratii) prezinta concentratii totale insemnate de
flavonoide si flavonozide, evidentiate de analizele HPLC si UV-VIS, in special
quercetind, rutind, crisina si compusi similarinici. Reamintim ca probele de
M. chamomilla obtinute prin hidrodistilare prezintd un continut insemnat de
camazulena, dar si bisabololi si bisabolol-oxizi, in special in cazul florilor;

e Extractele model de S. marianum contin concentratii semnificative de
silibina n jur de 1,5 mg/g, fapt dovedit de analizele spectrofotometrice;

e Prezenta compusilor de tip flavonoidic din extractele de M. chamomilla
(Inrudite structural cu flavonolignanii din S. marianum), dar si a compusilor
sesquiterpenici volatili (camazulena, bisabololi), face ca aceste extracte sa
prezinte activitate hepatoprotectoare potentiald, asemanatoare celei
cunoscute pentru S. marianum.
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3.3. Eliberarea controlata a biocompusilor din nanoparticule

3.3.1. Introducere

Experimentele privind obtinerea si analiza nanoparticulelor cu biocompusi puri cu
activitate hepatoprotectoare potentiald si eliberarea controlata a biocompusilor din
nanoparticule au presupus parcurgerea in laborator a urmatoarelor etape:

1. Obtinerea nanoparticulelor prin incapsularea extractelor de Matricaria
chamomilla (musetel) si Sylibum marianum (armurariu) in ciclodextrine
naturale si modificate;

2. Obtinerea nanoparticulelor prin ncapsularea amestecurilor de biocompusi
puri (silibina si silimarind) in ciclodextrine naturale si modificate;

3. Obtinerea de micro/nanocapsule de tip liposomi contindnd complecsi ai
ciclodextrinelor preparati anterior (punctele 1 si 2);

4. Analiza nanoparticulelor obtinute prin microscopie cu scanare electronica;

5. Analiza nanoparticulelor obtinute prin calorimetrie cu scanare diferentiala
(DSC);

6. Analiza continutului de apa a nanoparticulelor obtinute prin titrare Karl
Fischer;

7. Analiza eliberarii controlate a biocompusilor din nanoparticule.

3.3.2. Materiale si metode

3.3.2.1. Materiale utilizate. Materialele utilizate in  obtinerea
micro/nanoparticulelor cu activitate hepatoprotectoare potentiala au fost silimarina
(Sigma), si extractele din specii Matricaria chamomilla (musetel), separate din
diverse parti de planta (flori, frunze, radacina, tulpina) si din Sylibum marianum
(armurariu, seminte), utilizata ca etalon al activitatii hepatoprotectoare. Plantele au
fost colectate in toamna anului 2009 din zona cultivatd sau spontana (M.
chamomilla, Salonta, Romania), respectiv din zona de vest a Romaniei (S.
marianum, Gradina botanica Macea, Universitatea ,Vasile Goldis” din Arad) si au
fost separate partile de planta de interes si depozitate la -20°C pana in momentul
extractiei. Ca matrici de incapsulare s-au utilizat ciclodextrinele naturale a si B (aCD
si bCD, Sigma, >99%) si modificate, 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPbCD,
>98%, DS = 4.6, CycloLab). Pentru obtinerea liposomilor s-au utilizat fie
amestecuri naturale de fosfolipide (lecitind din ou, cu continut de 35%
fosfatidilcolina, 25% fosfatidiletanolamina, 15% fosfatidilinozitol, 7.5% acid
fosfatidic si alte fosfolipide, rezultate din analiza HPLC), fie amestecuri artificiale de
lipide (Sigma-Aldrich) pentru obtinerea liposomilor unilamelari (~58 mg pudra
liofilizatd/proba, cu o compozitie de 63 pmoli de L-a-fosfatidilcolina, 9 pmoli
colesterol si 18 pmoli stearilamind). Etanolul 96% (v/v) utilizat in procesele de
obtinere a micro/nanoparticulelor a fost obtinut de la Chimopar, Bucuresti.
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Figura 3.3.1. Structurile principalelor fosfolipide din lecitina utilizatd pentru obtinerea
liposomilor
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Figura 3.3.2. Structurile principalelor fosfolipide si lipide din amestecul artificial,
utilizat pentru obtinerea liposomilor
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3.3.2.2. Obtinerea nanoparticulelor prin cristalizare din sistem
etanol-apa. Obtinerea nanoparticulelor cu extracte din specii M. chamomilla si S.
marianum s-a realizat prin nanoincapsularea in ciclodextrine prin metoda
cristalizarii din solutie etanol-apa.

S-au cantarit la balanta analitica masele (0.25-0.5 mmoli) de ciclodextrina
corespunzdtoare unei molaritati de 1:1, s-au dizolvat/suspendat in 2-4 ml apa
distilata, s-au introdus intr-un minireactor cu termostatare si agitare magnetica si
s-au incalzit la temperatura de ~50°C. Peste solutia de ciclodextrind s-au introdus
in picaturi, in decurs de 15 minute, volumele de extract de M. chamomilla sau S.
marianum (volume corespunzatoare unui raport molar biocompusi : ciclodextrind de
~1:1) specificate. Solutia s-a picurat dintr-o palnie de picurare montata la partea
superioara a refrigerentului instalatiei de complexare. Dupa introducerea solutiei
alcoolice se mai agitd amestecul un timp prestabilit, apoi se raceste lent, timp de 4
ore pana la temperatura camerei. Se lasa la frigider ~12 ore pentru perfectarea
cristalizarii dupa care se filtreaza la vid, se spala cu etanol 96%, se usca cristalele
la temperatura ambianta si se cantdresc la balanta analitica. Filtratul se supune din
nou cristalizarii pentru ~12 ore la rece, dupa care se filtreazd in mod similar, se
spala si se usca. Se determina randamentul de obtinere a nanocapsulelor ca raport
dintre masa de nanoparticule obtinuta si suma maselor de biocompusi (evaluati din
extracte) si B-ciclodextrina utilizate la nanoincapsulare. Nanocristalele s-au
caracterizat prin microscopie cu scanare electronica (SEM) (pentru caracterizarea
morfologica si dimensionald), respectiv prin calorimetrie de scanare diferentiald
(DSC), titrare Karl Fischer, respectiv s-au evaluat posibilitatile de eliberare
controlatd din complecsi.

3.3.2.3. Obtinerea micro/nanocapsulelor de tip Iliposomi
multilamelari cu continut de nanoparticule biocompusi/
ciclodextrine. Cei 14 liposomi multilamelari pe baza de lecitind (notata cu “L") cu
continut de nanoparticule extracte/ciclodextrine (tabelele 3.3.1a si 3.3.1b) au fost
obtinuti prin metoda ultrasonarii. Intr-o prima etapa s-au suspendat cantitatile de
nanoparticule extracte/ciclodextrina din tabelul 3.3.1b in apa fimpreuna cu
cantitatile de lecitina indicate, iar suspensia a fost ultrasonata intr-un recipient de
ultrasonare termostatat (in baie de apa si gheatd) utilizdnd un aparat de
ultrasonare de tip Ultrasonic Liquid Processor Vibra Cell VC 505 cu o putere de 500
W. Conditiile de ultrasonare sunt prezentate in tabel. Intr-o prima etapa suspensia
de liposomi a fost separata gravimetric si analizata prin SEM si TEM. Suspensia de
liposomi a fost apoi supusa fractionarii: in eprubeta de centrifugare s-a introdus
intreaga cantitate de probd de liposomi (bine agitatd) si s-a echilibrat centrifuga cu
eprubete cu apa (de masa egala cu cele corespunzatoare probelor) situate in
diagonald cu probele. S-a centrifugat la turatia si timpii indicati in tabelul 3.3.2,
dupa care s-a oprit centrifugarea. S-au pipetat cate 0.5 ml proba (supernatant)
care s-a depozitat in fiole ermetic inchise (s-a notat cu codul corespunzator in
terminatie “a”). Din  eprubeta corespunzatoare cu apa din diagonala s-au
indepartat 0.5 ml. S-a continuat centrifugarea conform tabelului si din nou s-a luat
probd de cate 0.5 ml (notata cu “b”). Reziduul ramas in eprubeta s-a notat cu
terminatia “r” si s-a depozitat (tabel 3.3.2).
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3.3.2.4. Obtinerea micro/nanocapsulelor de tip Iliposomi
unilamelari cu continut de nanoparticule biocompusi/ciclodextrine.
Pentru obtinerea liposomilor unilamelari s-au utilizat amestecuri de lipide cu
compozitie bine stabilita prin aceeasi metoda a ultrasonarii. Astfel, cantitatile
amestec lipidic si de complecsi din tabelul 3.3.1(a,b) au fost ultrasonate in
recipientul de ultrasonare termostatat in conditiile prezentate in tabel, iar liposomii
unilamelari au fost separati initial gravimetric si analizati prin aceleasi metode
microscopice (SEM, TEM), respectiv au fost supusi separarii fractionate in vederea
obtinerii liposomilor de dimensiuni de zeci de nanometri (tabel 3.3.2).

Tabel 3.3.1a. Descrierea liposomilor multilamelari (L) si unilamelari (LG) cu continut de
nanoparticule biocompusi/ciclodextrine

Nr. Cod Descriere

1 Cm_Fr_bCD_L Complex Extract M. chamomilla (frunze)/B-ciclodextrina in
Liposomi (lecitind)

2 Cm_Tu_bCD_L Complex Extract M. chamomilla (tulpind)/B-ciclodextrina in
Liposomi (lecitind)

3 Cm_Tu'_bCD_L Complex Extract M. chamomilla (tulpind’)/B-ciclodextrina in
Liposomi (lecitind)

4 Cm_Rd_bCD_L Complex Extract M. chamomilla (radacina)/B-ciclodextrina in
Liposomi (lecitind)

5 Arm_Se_bCD_L Complex Extract S. marianum(seminte)/B-ciclodextrina in Liposomi
(lecitind)

6 Sbn_bCD_L Complex Silibin/B-ciclodextrina in Liposomi (lecitind)

7 Smr_bCD_L Complex Silimarin/B-ciclodextrina in Liposomi (lecitina)

8 Cm_Fr_bCD_LG Complex Extract M. chamomilla (frunze)/B-ciclodextrina in

Liposomi (am. lipide)

9 Cm_Tu_bCD_LG Complex Extract M. chamomilla (tulpind)/B-ciclodextrina in
Liposomi (am. lipide)

10 Cm_Tu'_bCD_LG Complex Extract M. chamomilla (tulpina’)/B-ciclodextrina in
Liposomi (am. lipide)

11 Cm_Rd_bCD_LG Complex Extract M. chamomilla (rédacind)/B-ciclodextrina in
Liposomi (am. lipide)

12 Arm_Se_bCD_LG Complex Extract S. marianum(seminte)/B-ciclodextrina in Liposomi

(am. lipide)
13 Sbn_bCD_LG Complex Silibin/B-ciclodextrina in Liposomi (am. lipide)
14 Smr_bCD_LG Complex Silimarin/B-ciclodextrina in Liposomi (am. lipide)

Fr = frunze; Tu = tulpind; Se = seminte; bCD = B-ciclodextrind; L = lecitind; LG = amestec
de lipide
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Tabel 3.3.1b. Valorile conditiilor si parametrilor de obtinere a liposomilor multilamelari (L) si
unilamelari (LG) cu continut de nanoparticule biocompusi/ciclodextrine

Nr. Cod Mmy/6 Vsoven  Mcompl. Amp timp Puls Puls
(9) taps us us on off

(ml) (%) (min) (sec) (sec)
1 Cm_Fr_bCD_L 0.16 5 0.032 80 15 30 15
2 Cm_Tu_bCD_L 0.16 5 0.032 80 15 30 15
3 Cm_Tu'_bCD_L 0.16 5 0.032 80 15 30 15
4 Cm_Rd_bCD_L 0.16 5 0.032 80 15 30 15
5 Arm_Se_bCD_L 0.16 5 0.032 80 30 30 15
6 Sbn_bCD_L 0.16 5 0.032 80 30 30 15
7 Smr_bCD_L 0.16 5 0.032 80 30 30 15
8 Cm_Fr_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
9 Cm_Tu_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
10 Cm_Tu'_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
11 Cm_Rd_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
12 Arm_Se_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
13  Sbn_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15
14 Smr_bCD_LG 0.014 4 0.008 80 30 30 15

Tabel 3.3.2. Valorile conditiilor si parametrilor de separare prin centrifugare a liposomilor cu
continut de nanoparticule biocompusi/ciclodextrine

Nr. Cod Vprobs Mprobs Turatie Timp
(mi) (9) (rot/min) (min)
1 Cm_Fr_bCD_lLa 1.5 5000 15
2 Cm_Fr_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
3 Cm_Fr_bCD_Lr 1.5
4 Cm_Tu_bCD_La 1.5 5000 15
5 Cm_Tu_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
6 Cm_Tu_bCD_Lr 1.5
7 Cm_Tu’_bCD_La 1.5 5000 15
8 Cm_Tu’_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
9 Cm_Tu’_bCD_Lr 1.5
10 Cm_Rd_bCD_Lla 1.5 5000 15
11 Cm_Rd_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
12  Cm_Rd_bCD_Lr 1.5
13 Arm_Se_bCD_La 1.5 5000 15
14  Arm_Se_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
15 Arm_Se_bCD_Lr 1.5
16 Sbn_bCD_La 1.5 5000 15
17 Sbn_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15
18 Sbn_bCD_Lr 1.5
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Tabel 3.3.2. Continuare

Nr. Cod Vproba mproba Turatie Timp
(ml) (9) (rot/min) (min)

19 Smr_bCD_lLa 1.5 5000 15

20 Smr_bCD_Lb 1.5 1.5 5000 15+15

21 Smr_bCD_Lr 1.5

22 Cm_Fr_bCD_LGa 1.5 5000 15

23 Cm_Fr_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

24 Cm_Fr_bCD_LGr 1.5

25 Cm_Tu_bCD_LGa 1.5 5000 15

26 Cm_Tu_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

27 Cm_Tu_bCD_LGr 1.5

28 Cm_Tu’_bCD_LGa 1.5 5000 15

29 Cm_Tu’_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

30 Cm_Tu’_bCD_LGr 1.5

31 Cm_Rd_bCD_LGa 1.5 5000 15

32 Cm_Rd_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

33 Cm_Rd_bCD_LGr 1.5

34 Arm_Se_bCD_LGa 1.5 5000 15

35 Arm_Se_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

36 Arm_Se_bCD_LGr 1.5

37 Sbn_bCD_LGa 1.5 5000 15

38 Sbn_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

39 Sbn_bCD_LGr 1.5

40 Smr_bCD_LGa 1.5 5000 15

41 Smr_bCD_LGb 1.5 1.5 5000 15+15

42  Smr_bCD_LGr 1.5

3.3.2.5. Analiza prin microscopie cu scanare electronica (SEM).
Pentru analizele SEM, realizate la Centrul de Cercetare al Universitatii de Vest
»Vasile Goldis” Arad, s-a utilizat un aparat JEOL JSM 5510-LV in vederea evaluarii
morfologice si dimensionale a complecsilor si/sau liposomilor cu continut de
complecsi biocompusi/ciclodextrine. Pentru analiza SEM s-au utilizat urmatoarele
conditii: tensiune 15 kV, magnitudine 100-30 000x.

3.3.2.6. Analiza prin microscopie cu transmisie electronica (TEM).
Pentru analizele morfologice ale liposomilor obtinuti s-a utilizat un aparat tip JEOL
JEM 1010, dotat cu camera video Mega View III CCD pentru preluarea imaginilor, la
o tensiune de accelerare de 100 kV.
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3.3.2.7. Analiza prin calorimetrie de scanare diferentiala (DSC).
Calorimetria de scanare diferentialda (DSC) pentru complecsi s-a realizat cu ajutorul
unui aparat DSC Netzsch 204. S-au cantarit la balanta analitica, direct in capsulele
speciale de Al,Os utilizate pentru analiza calorimetrica, mase de aproximativ 20+5
mg complex care au fost supuse analizelor DSC in urmatoarele conditii: program de
temperatura de la 20°C la 400°C, cu o viteza de incdlzire de 4°C/min, racirea
efectuandu-se cu azot lichid; achizitia de date s-a realizat cu ajutorul programului
specific DSC Netzsch 204-Acquisition Soft/2000; prelucrarea datelor s-a efectuat cu
programul Netzsch Proteus-Thermal Analysis ver. 4.0 / 2000.

3.3.2.8. Determinarea apei prin titrare Karl Fischer (KFT). Titrarea
Karl Fischer pentru determinarea continutului de apa din complecsii
biocompusi/ciclodextrine s-a realizat cu ajutorul unui aparat Karl Fischer Titrando
701 (Metrohm), echipat cu sistem de dozare Metrohm 10 si sistem de amestecare
Ti Stand 703. S-a utilizat tehnica bicomponent (Component 1: Titrant 5 apura ce
contine solutie metanolica de iod, titru 3.6357+0.0195 mg/g si Component 2:
Solvent apura, ce contine solutie metanolica de imidazol si dioxid de sulf) (figura
3.3.3). Titrul solutiei de iod a fost determinat utilizand Water standard 1% apura.
Cantitatile de proba luate in lucru au fost 0.0200-0.0400 g. Pentru analiza KFT s-au
setat urmatorii parametri: I(pol) 50uA, end point 250 mV, viteza maxima 5 ml/min,
panta curbei de titrare a fost utilizatd drept criteriu de stop, cu o valoare a pantei
de 15 pl/min. Timpul de extractie a fost de 300 s, toate determinarile realizandu-se
in triplicat.

=\ N=\ ONGPION
Me—OH + SO, + '\\I\/NH — \\/NH;’ B Me
\
\ O
N=\ . O_ O, N=\
NH, S Me + HO + I, + 2 NH —

O

N=\
ST "Me + 2 NH, |
/7 \\ 2

Figura 3.3.3. Reactia Karl Fischer (cu imidazol)
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3.3.2.9. Analiza spectrofotometrica a solutiilor de biocompusi si a
complecsilor acestora cu ciclodextrine si evaluarea eliberarii
controlate a compusilor bioactivi. Prezenta grupdrilor OH-fenolice pe
structurile principalilor biocompusi studiati si a amestecurilor din extractele
analizate (e.g. silibina - principalul component din silimarina, etalon al activitatii
hepatoprotectoare) confera acestora caracter antioxidant, prin urmare stabilitatea
lor la oxidare este redusa. Pentru protejarea impotriva oxidarii nedorite si
eliberarea controlata in mediul tinta (organism, produse farmaceutice etc.) s-a
apelat la Tncapsularea moleculard a acestor compusi bioactivi in ciclodextrine
naturale si modificate chimic, respectiv la supraincapsulare in liposomi.

Analiza spectrofotometrica a solutiilor de biocompusi puri (silibina si silimarina) si
amestecuri din extracte, precum si obtinerea unei curbe de etalonare, s-a realizat
cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS CamSpec 501, iar datele obtinute au fost
prelucrate cu ajutorul programului UV-VIS Analyst, versiunea 4.67. Pentru
evaluarea eliberarii controlate din complecsii cu ciclodextrine a compusilor bioactivi
s-au cantarit in cuva spectrofotometrului diverse cantitati de complex, peste care s-
a introdus etanol de diverse concentratii (20%, 60% si 96%, v/v) si s-a monitorizat
absorbanta supernatantului la 322 nm pentru probele de biocompusi din M.
chamomilla si la 288 nm pentru cele din S. marianum. Cu ajutorul curbelor de
etalonare pentru compusii puri sau pentru extracte s-au putut calcula concentratiile
de biocompusi eliberati (sau de amestecuri de compusi bioactivi in cazul
extractelor) din complecsi pe toata durata determinarii. Toate citirile s-au facut fata
de solventul utilizat, de concentratie corespunzatoare ca referinta.

3.3.3. Rezultate si discutii

3.3.3.1. Obtinerea si analiza nanoparticulelor extracte /
ciclodextrine. In cazul amestecurilor de biocompusi din extractele de M.
chamomilla si S. marianum, complecsii cu B-ciclodextrind au fost obtinuti prin
metoda cristalizarii cu randamente mai modeste (55-62% pentru primul caz si 76%
pentru cel de-al doilea) (tabelul 3.3.3).

Tabelul 3.3.3. Conditii de obtinere a complecsilor de B-ciclodextrind si extractele etanolice
de M. chamomilla L. si S. marianum

Nr Proba m \" \" m Timp Timp Timp Rnd.
(bCD) (apa) (extr) (cplx) picu- perf. racire %
(g9) (ml) (ml) (g) rare (min) lenta

(min) (ore)

1 xio‘z’)"mom’”‘a 0.671 4 4 0.3946 15 30 4 58.81

o M. chamomilla ooy 4 4 03744 15 30 4 5571
(frunze)

3 M. chamomilla o564 4 4 0.4148 15 30 4 61.87
(radacina)

4 M. chamomilla q ¢74 4 4 0.4038 15 30 4 60.15
(tulpina)

5 S maranum g go01 4 4 05074 15 30 4  75.72
(seminte)
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La utilizarea metodei ,in pasta” randamentele de complexare (recuperare) au fost
mai mari in toate cazurile. Astfel, silimarina si silibina au fost Tncapsulate cu
randamente destul de bune pentru ambele ciclodextrine naturale, dar pentru
ciclodextrina modificata chimic aceste randamente au fost tot scazute (41-78%).

Analiza SEM a complecsilor obtinuti prin metoda in pasta a indicat prezenta unor
cristale nu foarte bine formate, comparativ cu imaginile obtinute in cazul probelor
prin metoda cristalizarii. In cazul complecsilor cu silibina si silimarina particulele nu
sunt bine definite, sunt variate ca dimensiuni si forma, dar acesti complecsi obtinuti
prin metoda in ,pastd” prezinta un continut ridicat de compusi bioactivi (figurile
3.3.4-3.3.7).

Complecsii obtinuti cu amestecuri de biocompusi din M. chamomilla (diverse parti
de plantd) prezintd o oarecare uniformitate si au forme usor romboidale, cu
exceptia probei din radacina (figurile 3.3.8-3.3.11).

Figura 3.3.4. Imginea obtinuta prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a complecsilor
silibina/aCD

BUPT



126  Contributii proprii

Figura 3.3.5. Imaginea obtinuta prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a complecsilor
silibind/bCD

Figura 3.3.6. Imaginea obtinutd prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a complecsilor
silimarind/aCD
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Figura 3.3.7. Imagiea obinut prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a cmplecsilor
silimarind/bCD

Figura 3.3.8.Imaginea obtanta prin mlcroscoﬁ?e cu scanre eléctronicé (SEM) a complecsilor
amestec de biocompusi din M. chamomilla (flori)/bCD
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Figura 3.3.9. Imaginea obtnuté prin miroscopie cu scaar electronica (SEM) a complecsilor
amestec de biocompusi din M. chamomilla (frunze)/bCD

Figura 3.3.10. Imaginea obtinutd prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a
complecsilor amestec de biocompusi din M. chamomilla (tulpind)/bCD
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. Figur3.3.11. Imaginea obtinuta prin microscopie cu scanare electronica (SEM) a
complecsilor amestec de biocompusi din M. chamomilla (radacina)/bCD

Analiza DSC a complecsilor amestecuri de biocompusi din M. chamomilla/bCD a
confirmat formarea compusilor de incluziune prin prezenta picului endotermic larg
din domeniul 130-250°C si reducerea picului corespunzator eliberarii apei de
cristalizare. Astfel, in cazul complexului obtinut din amestec de biocompusi din flori
de musetel/bCD (cod: Cm_FI/bCD, figura 3.3.12a,b), efectul termic este
semnificativ (190 KJ/g), observandu-se un efect apropiat de cazul probelor din
tulpina (106-173 KJl/g) (figura 3.3.15a,b). Efecte mult mai reduse se observa in
cazul probelor din frunze si radacina (20-57 KJ/g) (figurile 3.3.13a,b si 3.3.14a,b),
respectiv in cazul complexului biocompusi din seminte de S. marianum/bCD (48
KJ/g) (figura 3.3.16a,b). Pe intervalul 20-130°C apare deshidratarea complecsilor
cu efect termic semnificativ (850-1200 KJ/g), iar peste 250°C descompunerea
ciclodextrinei.
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Figura 3.3.12. Analiza DSC a complexului extract etanolic din flori de musetel/B-ciclodextrina

(Cm_FI/bCD)
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Figura 3.3.13. Analiza DSC a complexului extract etanolic din frunze de musetel/B-
ciclodextrind (Cm_Fr/bCD)
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Figura 3.3.14. Analiza DSC a complexului extract etanolic din radacina de musetel/B-
ciclodextrind (Cm_Rd/bCD)
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Figura 3.3.15. Analiza DSC a complexului extract etanolic din tulpina de musetel/B-
ciclodextrind (Cm_Tu/bCD)
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Figura 3.3.16. Analiza DSC a complexului extract etanolic din seminte de armurariu/p-
ciclodextrind (Arm_Se/bCD)

Analiza KFT a apei din complecsii obtinuti a indicat o concentratie de apa mai mica
cu 2-3% comparativ cu ciclodextrinele comerciale. Astfel, complecsii amestec de
biocompusi din extract de M. chamomilla/bCD au prezentat concentratii intre 10%
si 12.4%, cele mai mici concentratii de apa fiind observate in cazul complecsilor cu
extracte din flori si tulpind; acest lucru este in concordanta cu analizele DSC si
anume concentratia de biocompusi incapsulati este mai mare comparativ cu probele
din frunze si radacina.
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Pentru complecsii corespunzatori ai S. marianum, concentratia de apa este
apropiata primelor cazuri de mai sus (10.6%). Pentru complecsii biocompusi
puri/ciclodextrine, concentratiile de apa sunt putin mai mari comparativ cu probele
pentru amestecuri de biocompusi: silibina si silimarina complexate cu bCD au
concentratii >12.4%. In cazul complecsilor acestor compusi cu aCD si HPbCD
concentratiile sunt corespunzator mai mici comparativ cu ciclodextrinele comerciale
(8.5-9.8% si, respectiv, 11.5-11.6%), in conditiile in care aCD are ~11.5% apa3, iar
HPbCD este higroscopica (>12% apa) (tabel 3.3.4).

Tabel 3.3.4. Determinarea continutului de apad prin titrare Karl Fischer (KFT) pentru
complecsii studiati

Nr. Cod Conc. apa (KFT) (%)
1 Cm_FI_bCD 11.032
Cm_FI_bCD 11.0144
Cm_FI_bCD 11.0917
Cm_FI_bCD 11.0460+0.0405
2 Cm_Fr_bCD 13.1481
Cm_Fr_bCD 11.8937
Cm_Fr_bCD 12.0539
Cm_Fr_bCD 12.3652+0.6827
3 Cm_Tu_bCD 11.218
Cm_Tu_bCD 11.4798
Cm_Tu_bCD 11.2464
Cm_Tu_bCD 11.3147+0.1437
4 Cm_Tu'_bCD 10.2592
Cm_Tu'_bCD 9.5796
Cm_Tu'_bCD 10.2815
Cm_Tu'_bCD 10.0401+0.3990
5 Cm_Rd_bCD 11.8414
Cm_Rd_bCD 12.0282
Cm_Rd_bCD 11.816
Cm_Rd_bCD 11.8952+0.1159
6 Arm_Se_bCD 10.7754
Arm_Se_bCD 10.7059
Arm_Se_bCD 10.2089
Arm_Se_bCD 10.5634+0.3090
7 Sbn_aCD 8.6816
Sbn_aCD 8.6667
Sbn_aCD 8.2269
Sbn_aCD 8.5251+0.2583
8 Sbn_bCD 12.7784
Sbn_bCD 12.4822
Sbn_bCD 12.2267
Sbn_bCD 12.4958+0.2761
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Tabel 3.3.4. Continuare

Nr. Cod Conc. apa (KFT) (%)
9 Sbn_HPbCD 11.3558
Sbn_HPbCD 11.3358
Sbn_HPbCD 11.7436
Sbn_HPbCD 11.4784+0.2299
10 Smr_aCD 9.6291
Smr_aCD 9.728
Smr_aCD 10.2254
Smr_aCD 9.8608+0.3196
11 Smr_bCD 12.3366
Smr_bCD 12.967
Smr_bCD 12.8164
Smr_bCD 12.7067+0.3292
12 Smr_HPbCD 11.7136
Smr_HPbCD 11.6566
Smr_HPbCD 11.5339
Smr_HPbCD 11.6347+0.0918

3.3.3.2. Obtinerea si analiza nanocapsulelor de tip liposomi cu
continut de nanoparticule biocompusi / ciclodextrine. incercirile
preliminare de obtinere a nanocapsulelor pe baza de liposomi cu continut de
complecsi extracte/ciclodextrine au indicat prezenta complecsilor (partial
nesolubilizati) in capsulele lipidice, dar si a unor formatiuni aderente la aceste
capsule. La nivel macroscopic se poate observa o separare a liposomilor de
dimensiuni reduse in urma fractionarii prin centrifugare, fractiunile ,La” si ,Lb” din
stanga seturilor de trei fractiuni (ultima fractiune - ,Lr” fiind reziduu) fiind mai
translucide.

Analizele TEM pentru aceste nanocapsule au indicat faptul ca unele nanoparticule
de complex sunt acoperite de fosfolipide, in timp ce o parte din complecsii
neincapsulati sunt aderente la aceste nanocapsule; de asemenea, complecsii
solubilizati sunt partial incapsulati in entitatea liposomica (figurile 3.3.17-3.3.19).
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1000 nm
Figura 3.3.17. Analiza prin microscopie cu transmisie electronica (TEM) a liposomilor
(lecitind) cu continut de complex extract etanolic din seminte de armurariu/B-ciclodextrina
(Arm_Se/bCD)

A\ - - =
Figura 3.3.18. Analiza prin microscopie cu transmisie electronica (TEM) a liposomilor
(lecitind) cu continut de complex extract etanolic din seminte de armurariu/B-ciclodextrina

(Arm_Se/bCD)
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AW ’ - o AP T
Figura 3.3.19. Analiza prin microscopie cu transmisie electronicd (TEM)a liposomilor
(lecitind) cu continut de complex extract etanolic din seminte de armurariu/B-ciclodextrina
(Arm_Se/bCD)

In cazul liposomilor obtinuti din amestecuri artificiale de lipide (fosfatidilcolina,
stearilamind si colesterol), probabil dimensiunea particulelor este mult mai mic3,
fapt relevat de imaginea translucida a liposomilor fara complecsi (figura 3.3.20).
Variatia opacitatii probelor de liposomi pe baza de amestec lipidic cu continut de
complecsi (amestecuri de biocompusi/ciclodextrine) este observata in figura 3.3.21,
unde din seturile de trei fractiuni, intotdeauna primele doua (de la sténga) sunt mai
translucide (fractiunile ,LGa” si LGb"), comparativ cu ultima din fiecare set, care
este reziduul ,LGr".
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Figura 3.3.20. Imaginea liposomilor pe baza de amestec lipidic (LG) fara complecsi

Figura 3.3.21. Imaginea liposomilor pe baza de amestec lipidic cu continut de complecsi ai
PaCD_Sbn, PbCD_Sbn si PHPbCD_Sbn (fractionate, ,LGa/LGb/LGr")

3.3.3.3. Evaluarea eliberarii controlate a biocompusilor din
nanoparticulele cu ciclodextrina. Pentru evaluarea eliberdrii controlate a
biocompusilor din complecsii cu ciclodextrinda s-a apelat la analiza
spectrofotometricd a unor probe de complecsi in ser fiziologic sau solutii etanolice
de diverse concentratii (20-96%) dupa un anumit interval de timp de la preparare
(in jur de 7 zile).
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Pentru aceasta a fost necesara obtinerea unor curbe de etalonare pentru compusii
puri disponibili Tn cazul extractului de S. marianum (silibind), respectiv pentru
complecsii initiali. Curbele de etalonare pentru silibind (utilizatd pentru evaluarea
eliberarii controlate din complecsii) si
prezentate in figurile 3.3.22-3.3.23. Amestecul de biocompusi din M. chamomilla
este prea complex si s-a recurs la utilizarea unor curbe de etalonare obtinute
pentru complecsii corespunzatori cu B-ciclodextrind. Aceste curbe de etalonare sunt
prezentate in figurile 3.3.24-3.3.27, impreund cu analizele UV-VIS pentru solutiile

etalon utilizate.
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Figura 3.3.22. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru silibina
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Figura 3.3.23a. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru silimarina
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Figura 3.3.23b. Analizele UV-VIS pentru extractul etanolic 96% de armurariu (S. marianum
L.) la diferite dilutii
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Figura 3.3.24. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru complexul extract etanolic din
flori de musetel/B-ciclodextrind (Cm_FI_bCD)
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Figura 3.3.25. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru complexul extract etanolic din

frunze de musetel/B-ciclodextrina (Cm_Fr_bCD)
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Figura 3.3.27. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru complexul extract etanolic din

radacind de musetel/B-ciclodextrind Cm_Rd_bCD

in cazul evaludrii eliberdrii controlate din complecsi (exprimata ca variatie a
concentratiei de biocompus in cazul silibinei din S. marianum sau de amestec de
biocompusi in cazul M. chamomilla) studiile s-au rezumat la solutii alcoolice de
diverse concentratii, deoarece complecsii sunt solubili in faza apoasa (sau ser
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fiziologic). Variatia concentratiei de compusi bioactivi se poate observa clar in
special in cazul utilizarii etanolului de concentratie 60% sau 96%.

Pentru cazul complecsilor silibinei, eliberarea controlatéa in etanol diluat se
realizeaza foarte lent, pentru toate cele trei tipuri de complecsi (aCD, bCD si
HPbCD) absorbanta nedepasind valoarea de 0.1, chiar dupa 30 de minute de
monitorizare (figura 3.3.28).
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Figura 3.3.28. Evaluarea spectrofotometrica (288nm) a eliberarii silibinei din complecsii cu a-
ciclodextrina (rosu), B-ciclodextrind (albastru) si HP-B-ciclodextrina (roz) (in etanol 20%)

0007 T — T & J0.007
0.006 PR 0.006
__rF -
0.005 : pRie 0.005
PR S
0.004 A e Y 0.004
£ 0003 i 0.003
=] _,/
£ A
< 0.002 T 0.002
o - _-)_‘Bg;/ﬁ'mn.\_.
'\'h
0.001 = 0.001
0 mpd 0
e
-0.001 |~ -0.001
0.002 -0.002
0 200 400 600
Timp (s)

Figura 3.3.29. Evaluarea eliberarii controlate a silibinei din complexul silibina/B- ciclodextrina
(Sb_bCD) (in EtOH 20%)
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Marirea scarii absorbantei pe domeniul 0 - 0.007 (figura 3.3.29), respectiv 0 - 0.1
(figura 3.3.32) evidentiaza in mod clar eliberarea compusului ,oaspete” (principiul
bioactiv).

Concentratiile de silibind eliberate ajung la 0.01 mg/ml dupa 30 minute in cazul
complexului Sb_aCD si la ~0.006 mg/ml dupa 10-15 minute in cazul complecsilor
Sb_bCD si Sb_HPbCD.

In cazul complecsilor corespunzatori cu silimaring, existd o comportare similard la
eliberarea controlata in etanol 20% (figurile 3.3.30 si 3.3.31), concentratiile de
compusi bioactivi eliberati (exprimate ca silibind) sunt ceva mai mari (~0.1 mg/ml),

dupa 30 de minute de monitorizare (figura 3.3.32).
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Figura 3.3.30. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din
complecsii silimarinei cu a-ciclodextrind (in etanol 20%)
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Figura 3.3.31. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din
complecsii silimarinei cu B-ciclodextrind (in etanol 20%)
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Figura 3.3.32. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi (ca silibind) din

La marirea concentratiei etanolului utilizat ca solvent model de eliberare (60% si
96%), s-a observat o eliberare mai accentuatd a silibinei, in special in cazul
complecsilor cu aCD si bCD, mai putin cu HPbCD, atat pentru etanol 60% (figura
3.3.33), cat si pentru etanol concentrat (figura 3.3.34).

complexul silimarindna/a-ciclodextrina (Sm_aCD) (in EtOH 20%)
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Figura 3.3.33. Evaluarea spectrofotometricd (288 nm) a eliberarii silibinei din complecsii cu
a-ciclodextrina (rosu), B-ciclodextrind (albastru) si HP-B-ciclodextrina (roz) (in etanol 60%)
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Figura 3.3.34. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii silibinei din complecsii cu
a-ciclodextrina (rosu), B-ciclodextrina (albastru) si HP-B-ciclodextrina (roz) (in etanol 96%)

Cum era de asteptat, concentratiile de silibind eliberata dupa 30 de minute au
crescut de la 0.015 mg/ml in cazul complexului cu HPbCD la 0.06 mg/ml pentru
complecsii cu ciclodextrinele naturale in cazul utilizarii etanolului 60% (figurile
3.3.35 si 3.3.36) si de la 0.045 mg/ml la 0.35 mg/ml in cazul acelorasi complecsi
analizati in etanol 96% (figurile 3.3.37 si 3.3.38).
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Figura 3.3.35. Evaluarea eliberarii controlate a silibinei din complexul silibind/HP-3-
ciclodextrind (Sb_HPbCD) (in EtOH 60%)
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Figura 3.3.36. Evaluarea eliberarii controlate a silibinei din complexul silibind/B-ciclodextrina
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Figura 3.3.37. Evaluarea eliberarii controlate a silibinei din complexul silibind/HP-B-
ciclodextrind (Sb_HPbCD) (in EtOH 96%)
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Figura 3.3.38. Evaluarea eliberarii controlate a silibinei din complexul silibind/B-ciclodextrina
(Sb_bCD) (in EtOH 96%)

Si in cazul complecsilor silimarinei eliberarea compusilor bioactivi a avut aceeasi
alura ca in cazul silibinei, insa diferentele intre complecsii cu bCD si HPbCD nu au
fost asa de mari. Concentratiile de compusi bioactivi eliberati au crescut in cazul
utilizarii etanolului 60% de la 0.15 mg/ml pentru complexul cu HPbCD la 0.2 mg/ml
pentru complexul cu bCD si de la 0.16 mg/ml la peste 0.35 mg/ml pentru aceeasi
complecsi (figurile 3.3.39 si 3.3.40).
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Figura 3.3.39. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din
complecsii silimarinei cu a-ciclodextrind (rosu), B-ciclodextrina (albastru) si HP-B-ciclodextrind
(roz) (in etanol 60%)
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Figura 3.3.40. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi (ca silibind) din
complexul silimarina/HP-B-ciclodextrind (Sm_HPbCD) (in EtOH 60%)

in cazul complecsilor bCD obtinuti cu amestecuri de biocompusi din extracte M.
chamomilla eliberarile biocompusilor s-au observat in special in cazul utilizarii
etanolului de concentratie mai ridicata. Astfel, in cazul complexului cu extract din
flori eliberarea biocompusilor s-a realizat la concentratii de pana la 0.05 mg/ml
pentru etanol 96% si de pana la 0.02 mg/ml pentru etanol 60% (figura 3.3.43).

Comportari similare se observa si in cazul extractelor din frunze, radacina si tulping,
dar la valori mai mici (pana la ~0.02 mg/ml), chiar pentru etanol concentrat
(figurile 3.3.41-3.3.44).
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Figura 3.3.41. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complexul extract etanolic din flori de musetel/B-ciclodextrina
(Cm_FI_bCD)
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Figura 3.3.42. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complexul extract etanolic din frunze de musetel/B-
ciclodextrind (Cm_Fr bCD)
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Figura 3.3.43. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complexul extract etanolic din tulpina de musetel/f-
ciclodextrind (Cm_Tu_bCD)
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Figura 3.3.44. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complexul extract etanolic din radacina de musetel/f-
ciclodextrina (Cm_Rd bCD)

3.3.4. Concluzii

In urma studiilor efectuate privind experimentele preliminare de obtinere si analiza
a nanoparticulelor cu biocompusi si extracte se pot trasa urmatoarele concluzii
principale:

e S-au obtinut si analizat cinci complecsi biocompusi si amestecuri din
Matricaria chamomilla si Silybum marianum cu B-ciclodextring;

e S-au obtinut si analizat partial 14 noi micro/nanocapsule tip liposomi
multilamelari (lecitind) si unilamelari (amestecuri lipidice artificiale) cu
continut de complecsi ai biocompusilor hepatoprotectori potentiali n
ciclodextrine;

e Eliberarea controlatd a compusilor bioactivi hepatoprotectori potentiali se
realizeaza dupa o curba logaritmica mai mult sau mai putin evidentd; in
general eliberarea continua si dupa timpul de analiza de 30 de minute, in
cazul complecsilor cu ciclodextrine.

BUPT



4. CONCLUZII FINALE

in urma studiilor efectuate privind obtinerea, analiza, nanoincapsularea si evaluarea
proprietatilor biocompusilor din specii ale familiei Compositae se pot trasa
urmatoarele concluzii principale:

e S-au separat 23 tipuri de biosisteme de tip ulei volatil din plante
apartinand familiei Compositae (musetel, coada soricelului, anghinare,
podbal) cu randamente sub 1%, care au fost analizate prin GC-MS;

e S-au cuantificat compusii din uleiurile volatile obtinute, concentratiile cele
mai mari fiind observate in cazul uleiurilor obtinute din flori, astfel: a-
bisabololul, bisabolol-oxizii A si B si camazulena au fost principalii
compusi din uleiurile volatile din musetel si coada soricelului, iar B-
cubebenul si 2-hexenalul au fost principalii compusi din uleiurile volatile
de anghinare;

e S-au obtinut 23 de complecsi ulei volatil/B-ciclodextrina, cu
randamente cuprinse intre 63% si 85%, cu un continut in principii bioactive
intre 4 si 7.5%; complecsii au fost analizati prin TG, DSC si SEM,
demonstrandu-se formarea compusilor de incluziune si evaludndu-se
morfologia si dimensiunile particulelor;

e S-a realizat recuperarea si cuantificarea biocompusilor incapsulati in
B-ciclodextrind, constatandu-se o fincapsulare mai avansatd a
monoterpenelor, bisabololului, oxizilor acestuia si camazulenei, si o
incapsulare mai redusa a sesquiterpenoidelor;

e S-au analizat statistic rezultatele obtinute, analiza statistica multivatiata
relevand similitudinea speciilor Matricaria, Achillea si Tussilago, respectiv s-
a evidentiat capacitatea de protectie a ciclodextrinelor impotriva actiunii
oxigenului atmosferic, in special asupra sesquiterpenelor labile (cum este
cariofilenul);

e S-au evaluat energiile de interactiune dintre B-ciclodextrind si principalii
biocompusi din specii ale familiei Compositae, demonstrandu-se
capacitatea de incapsulare pentru compusii valorosi din punct de vedere
terapeutic.

e S-au obtinut 126 extracte (56 din M. chamomilla, 56 din A. millefolium
si 14 din seminte de S. marianum) in diversi solventi organici (diverse
polaritati): metanol, etanol 20-96%, benzen, toluen, hexan, acetond, acetat
de etil, dicloretan, tetrahidrofuran care au fost analizati prin cromatografie
de lichide de inalta performanta (HPLC) si spectrofotometrie;
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Concluzii finale

S-a realizat optimizarea obtinerii biocompusilor din M. chamomilla prin
metoda proiectarii factoriale, conditiile optime fiind stabilite pe baza
abundentei totale a biocompusilor in urma analizelor HPLC; astfel, conditiile

optime de separare sunt: metoda extractiei solid-lichid in solvent de
polaritate mai ridicata, timp de extractie de 3 ore (extractie repetata)
si reducerea pe cat posibil a etapei de concentrare (la presiune
atmosferica);

Extractele de M. chamomilla obtinute prin metoda optimizata (solid-
lichid, in etanol de diverse concentratii) prezintd concentratii totale
insemnate de flavonoide si flavonozide, evidentiate de analizele HPLC si
UV-VIS, in special quercetind, rutina, crisina si compusi similarinici.
Reamintim ca probele de M. chamomilla obtinute prin hidrodistilare
prezinta un continut Tnsemnat de camazulena, dar si bisabololi si
bisabolol-oxizi, in special in cazul florilor;

Extractele model de S. marianum contin concentratii semnificative de
silibina in jur de 1,5 mg/g, fapt dovedit de analizele spectrofotometrice;

Prezenta compusilor de tip flavonoidic din extractele de M. chamomilla
(inrudite structural cu flavonolignanii din S. marianum), dar si a compusilor
sesquiterpenici volatili (camazulena, bisabololi), face ca aceste extracte
sa prezinte activitate hepatoprotectoare potentiala, asemanatoare celei
cunoscute pentru S. marianum;

S-au obtinut si analizat cinci complecsi biocompusi si amestecuri din
Matricaria chamomilla si Silybum marianum cu B-ciclodextring;

S-au obtinut si analizat partial 14 noi micro/nanocapsule tip liposomi
multilamelari (lecitind) si unilamelari (amestecuri lipidice artificiale) cu
continut de complecsi ai biocompusilor hepatoprotectori potentiali in
ciclodextrine;

Eliberarea controlata a compusilor bioactivi hepatoprotectori potentiali se
realizeaza dupa o curba logaritmica mai mult sau mai putin evidenta; in
general eliberarea continua si dupa timpul de analiza de 30 de minute, in
cazul complecsilor cu ciclodextrine.
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176 Anexe

Anexa A.3.1. Cromatogramele din analiza GC-MS pentru uleiurile volatile
din familia Compositae
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Figura A.3.1.1. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din flori de musetel
(Salonta)
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, Flbura A.3.1.2. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru 2-
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Abunaance 83
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Iéigura A.3.1.4. Spectrele de masa experimental (sténga) si din baza de date NIST pentru
artemisia cetona
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Figura A.3.1.5. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.6. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
cariofilen
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Figura A.3.1.7. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru B-
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Figura A.3.1.9. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.10. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.11. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.15. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
B-pinen
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Figura A.3.1.16. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
eucaliptol
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Figura A.3.1.17. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
borneol
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Figura A.3.1.18. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
a-terpineol
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Figura A.3.1.21. Spectrele de masa experimental (sténga) si din baza de date
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Figura A.3.1.22. Spectrele de masa experimental (sténga) si din baza de date
cariofilen-oxid
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Anexe
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Figura A.3.1.23. Spectrele de masa experimental (jos) si din baza de date NIST pentru ledol
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Figura A.3.1.24. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din radacina de
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Figura A.3.1.25. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din tulpind de coada

soricelului (Salonta)
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CS4. Coada soricelului Campeni - flori
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Flgu;a A.3.1.26. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din flori de coada
soricelului (Campeni)
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Figura A3127 Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din frunze de coada
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Figura A.3.1.28. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din radacina de
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Figura A.3.1/.29. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din tulpind de coada
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A1l. Anghinare Campeni - flori

Abundance

TIC: ANGFL.D
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Figura A.3.1.30. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din flori de anghinare
(Cémpeni)
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Figura A.3.1.31. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
hexanal
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Figura A.3.1.32. Spectrele de masa experimental (sténga) si din baza de date NIST pentru

2-hexenal
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Figura A.3.1.33. Spectrele de masa experimental (stédnga) si din baza de date NIST pentru
cariofilen
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(replib) Cyclohexane, 1-ethenyl-1-methyl-2-(1-methylethenyl)-4-(1-meth
Figura A.3.1.34. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.35. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
hexadenanoic acid (palmitic)
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A2. Anghinare Campeni - frunze
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Figur;A.3.1.36. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din frunze de
anghinare (Campeni)

A3. Anghinare Campeni - radacina
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Figura A.3.1.37. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din radacina de
anghinare (Campeni)

A4. Anghinare Campeni - tulpina
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Figura A.3.1.38. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din tulpind de
anghinare (Campeni)
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P1. Podbal Campeni - Frunze

Abundance
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Figura A.3.1.39. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din frunze de podbal
(Campeni)
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Figura A.3.1.40. Spectrele de masa experimental (stédnga) si din baza de date NIST pentru
2-hexenal
100 %
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Figura A.3.1.41. Spectrele de masa experimental (stédnga) si din baza de date NIST pentru
borneol
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2-cyclohexene-1-methanol, 2,6,6-trimethyl-
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Figura A.3.1.43. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.45. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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:Figura A.3.1.47. Spectrele de masd experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.48. Spectrele de masa experimental (stdnga) si din baza de date NIST pentru
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Figura A.3.1.49. Spectrele de masa experimental (stédnga) si din baza de date NIST pentru
a-bisabolol-oxid B
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Figura A.3.1.52. Spectrele de masa experimental (stanga) si din baza de date NIST pentru
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P2. Podbal Campeni - Radacina

Figura A.3.1.53. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din radacina de
podbal (Campeni)
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Figura 7-\.3.1.54. Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din tulpind de podbal
(Campeni)
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Anexa A.3.2. Rezultatele analizelor HPLC pentru extractele solid-lichid in
diferiti solventi

1
1
2
d RT [min]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Figura A.3.2.1. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic din radacina de M.
chamomilla
# Name Start Time End Quantity Area Area
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] | % [%]
1 UNKNOWN 1.427 1.612 1.903 73.73 82.1 73.725
2 UNKNOWN 1.903 1.952 2.03 6.56 7.3 6.556
3 UNKNOWN 2.03 2.07 2.132 2.31 2.6 2.309
4 Rutina 2.132 2.132 2.2 0.5 0.6 0.501
5 UNKNOWN 3.363 3.427 3.493 0.05 0.1 0.051
6 UNKNOWN 3.493 3.585 3.647 0.24 0.3 0.242
7 UNKNOWN 3.647 3.752 3.968 1.43 1.6 1.434
8 UNKNOWN 3.968 4.1 4.612 2.29 2.6 2.293
9 UNKNOWN 4.647 4.805 5.507 0.48 0.5 0.481
10 UNKNOWN 7.183 7.46 7.735 0.91 1 0.913
11 UNKNOWN 7.735 7.985 8.373 1.45 1.6 1.452
12 UNKNOWN 9.438 9.787 10.122 1.92 2.1 1.917
13 UNKNOWN | 10.122 10.34 10.79 1.1 1.2 1.095
14 UNKNOWN | 10.793 11.175 11.85 7.03 7.8 7.032
Total 100 111.3 100
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Anexe

Vus_fulpina_mefanolT.DATA

:

RT [min]

ERE R

78T e 0

T2

137415 16

7771819 20 21

"277723 24 25 26 27 28 29 3

Figura A.3.2.2. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic din tulpind de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] | [mV.Min] [%]

1 UNKNOWN 1.36 1.608 1.838 17.48 58.6 17.483
2 UNKNOWN 1.838 1.863 1.937 3.48 11.6 3.475
3 UNKNOWN 1.937 1.993 2.053 4.28 14.4 4.284

4 UNKNOWN 2.053 2.252 2.357 14.42 48.3 14.419

5 Rutina 2.357 2.648 3.327 32.38 108.5 32.385
6 UNKNOWN 3.327 3.422 3.48 1.39 4.7 1.392
7 UNKNOWN 3.48 3.518 3.588 0.98 3.3 0.984
8 UNKNOWN 3.588 3.74 4.273 11.9 39.9 11.9
9 Quercetina 4.273 4.423 6.053 10.19 34.1 10.191
10 UNKNOWN 6.053 6.198 7.222 1.27 4.3 1.272
11 UNKNOWN 7.222 7.418 7.633 0.2 0.7 0.196
12 UNKNOWN 7.633 7.957 8.92 1.43 4.8 1.435
13 UNKNOWN | 10.688 | 11.098 | 11.733 0.58 2 0.584
Total 100 335 100
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Figura A.3.2.3. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic din frunze de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]

1 UNKNOWN 0.002 0.005 0.16 0.01 0 0.006

2 UNKNOWN 1.433 1.605 1.858 26.93 77.7 26.928
3 UNKNOWN 1.858 1.858 2.035 3.91 11.3 3.907
4 UNKNOWN 2.035 2.18 2.288 5.13 14.8 5.128
5 Rutind 2.288 2.288 2.41 1.27 3.7 1.275
6 UNKNOWN 2.41 2.505 2.587 0.97 2.8 0.967
7 UNKNOWN 3.333 3.715 4.26 47.92 138.2 47.918
8 Quercetinad 4.26 4.318 4.918 3.69 10.6 3.689
9 UNKNOWN 7.473 7.843 8.923 5.24 15.1 5.244
10 UNKNOWN | 10.507 | 10.918 | 11.548 4.94 14.2 4,938
Total 100 288.5 100
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Figura A.3.2.4. Cromatograma HPLC pentru extractul metanolic din flori de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]

1 UNKNOWN 1.455 1.552 1.752 27.9 202.6 27.901
2 UNKNOWN 1.752 1.792 1.998 11.49 83.4 11.487
3 UNKNOWN 1.998 2.077 2.218 3.16 22.9 3.156
4 UNKNOWN 3.632 3.795 5.03 26.06 189.2 26.061
5 UNKNOWN 5.03 5.193 5.95 0.92 6.7 0.916
6 UNKNOWN 7.837 8.2 8.733 1.45 10.6 1.455

7 UNKNOWN | 10.905 | 11.477 | 12.167 23.77 172.6 23.766
8 UNKNOWN | 12.167 | 12.313 | 13.268 5.03 36.5 5.032
9 UNKNOWN | 20.147 20.63 21.08 0.23 1.6 0.227
Total 100 726.1 100
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RT [min]|

Figura A.3.2.5. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic din radacina de M. chamomilla

3 4

5 6

7 8

9 10

13 14 15

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 0.028 0.548 0.933 0.34 0.5 0.34
2 UNKNOWN 0.933 0.962 1.147 0.07 0.1 0.071
3 UNKNOWN 1.147 1.225 1.452 0.07 0.1 0.068
4 UNKNOWN 1.508 2.222 2.29 8.06 11.7 8.058
5 UNKNOWN 2.29 2.377 2.582 14.23 20.7 14.233
6 UNKNOWN 2.582 2.725 3.385 20.69 30.1 20.691
7 UNKNOWN 3.385 3.48 4.075 5.53 8 5.527
8 UNKNOWN 4.075 4.36 4.713 3.46 5 3.463
9 UNKNOWN 4.713 5.54 7.312 23.75 34.5 23.748
10 UNKNOWN 7.312 7.473 7.912 1.68 2.4 1.679
11 UNKNOWN 7.912 8.477 9.333 3.32 4.8 3.324
12 UNKNOWN 9.333 9.708 10.213 3.15 4.6 3.15
13 UNKNOWN | 10.213 10.59 10.707 1.53 2.2 1.532
14 UNKNOWN | 10.707 | 11.445 | 13.618 12.17 17.7 12.17
15 UNKNOWN 13.618 | 15.002 15.013 1.95 2.8 1.946
Total 100 145.4 100
g el s ot AT,

Figura A.3.2.6. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice din radacina de
M. chamomilla
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Figura A.3.2.7. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic din tulpind de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] | [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 0.028 0.065 0.147 0 0 0.003
2 UNKNOWN 0.482 0.595 0.813 0.09 0 0.095
3 UNKNOWN 2.415 2.495 2.623 28.33 11.7 28.326
4 UNKNOWN 2.725 2.787 2.852 0.93 0.4 0.93
5 UNKNOWN 2.868 2.933 2.987 2.01 0.8 2.01
6 UNKNOWN 4.018 4.227 4.227 1.51 0.6 1.506
7 Quercetina 4.227 4.345 4.627 4 1.7 3.997
8 UNKNOWN 4.638 4.882 5.348 12.61 5.2 12.61
9 UNKNOWN 5.348 5.635 5.98 5.65 2.3 5.655
10 UNKNOWN 5.98 6.213 6.987 6.8 2.8 6.803
11 UNKNOWN 6.997 7.437 7.815 2.77 1.1 2.767
12 UNKNOWN 9.243 9.652 10.253 26.97 11.2 26.97
13 UNKNOWN 11.027 | 11.608 12.097 3.27 1.4 3.269
14 UNKNOWN 12.097 | 12.423 12.842 2.31 1 2.311
15 UNKNOWN | 12.842 13.18 13.777 2.75 1.1 2.747
Total 100 41.3 100
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Musetel_tulpina_100%1.

0¢
Musetél tulpina_80%1.DATA
*

RT [min]

N

Figura A.3.2.8. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice din tulpind de

M. chamomilla
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Figura A.3.2.9. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic din frunze de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 1.102 1.212 1.275 0 0.1 0.004
2 UNKNOWN 1.275 2.557 2.8 11.84 170.1 11.836
3 UNKNOWN 2.8 2.928 2.995 4.41 63.4 4.413
4 UNKNOWN 2.995 3.222 4.668 25.82 371.2 25.824
5 UNKNOWN 4.668 4.92 5.252 4.93 70.8 4.926
6 UNKNOWN 5.252 5.718 6.063 5.53 79.5 5.531
7 UNKNOWN 6.063 6.177 6.493 2.43 34.9 2.426
8 UNKNOWN 6.493 6.595 7.008 2.52 36.2 2.52
9 UNKNOWN 7.008 7.373 9.247 7.45 107.2 7.455
10 UNKNOWN 9.247 9.675 10.985 17.93 257.8 17.933
11 UNKNOWN | 10.985 11.5 12.033 5.87 84.3 5.868
12 UNKNOWN | 12.033 | 12.415 12.83 4.41 63.4 4.413
13 UNKNOWN 12.83 13.158 | 15.002 6.85 98.5 6.85
Total 100 1437.3 100
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Figura A.3.2.10. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice din frunze de

M. chamomilla

Figura A.3.2.11. Cromatograma HPLC pentru extractul etanolic din flori de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] | [% Area] [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 0.902 0.962 1.027 0.01 0 0.01
2 UNKNOWN 2.448 2.548 2.86 21.33 28.4 21.327
3 UNKNOWN 2.865 2.943 3.013 3.99 5.3 3.992
4 UNKNOWN 4.712 4.912 5.562 1.82 2.4 1.815
5 UNKNOWN 5.602 5.823 6.068 0.29 0.4 0.289
6 UNKNOWN 7.037 7.62 8.24 9.57 12.8 9.574
7 UNKNOWN 9.277 9.71 11.485 59.63 79.5 59.634
8 UNKNOWN 11.485 | 11.847 12.32 3.36 4.5 3.357
Total 100 133.3 100
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Musetel_flori_100%1.DATA
Musetél flori_80° DATA
Musetel flori_60" DATA
Musetel flori_40° DATA
[Muselel Tlor 20" ]
A8 TN K]
RT [min]
13 14 15
Figura A.3.2.12. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele etanolice din flori de M.
chamomilla

Mus_flori_benzen1.DATA
Mus_frunze benzen1.DATA
Mus_radacina_metanol1. DATA
DATA

RT [min]
17 18 19 20 21 22 23 24 25

26 27 28 29 30
Figura A.3.2.13. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele benzenice de M.
chamomilla

Mus_radacina_toluen1.DATA
Mds_tulpina_toluen1.DATA
MJ"rImZE toluen1.DATA

N RT [min]
& 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

29 0
Figura A.3.2.14. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele toluenice de M.
chamomilla
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Figura A.3.2.15. Cromatograma HPLC pentru extractul hexanic din flori de M. chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] | [% Area] [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 1.625 1.693 1.787 0.01 0 0.006
2 UNKNOWN 1.912 2.003 2.26 0.1 0.3 0.104
3 UNKNOWN 2.26 2.415 2.532 0.04 0.1 0.036
4 UNKNOWN 2.532 2.767 2.887 0.04 0.1 0.045
5 UNKNOWN 2.905 3.042 3.112 0.3 0.9 0.304
6 Rutina 3.112 3.112 3.198 0.1 0.3 0.1
7 UNKNOWN 3.198 3.333 3.803 39.95 122 39.955
8 UNKNOWN 3.803 3.803 3.973 1.22 3.7 1.223
9 UNKNOWN 3.973 3.973 4.15 0.53 1.6 0.528
10 UNKNOWN 4.737 4.883 5.187 0.29 0.9 0.29
11 UNKNOWN 5.782 6 6.668 5.72 17.5 5.723
12 UNKNOWN 6.668 6.737 7.047 0.55 1.7 0.551
13 UNKNOWN 7.047 7.147 7.678 0.37 1.1 0.371
14 UNKNOWN 7.685 7.995 9.36 49.88 152.3 49.882
15 UNKNOWN 9.36 9.567 9.853 0.36 1.1 0.36
16 UNKNOWN | 13.132 | 13.488 14 0.52 1.6 0.523
Total 100 305.3 100
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Mus_tulpina_acetat_de_etil1.DATA
Mus_radacina acetat_de eti1.DATA
[Mus_frunze_acefaf_de_efi1T.DATA]|

RT [min]

20 4 s
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e

0 11 12 13 14 15 16
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o
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Figura A.3.2.16. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele in acetat de etil de M.

chamomilla
- X
"""""""""" T R ]
7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 0

Figura A.3.2.17. Cromatograma HPLC pentru extractul in acetat de etil din flori de M.

chamomilla
# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]
1 UNKNOWN 0.573 0.895 1.537 0.44 2.6 0.439
2 UNKNOWN 1.542 1.692 1.73 2.76 16.1 2.756
3 UNKNOWN 1.73 1.835 1.912 4.68 27.4 4.681
4 UNKNOWN 1.912 2.095 2.242 16.25 95.1 16.255
5 UNKNOWN 2.242 2.327 2.37 7.56 44.2 7.561
6 UNKNOWN 2.37 2.57 3.032 35.8 209.5 35.799
7 Rutina 3.032 3.202 3.275 6.85 40.1 6.853
8 UNKNOWN 3.275 3.345 3.613 6.22 36.4 6.216
9 UNKNOWN 6.787 7.872 8.593 1.41 8.3 1.412
10 UNKNOWN 8.593 11.338 | 12.947 18.03 105.5 18.028
Total 100 585.2 100

BUPT



204 Anexe

Mus_flori_dicloretan.DATA
Mus_frunze_dicloretan1.DATA
Mus_radacina_dicloretan1.DATA
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Figura A.3.2.18. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele dicloretanice de M.
chamomilla
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Figura A.3.2.19. Cromatograma HPLC pentru extractul tetrahidrofuranic din flori de M.

chamomilla

# Name Start Time End Quantity Area Area %
[Min] [Min] [Min] [% Area] [mV.Min] [%]

1 UNKNOWN 1.583 1.635 1.737 10.06 53.3 10.056
2 UNKNOWN 2.09 2.217 2.392 8.88 47.1 8.882
3 UNKNOWN 2.427 2.538 2.642 1.44 7.6 1.436
4 UNKNOWN 2.673 2.857 2.97 13.02 69.1 13.024
5 UNKNOWN 2.97 3.005 3.113 5.98 31.7 5.977
6 Rutina 3.113 3.173 3.462 7.82 41.4 7.817
7 UNKNOWN 3.467 3.707 4.673 21.51 114.1 21.513
8 UNKNOWN 7.507 8.05 8.8 2.73 14.5 2.729
9 UNKNOWN | 10.613 | 11.282 | 12.947 28.3 150 28.296
10 UNKNOWN 29 29.573 | 29.987 0.27 1.4 0.27
Total 100 530.2 100
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ANEXA A.3.3. Analiza UV-VIS a biocompusilor, extractelor si evaluarea
eliberarii controlate din complecsi

Tabel A.3.3.1. Date experimentale privind preparare solutie standard: x ml extract se
aduce la semn in balon cotat de 10 ml cu etanol 96%

Dilutia Solutie standard (ml) Etanol (ml)
Dla 0.1 1.9
D1 0.2 1.8
D2 0.4 1.6
D3 0.6 1.4
D4 0.8 1.2
D5 1.0 1.0
D6 1.2 0.8
D7 1.4 0.6
D8 1.6 0.4

Tabel A.3.3.2. Conditii de obtinere a extractelor din M. chamomilla L.(musetel)

(neconcentrate)
Parte din Concentratie Notatie ML extract utilizat

planta pentru solutia

standard (x)
Frunze 20% 01_M_Fr_20 1
Frunze 40% 01_M_Fr 40 1
Frunze 60% 01_M_Fr_60 1
Frunze 80% 01_M_Fr_80 1
Frunze 96% 01_M_Fr_100 1
Tulpina 20% 01_M_T 20 1
Tulpina 40% 01_M_T 40 1
Tulpina 60% 01_M_T_60 1
Tulpina 80% 01_ M_T 80 1
Tulpina 96% EVAPORAT -
Radacina 20% 01_M_R_20 1
Radacina 40% 01_M_R 40 1
Radacina 60% 01_M_R_60 1
Radacina 80% 01_M_R_80 1
Radacina 96% 01_M_R_100 1

Tabel A.3.3.3. Conditii de obtinere a extractelor din M. chamomilla L. (musetel)

(concentrate)
Parte din Concentratie Notatie ML extract utilizat
planta pentru solutia
standard (x)
Flori 20% 01_M_FL_conc_20 0.1
Flori 40% 01_M_FL_conc_40 0.1
Flori 60% 01_M_FL_conc_60 0.1
Flori 80% 01 _M_FL_conc_80 0.1
Flori 96% 01_M_FL_conc_100 0.1
Frunze 20% 01_M_FR_conc_20 0.1
Frunze 40% 01_M_FR_conc_40 0.1
Frunze 60% 01_M_FR_conc_60 0.1
Frunze 80% 01_M_FR_conc_80 0.1
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Frunze 96% 01_M_FR _conc_100 0.1
Tulpina 20% 01_M_T conc_20 0.1
Tulpina 40% 01_M_T conc_40 0.1
Tulpina 60% 01_M_T_conc_60 0.1
Tulpina 60% 01_M_T conc_60 1
Tulpina 80% 01_M_T conc_80 0.1
Tulpina 80% 01_M_T conc_80 1
Tulpina 96% 01_M_T conc_100 1
Radacina 20% 01_M_R_conc_20 0.1
Radacina 20% 01_M_R_conc_20 1
Radacina 40% 01_M_R_conc_40 1
Radacina 60% 01_M_R_conc_60 0.1
Radacina 80% 01_M_R_conc_80 1
Radacina 96% 01_M_R_conc_100 1

Tabel A.3.3.4. Conditii de obtinere a extractelor din S. marianum L. (armurariu)

(neconcentrate)
Parte din ML extract utilizat
planta Concentratie Notatie pentru solutia
standard (x)
Seminte 20% 01_Arm_Se_20_cod_005ml 0.05
Seminte 40% 01_Arm_Se _40_cod_05ml 0.5
Seminte 40% 01__Arm_Se 40_cod_02ml 0.2
Seminte 60% 01__Arm_Se 60_cod_02ml 0.2
Seminte 80% 01_ Arm_Se _80_cod_02ml (fara D5) 0.2
Seminte 96% 01__Arm_Se 100 _cod_02ml 0.2

Tabel A.3.3.5. Conditii de obtinere a extractelor din S. marianum L. (armurariu)

(concentrate)
Parte din ML extract utilizat
planta Concentratie Notatie pentru solutia
standard (x)
Seminte 20% 01_Arm_Se_20_conc_cod_01ml 0.1
Seminte 40% 01__Arm_Se _40_conc_cod_01iml 0.1
Seminte 60% 01_Arm_Se _60_conc_cod_01ml 0.1
Seminte 80% 01__Arm_Se _80_conc_cod_01ml 0.1
Seminte 96% 01_Arm_Se _100_conc_cod_0O1ml 0.1
Seminte 96% 01_ Arm_Se _100_conc_cod_001ml 0.01

Tabel A.3.3.6. Conditii de obtinere a extractelor din M. chamomilla L. (musetel) si S.
marianum L. (armurariu)

Parte din ML extract utilizat
Notatie Planta planta Notatie pentru solutia
(pe fiold) standard (x)
5 Musetel Radacina 01_M_R_100_cod_0iml 0.1
6 Musetel Tulpina 01 M T 100 cod O1ml 0.1
6’ Musetel Tulpina 01_M_T6'_100_cod_0iml 0.1
7 Mugetel Frunze 01 _M_Fr _100_cod_01ml 0.1
8 Musetel Flori 01_M_FI_100_cod_01ml 0.1
9 Armurariu | Seminte 01_ A S 100_cod_0O1iml 0.1
9’ Armurariu | Seminte 01_A_S _100_cod_001ml 0.01
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Tabel A.3.3.7. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS silibina

Conc.
Nr (ug/ml) Abs.
1 2.5 0.167
2 5 0.363
3 10 0.719
4 15 1.355
5 20 1.416
6 25 1.761
7 30 2.076
8 35 2.389
9 40 2.576

Tabel A.3.3.8. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare

Conc.

Nr (ug/ml) Abs.

1 3 0.111619
2 6 0.229782
3 12 0.450433
4 18 0.701577
5 24 0.932729
6 30 1.150348
7 36 1.379107
8 42 1.610462
9 48 1.821439

UV-VIS silimarina

Tabel A.3.3.9. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS pentru

extractul etanolic de S. marianum L. (amurariu)

Nr Conc. (ul/ml) Abs.
1 0.25 0.131
2 0.5 0.193
3 1 0.341
4 1.5 0.512
5 2 0.671
6 2.5 0.863
7 3 1.030
8 3.5 1.191
9 4 1.355
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Figura A.3.3.1. Curba de etalonare si analizele UV-VIS pentru extractele etanolice 96% de S.

marianum L. (armurariu) la diferite dilutii (cod:Arm_0.01 ml)
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Absorbance(Abs)

Wavelength(nm)
Figura A.3.3.2. Analizele UV-VIS pentru extractul etanolic 96% de S. marianum L.
(armurariu) la diferite dilutii (cod: Arm_0.1 ml)

400 500

Tabel A.3.3.10. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS pentru
extractul etanolic de M. chamomilla (musetel - floare)

Conc.
Nr (ul/ml) Abs.
1 5 0.060
2 10 0.105
3 20 0.213
4 30 0.332
5 40 0.440
6 50 0.570
7 60 0.676
8 70 0.801
9 80 0.917
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Tabel A.3.3.11. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS pentru
extractul etanolic de M. chamomilla (musetel - frunze)

Tabel A.3.3.12. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS pentru
extractul etanolic de M. chamomilla (musetel - radacind)

Conc.
Nr (ul/ml) Abs.
1 5 0.226
2 10 0.270
3 20 0.461
4 30 0.703
5 40 0.932
6 50 1.178
7 60 1.439
8 70 1.676
9 80 1.930

Conc.
Nr (ul/ml) Abs.
1 5 0.183
2 10 0.208
3 20 0.334
4 30 0.511
5 40 0.691
6 50 0.862
7 60 1.039
8 70 1.172
9 80 1.349

Tabel A.3.3.13. Date experimentale privind obtinerea curbei de etalonare UV-VIS pentru

extractul et

anolic de M. chamomilla (musetel - tulpinad)
Conc.
Nr (ul/ml) Abs.
1 5 0.046
2 10 0.092
3 20 0.187
4 30 0.280
5 40 0.373
6 50 0.481
7 60 0.568
8 70 0.669
9 80 0.762
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Time(s)
Figura A.3.3.3. Evaluarea spectrofotometrica (288nm) a eliberarii silibinei din complexul de
S. marianum L. (armurariu) /B-CD (cod:Arm_bCD)

Scatterplot (Cm_Elib all 16301 c)

¢ (CmFBCE_Cr_207 (uléml) = -0.3047-0.6173% g1 00
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Figura A.3.3.4. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complexul de M. chamomilla L./B-CD(cod:Cm_Fr_bCD)
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Secatterplot (Cm_Elib all 16vw™201c)

e (CmFIBCD_Cr 600 (ulfml) = -4 7225+4 06207 o g 10(4)
c(CmRABCD_Cr_B00 (uliml) = -20 4023+14 34907 0 g4 00
e (CMTUBCD_Cr B0 (ulfmi) = -12 527 2+6.1122 0 g 1006
G(CmTudBCL_Cr 60) (uliml) = 0.124-1 32767 log 1004
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Figura A.3.3.5. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complecsii de M. chamomilla L./B-CD (cod:Cm_parte
planta_bCD) (in etanol 60%)

Scatterplot (Cm_Elib all 16201 2)

¢ (CmFECD_Cr 983 (ulfml) = -32 0212417 177570 g 1004
o (CMRABCD_Cr 861 (uliml) = -1 3034+0 64367 0 g 1004
c(CmTuBCD_Cr 9F) (ulfml) = -20 8352+17 742 0 g 100
e (CmTulBGD_Cr 06 (uliml) = -1 1 FETE+4 62047 01000
¢ (CMFIBCD_Cr_96) (uliml) = -67 GE74+33 5602710 g 1004
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Figura A.3.3.6. Evaluarea eliberarii controlate a compusilor bioactivi
(ca amestec de biocompusi) din complecsii de M. chamomilla L./B-CD (cod:Cm_parte
planta_bCD) (in etanol 96%)
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Figura A.3.3.7. Evaluarea spectrofotometrica (288nm) a eliberarii silibinei din complecsii de
M. chamomilla L./B-CD (cod:Cm_parte plantd_20 (Fr-rosu, Rd-galben, Tu-albastru, Fl-verde)
(in etanol 20%)
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Time(s)
Figura A.3.3.8. Evaluarea spectrofotometrica (288nm) a eliberarii silibinei din complecsii de

M. chamomilla L./B-CD (cod:Cm_parte planta_60) (in etanol 60%)
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Figura A.3.3.9. Evaluarea spectrofotometrica (288nm) a eliberarii silibinei din complecsii de
M. chamomilla L./B-CD (cod:Cm_parte plantd_96) (in etanol 96%)
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Figura A.3.3.10. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii silibinei din complecsii
cu a-, B- si HP-B-ciclodextrind (in etanol 20%) Silibina_20 (aCD-rosu, bCD-galben, HPbCD-
albastru)
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Figura A.3.3.11. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii silibinei din complecsii

cu a-, B- si HP-B-ciclodextrina (in etanol 60%) Silibina_60 (aCD-rosu, bCD-galben, HPbCD-

albastru)
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Figura A.3.3.12. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii silibinei din complecsii
cu a-, B- si HP-B-ciclodextrina (in etanol 96%) Silibina_96 (aCD-rosu, bCD-galben, HPbCD-
albastru)
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216 Anexe
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Figura A.3.3.13. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din

complecsii silimarinei cu a-, B- si HP-B-ciclodextrina (in etanol 20%) Silimarin_20 (aCD-rosu,

bCD-galben, HPbCD-albastru)
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Figura A.3.3.14. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din
complecsii silimarinei cu a-, B- si HP-B-ciclodextrina (in etanol 60%) Silimarin_60 (aCD-rosu,
bCD-galben, HPbCD-albastru)
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Anexe 217
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Figura A.3.3.15. Evaluarea spectrofotometrica (288 nm) a eliberarii compusilor bioactivi din

complecsii silimarinei cu a-, B- si HP-B-ciclodextrina (in etanol 96%), Silimarin_96 (aCD-rosu,

bCD-galben, HPbCD-albastru)
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