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Rezumat: 

Substanţele polifenolice, între care se numără şi flavonoidele, 
reprezintă una dintre cele mai importante clase de compuşi naturali care 
dispun de o remarcabilă activitate biologică. Utilizarea lor este limitată de 
stabilitatea  redusă şi solubilitatea redusă a acestora, atât în solvenţi organici 
cât şi în soluţii apoase. Pentru a elimina aceste inconveniente, flavonoidele 
pot fi transformate în derivaţi glicozilaţi sau acilaţi, prin metode chimice, 
enzimatice sau chemoenzimatice. Metodele enzimatice sunt mai eficiente, 
pentru că ele oferă posibilitatea de a fi exploatată regioselectivitatea ridicată 
a acestor biocatalizatori, realizând o funcţionalizare selectivă a flavonoidei. 
Transformarea flavonoidelor în bioconjugaţi prin acilare cu acizi carboxilici de 
diverse structuri oferă posibilitatea de a introduce în molecula lor o altă 
funcţiune biologic activă şi de a modifica astfel în sens pozitiv nu numai 
proprietăţi fizice ca solubilitatea, ci şi activitatea biologică. 

Protejarea şi în special eliberarea controlată a diverselor molecule 
organice se realizează aproape exclusiv prin intermediul compuşilor 
încapsulaţi. Ciclodextrinele fac parte din clasa celor mai utilizaţi receptori din 
chimia incluziunii gazdă-oaspete, fiind utilizaţi preponderent în industriile 
alimentară, cosmetică şi farmaceutică. Avantajele încapsulării în ciclodextrine 
a substanţelor cu activitate biologică sunt: îmbunătăţirea biodisponibilităţii, 
creşterea stabilităţii, reducerea efectelor secundare. 

Până în prezent, nu există date de literatură referitoare la compuşii 
de incluziune ai ciclodextrinelor cu bioconjugaţi de tipul esterilor flavonoidelor 
şi nici la modelarea moleculară a unor asemenea complecşi. 

Cercetările efectuate în cadrul prezentei teze de doctorat au avut 
următoarele obiective principale: obţinerea de bioconjugaţi pe calea 
esterificării enzimatice directe a flavonoidelor cu acizi graşi saturaţi şi 
nesaturaţi; identificarea, separarea şi caracterizarea acestor bioconjugaţi prin 
tehnici cromatografice şi spectrometrice;modelarea moleculară a interacţiunii 
bioconjugaţilor cu ciclodextrinele; obţinerea compuşilor de incluziune ai 
ciclodextrinelor cu flavonoide, acizi graşi (saturaţi şi nesaturaţi) şi 
bioconjugaţii acestora prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă şi 
studiul activităţii antioxidante şi transferului prin membrană a sistemelor 
supramoleculare obţinute.  
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INTRODUCERE 
 
 
 

Un domeniu de mare interes şi perspectivă în perioada actuală este cel al 
compuşilor naturali. Un număr din ce în ce mai mare de asemenea compuşi sunt 
utilizaţi atât în terapeutică, cât şi pentru menţinerea sănătăţii şi prevenirea 
îmbolnăvirilor. Substanţele polifenolice, între care se numără şi flavonoidele, 
reprezintă una dintre cele mai importante clase de astfel de compuşi naturali. 

Este foarte bine cunoscut faptul că flavonoidele, atât cele agliconice cât şi 
cele glicozilate dispun de o remarcabilă activitate biologică. Efectele favorabile ale 
flavonoidelor pot fi grupate în jurul următoarelor procese biochimice: efect 
antioxidant şi/sau fixarea radicalilor liberi, efect antiinflamator şi de influenţă a 
funcţionării sistemului imunitar, efect împotriva astmului şi alergiilor, modificarea, în 
general inhibarea funcţionării enzimelor, efect antibacterian şi antivirotic, efect 
estrogen/antiestrogen (caracteristic numai izoflavonoidelor), efect antimutagen, 
efect de modificare, în principal de inhibare a proceselor legate de malformaţiile 
cancerigene, efect hepatoprotector, efect asupra funcţionării sistemului vascular, în 
special a capilarelor. În prezent, o mare varietate de flavonoide se utilizează în 
diferite suplimente alimentare, dar această utilizare este limitată de stabilitatea lor 
redusă şi solubilitatea lor redusă, atât în solvenţi organici cât şi în soluţii apoase. 

Pentru a elimina aceste inconveniente, flavonoidele pot fi transformate în 
derivaţi glicozilaţi sau acilaţi, prin metode chimice, enzimatice sau chemoenzimatice. 
Metodele enzimatice sunt mai eficiente, pentru că ele oferă posibilitatea de a fi 
exploatată regioselectivitatea ridicată a acestor biocatalizatori, realizând o 
funcţionalizare selectivă a flavonoidei. Transformarea flavonoidelor în bioconjugaţi 
prin acilare cu acizi carboxilici de diverse structuri oferă posibilitatea de a introduce 
în molecula lor o altă funcţiune biologic activă şi de a modifica astfel în sens pozitiv 
nu numai proprietăţi fizice ca solubilitatea, ci şi activitatea biologică. Această 
activitate biologică este determinată de structura flavonoidei, iar obţinerea unui 
bioconjugat prin acilare enzimatică va putea avea efecte benefice, depinzând de 
poziţia în care are loc substituţia şi de natura substituentului.  

Acilarea se face şi pentru a stabiliza funcţiunea fenolică, a creşte 
lipofilicitatea şi permeabilitatea prin membrană cu ajutorul grupării acil.   

Este foarte dificilă realizarea unui echilibru între dorinţa de a îmbunătăţi 
stabilitatea şi solubilitatea flavonoidelor şi menţinerea proprietăţilor bioactive ale 
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acestora, având în vedere faptul că poziţia acilării (regioselectivitatea) poate 
modifica drastic aceste proprietăţi. 

Sensibilitatea crescută la degradare şi inactivare a compuşilor bioactivi 
naturali (lipide, vitamine, peptide, acizi graşi, antioxidanţi, minerale, probiotice) a 
făcut posibilă dezvoltarea rapidă a tehnicilor de protejare a acestora. Cerinţa 
obligatorie este aceea de a proteja compuşii bioactivi de degradările chimice 
(oxidare, hidroliză), fără a le modifica proprietăţile. Protejarea şi în special 
eliberarea controlată a diverselor molecule organice se realizează aproape exclusiv 
prin intermediul compuşilor încapsulaţi. Ciclodextrinele fac parte din clasa celor mai 
utilizaţi receptori din chimia incluziunii gazdă-oaspete, fiind utilizaţi preponderent în 
industriile alimentară, cosmetică şi farmaceutică. Avantajele încapsulării în 
ciclodextrine a substanţelor cu activitate biologică sunt: îmbunătăţirea 
biodisponibilităţii, creşterea stabilităţii, reducerea efectelor secundare. 

Până în prezent, nu există date de literatură referitoare la compuşii de 
incluziune ai ciclodextrinelor cu bioconjugaţi de tipul esterilor flavonoidelor şi nici la 
modelarea moleculară a unor asemenea complecşi. 

Cercetările efectuate în cadrul prezentei teze de doctorat au avut 
următoarele obiective principale: 

- obţinerea de bioconjugaţi pe calea esterificării enzimatice directe a 
flavonoidelor (agliconice, glicozilate şi flavonolignani) cu acizi graşi saturaţi şi 
nesaturaţi;  

- identificarea, separarea şi caracterizarea acestor bioconjugaţi prin tehnici 
cromatografice şi spectrometrice; 

- modelarea moleculară a interacţiunii bioconjugaţilor obţinuţi cu 
ciclodextrinele, utilizând programe de mecanică moleculară specifice şi compararea 
rezultatelor obţinute privind energiile de interacţiune cu cele rezultate din analiza 
DSC; 

- obţinerea compuşilor de incluziune ai ciclodextrinelor cu flavonoide, acizi 
graşi (saturaţi şi nesaturaţi) şi bioconjugaţii acestora prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă şi studiul activităţii antioxidante şi transferului prin membrană a 
sistemelor supramoleculare obţinute.  

Cercetările din cadrul acestei teze au fost efectuate în cadrul colaborării 
dintre Facultatea de Chimie Industrială şi Ingineria Mediului a Universităţii 
„Politehnica” din Timişoara şi Facultatea de Tehnologia Produselor Agroalimentare a 
Universităţii de Ştiinţe Agricole a Banatului din Timişoara. Spectrele RMN au fost 
realizate la Institutul de Chimie Macromoleculară „Petru Poni” Iaşi iar analizele prin 
microscopie electronică cu scanare la Centrul de Microscopie Electronică, Cluj 
Napoca. Costurile cercetărilor efectuate au fost parţial suportate din fondurile 
alocate contractului de cercetare „Nanoparticule hepatoprotectoare cu 
biodisponibilitate crescută (Nano-HEPAT)”, din Planul Naţional PN II, cod PN2 62072 
/ 2008. 
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ABREVIERI 
 
 
 
 
LLE – extracţie lichid-lichid (liquid-liquid extraction) 
SE – extracţie cu solvenţi (solvent extraction) 
SPME – micro-extracţie pe fază solidă (solid phase micro-extraction) 
SPE – extracţie pe fază solidă (solid-phase extraction) 
FID – detecţie prin ionizare în flacără (flame ionization detection) 
ECD – detecţie prin captură de electroni (electron capture detection) 
Q-MS – spectrometrie de masă cu cuadrupoli (quadrupole mass spectroscopy) 
QqQ – triplu cuadrupol (triple quadrupole) 
IT – trapă ionică (ion trap) 
TOF – timp de zbor (time of flight) 
CF FAB – bombardament în flux continuu cu atomi rapizi (continuous flow fast atom 
bombardment) 
SIMS – spectrometrie de masă cu ioni secundari (secondary ion mass 
spectrometry)  
ED – detecţie electrochimică (electrochemical detection) 
PLE – extracţie lichidă sub presiune (pressurized liquid extraction) 
ESI – ionizare prin electrospray (electrospray ionization) 
APCI – ionizare chimică la presiune atmosferică (atmospheric-pressure chemical 
ionization)  
CE – electroforeză capilară (capillary electrophoresis) 
ROS – speciile reactive ale oxigenului 
CoA – coenzima A 
CAL B - lipază din Candida antarctica B 
AK – lipază din Pseudomonas fluorescens (Amano Lipase AK) 
PS – lipază din Pseudomonas cepacia (Amano Lipase PS) 
An – lipază din Aspergillus niger 
CGT – ciclodextrin glucozil transferază (cyclodextrin glucosil transferase) 
COSY – spectroscopie de corelare (correlation spectroscopy) 
HSQC – heteronuclear single quantum correlation 
HMBC – heteronuclear multiple bond correlation 
TFA – acid trifluoracetic 
THF – tetrahidrofuran  
DMF – dimetilformamidă  
DPPH – 2,2-difenil-1-picrilhidrazil 
αCD – alfa-ciclodextrina 
βCD – beta-ciclodextrina 
γCD – gama-ciclodextrina 
HPβCD – hidroxipropil-beta-ciclodextrina 
HPγCD – hidroxipropil-gama-ciclodextrina 
DMβCD – heptakis (2,6-di-O-metil) b-ciclodextrina 
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1. STUDIU DOCUMENTAR 
 
 

1.1. Flavonoide 
 
1.1.1. Introducere 

 
Majoritatea plantelor medicinale îşi datorează calităţile terapeutice unor 

anumiţi compuşi aflaţi în componenţa acestora, cunoscuţi sub denumirea de 
flavonoide (bioflavonoide pentru a scoate în evidenţă activitatea biologică).  

Flavonoidele sunt un grup de compuşi naturali, polifenolici care se găsesc în 
numeroase plante, fructe şi băuturi. Forma în care acestea predomină este cea 
glicozilată, agliconii aferenţi fiind mai rar întâlniţi. Până în prezent au fost 
descoperite mai mult de 9000 de flavonoide în natură, dar teoretic numărul acestora 
ar putea fi mult mai mare dacă se au în vedere posibilităţile de substituţie (cu 
radicali hidroxi, metoxi, metil etc.) la schelet (figura 1.1). Mai mult decât atât, 
fiecare grupare hidroxil din structura flavonoidelor şi chiar unele grupări CH din 
schelet poi fi glicozilate cu diferite zaharuri, care la rândul lor pot fi substituite [1, 
2]. 

O

O

O

O

A

B

C
A C

B

Izoflavone Flavone si flavonoli

hidroxilare

C- si/sau O-glicozilare  
 

Figura 1.1. Modul de subtituţie în cazul izoflavonelor şi flavonelor 

 

1.1.2. Structura şi proprietăţile flavonoidelor 

 
Termenul “flavonoida” este un termen generic, care include clasa de 

compuşi formaţi din scheletul C6-C3-C6, mai exact conţine structura fenil-
benzo[b]piran. În funţie de poziţia de legare a inelului aromatic la jumătatea 
benzopiranică (cromanică), acest grup de compuşi naturali poate fi împărţit în trei 
clase: flavonoide (2-fenilbenzopirani), izoflavonoide (3-fenilbenzopirani) şi 
neoflavonoide (4-fenilbenzopirani) (figura 1.2). Aceste trei clase au în comun 
precursorul calcona (1,3-difenil-2-propen-1-ona) fiind astfel înrudite biogenetic şi 
structural [1]. 
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O
O

O

flavonoide izoflavonoide neoflavonoide  
 

Figura 1.2. Structura de bază a flavonoidelor  

 
Clasa 2-fenilbenzopiranilor, se poate împărţi, în urma oxidării şi saturării 

inelului heterociclic C, în următoarele subclase, descrise în figura 1.3:  
 

O O

O

O

O

O

OH

O

O

OH

O

O

OH

O

OH

O

OH
OH

flavonoide

A

B

C

flavanone flavone

flavonoli dihidroflavonoli flavan-3-oli

flavan-4-oli
flavan-3,4-dioli  

 
Figura 1.3. Structura derivaţilor 2-fenilbenzopiranilor 
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Izoflavonoidele posedă scheletul 3-fenilcroman care este derivat biogenetic 

prin migrarea grupării 1,2-aril a precursorului 2-fenilcroman, şi pot fi împărţite în 
subclasele (figura 1.4): 
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Figura 1.4. Structura izoflavonoidelor 

 
Neoflavonoidele sunt apropiate biogenetic şi structural flavonoidelor şi 

izoflavonoidelor şi cuprind 4-arilcumarinele (4-aril-2H-1-benzopiran-onele), 3,4-
dihidro-arilcumarinele şi neoflavenele (figura 1.5): 

 

O O O O O

4-aril cumarina 3,4-dihidro-4-arilcumarina neoflavene  
Figura 1.5. Structura neoflavonoidelor 
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Pe lângă aceste trei mari clase mai întâlnim flavonoidele minore care sunt 
produşi naturali cum ar fi calconele şi auronele, care de asemenea posedă scheletul 
carbonic C6-C3-C6. Acest grup de compuşi include 2'-hidroxicalconele, 2'-hidroxi-
dihidrocalconele, 2'-hidroxi-retro-calconele, auronele (2-benzilidencumaronele) şi 
auronolii (figura 1.6): 
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Figura 1.6. Flavonoide minore  
 
 
 

Flavonoidele sunt solide cristaline a căror culoare variază între nuanţe alb-
ivoire şi galben intens. Heterozidele sunt solubile în apă caldă, alcool, solvenţi polari 
şi sunt insolubile în solvenţi organici nepolari. Sunt de asemenea solubile în soluţii 
alcaline, acestea conferindu-le o culoare galbenă care dispare la adăugarea de acizi. 
Flavonoidele prezintă spectru de absorbţie în domeniul ultraviolet cu maxime 
caracteristice variabile în funcţie de tipul flavonoidului ceea ce permite identificarea 
lor. 
 
 

1.1.3. Identificarea, separarea şi caracterizarea flavonoidelor 

 
În figura 1.7 este dată o schemă generală de izolare, separare şi identificare 

a flavonoidelor, care ilustrează complexitatea acestor procese. 
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Figura 1.7. Shema generală a izolării, separării şi identificării flavonoidelor [3] 

 
În regnul vegetal diferite familii de plante au tipare caracteristice de 

flavonoide şi conjugaţi ai acestora. Aceşti compuşi joacă roluri biochimice şi 
fiziologice deosebit de importante, în diferite tipuri de celule sau organe (seminţe, 
rădăcină, frunze, tulpină, fructe). În interacţiunile plantei cu mediu înconjurător, cu 
factorii de stres biotici şi abiotici, flavonoidele îşi etalează diversele funcţiuni  [4]. În 
plus, datorită prezenţei uzuale a conjugaţilor flavonoidelor în plante, aceştia au un 
rol important în dieta umană şi animală. Aceşti metaboliţi secundari ai plantelor, 
datorită activităţii biologice pe care o posedă pot avea consecinţe serioase asupra 
sănătăţii, atât pozitive cât şi negative [4-8]. Din motivele enumerate mai sus, un rol 
crucial în cercetările efectuate în diferitele domenii ale ştiinţelor medicale şi 
biologice, îl are analiza eficientă şi reproductibilă a flavonoidelor. 

Identificarea şi caracterizarea structurală a flavonoidelor şi conjugaţilor 
acestora, din plante, ca şi compuşi individuali sau amestec de compuşi, a creat 
probleme datorită prezenţei formelor izomere a flavonoidelor agliconice şi a formelor 
glicozilate diferite. De aceea, în cele mai multe cazuri, pentru identificarea exactă a 
compuşilor necunoscuţi este necesară analiza cu ajutorul rezonanţei magnetice 
nucleare (1H-RMN şi 13C-RMN); alte metode nu reuşesc să furnizeze informaţiile 
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necesare stabilirii exacte a structurilor (spectroscopia de masă - MS, spectroscopia 
în domeniul ultraviolet – vizibil - UV-VIS,  spectroscopia în infraroşu - IR). La fel de 
importantă, în analiză, este utilizarea standardelor când se cunosc anumiţi compuşi 
prezenţi în amestec. În ultimii ani, un domeniu important de cercetare este cel de 
identificare a metaboliţilor flavonoidelor în ţesuturile animale şi fluidele organismului 
(urină, sânge, lichid cefalorahidian), cercetătorii confruntându-se în acest caz cu 
diferite modificări a flavonoidelor inexistente în plante [9]. Metabolizarea 
flavonoidelor în organismele uman şi animal, de cele mai multe ori se bazează pe 
procese de glucuronilare, sulfatare, metilare [10, 11].  
 

Izolarea flavonoidelor şi conjugaţilor din materialul biologic 
 

Pot fi aplicate diferite metode de izolare a produşilor naturali, dar strategiile 
de abordare se stabilesc în funcţie de originea materialului din care urmează să fie 
extraşi aceştia (plante, ţesuturi animalice sau fluidele organismului). În cazul 
flavonoidelor se ţine cont în primul rând de identificarea pe cât posibil a 
componentelor individuale, pentru a putea stabili cât mai exact cărui fapt se 
datorează proprietăţile biologice ale acestora. Prezenţa în mediu a carbohidraţilor 
şi/sau a substraturilor lipofile poate avea o influenţă asupra compoziţiei (atât 
calitativă cât şi cantitativă) extractului obţinut. De aspectele prezentate anterior 
trebuie ţinut cont la prepararea probelor şi la extracţia propriu-zisă.  

Utilizarea materialului vegetal uscat poate cauza serioase pierderi, ţinând 
cont de faptul că flavonoidele glicozilate sunt instabile la temperaturile ridicate 
necesare uscării materialului. În cazul flavonoidelor agliconice (prezente în frunze 
sau rădăcini) se pot utiliza pentru spălare diverşi solvenţi mai puţin polari (clorura 
de metilen, eterul etilic, dietil eterul  sau acetatul de etil); flavonoidele glicozilate 
sunt solubile în solvenţi mai polari (metanol, etanol)  de aceea aceştia sunt utilizaţi 
la extracţiile cu aparate Soxhlet, unde pentru început se face extracţia cu hexan 
pentru îndepărtarea lipidelor, ulterior cu etanol pentru extracţia polifenolilor [85]. 
De cele mai multe ori, la extracţia din materialul biologic solid, se foloseşte 
amestecul alcool-apă în diferite proporţii. Pentru a creşte eficienţa separării se 
folosesc tehnici suplimentare, ca: ultrasonarea [12, 13], PLE (pressurized liquid 
extraction) procedură ce necesită temperaturi cuprinse între 60-200°C [14], 
extracţia cu fluide supercritice cu dioxid de carbon [15]. În orice caz, condiţiile de 
temperatură trebuie alese atent deoarece se poate ajunge la degradarea termică a 
derivaţilor flavonoidelor. În cazurile în care este necesară purificarea sau 
concentrarea fracţiunilor obţinute cel mai des se utilizează LLE şi SPE. Luând în 
considerare studiile laborioase care se fac pentru stabilirea proprietăţilor 
farmacologice a flavonoidelor alegerea procedurii de extracţie joacă un rol 
determinant. Au fost publicate studii care prezintă strategiile de izolare şi 
determinare a polifenolilor activi din plante sau produse alimentare [16, 17]. 

Pentru izolarea componentelor individual din extracte care conţin compuşi 
necaracterizaţi sunt necesare metode cromatografice robuste. Ca faze staţionare 
sunt folosite, în cromatografia pe coloană, poliamida, Sephadex LH-20 şi silicagelul; 
este de asemenea crucială alegerea amestecului de solvenţi optim, de multe ori fiind 
nevoie de utilizarea de gradienţi a mai multor faze polare (fază normală) sau mai 
mulţi solvenţi hidrofobi (fază inversă). Cu toate acestea compuşii obţinuţi de cele 
mai multe ori nu sunt puri, fiind necesare metode sprectrometrice pentru stabilirea 
exactă a structurilor (UV-VIS, MS, RMN). 

Pentru separarea flavonoidelor folosind metoda HPLC, condiţiile 
cromatografice recomandate în general constau din utilizarea unei coloane C18 cu 
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fază inversă, a unui detector UV-VIS cu şir de diode şi a unui sistem binar de solveţi 
alcătuit din apă acidifiată (solventul A) şi un solvent organic polar (solvent B) [33]. 

Metoda HPLC reprezintă cea mai potrivită alegere pentru identificarea 
flavonoidelor deoarece metodele de separare sunt deja bine stabilite şi cuplarea cu 
MS este uşor de realizat. 

Pentru izolarea flavonoidelor din probele lichide (băuturi) sau lichide 
fiziologice se abordează de obicei două căi: prima dintre ele este bazată pe extracţia 
lichid-lichid, iar cea de-a doua pe SPE. În cazul lichidelor fiziologice se apelează la 
proceduri speciale ţinând cont de activitatea diferitelor enzime prezente în mediu 
care pot duce la degradarea flavonoidelor, ştiut fiind faptul că, conjugaţii acestora 
pot fi hidrolizaţi enzimatic de sulfataze şi glucuronidaze, înainte de a fi izolate şi 
analizate. 
 

Caracterizarea structurală a flavonoidelor 
 
Caracterizarea compuşilor individuali 
 

Toate metodele fizico-chimice utilizate în chimia organică sunt folositoare la 
identificarea şi caracterizarea flavonoidelor şi derivaţilor acestora.  

De departe cea mai uzuală metodă pentru analiza structurală a unui compus 
este rezonanţa magnetică nucleară. În anul 1960 a fost iniţiată prima analiză pentru 
caracterizarea flavonoidelor utilizând 1H-RMN, care ulterior împreună cu 13C-RMN a 
devenit esenţială în stabilirea exactă a flavonoidelor agliconice şi glicozilate. În 
literatura de specialitate sunt numeroase studii prezentate şi se observă o creştere 
rapidă a acestora în ultimii ani [18-21]. 

Spectroscopia de masă este o metodă analitică senzitivă, care oferă date 
structurale semnificative pentru probe mai mici de 1 mg la utilizarea în combinaţie 
cu diferite derivatizări chimice a compuşilor caracterizaţi [22-24]. 

 
Izolarea şi caracterizarea conjugaţilor flavonoidelor din amestecuri 
 

În ultimele decenii, analiza gaz-cromatografică a fost utilizată pentru 
separarea flavonoidelor din amestecuri, dar în ciuda eficienţei bune la separare a 
acestei metode, este necesară derivatizarea produşilor, lucru care îi scade 
aplicabilitatea. Procedura de derivatizare (metilare sau trimetilsilanizare) are limitele 
ei; la folosirea analizei GC-MS (cromatografie de gaze cuplată cu spectroscopie de 
masă), predomină spectrele de masă a compuşilor silanizaţi care sunt dominate de 
fragmentele produşilor rezultaţi la eliminarea grupărilor silil, pe de altă parte pot 
avea loc anumite rearanjări moleculare pe parcursul metilării grupărilor hidroxil ale 
flavonoidelor, apărând noi compuşi în amestecul de reacţie în urma derivatizării (un 
exemplu concret fiind cel al flavanonelor care se transformă în calcone). Există 
desigur şi excepţii, rezultate bune obţinându-se la analiza MS a flavonolilor metilaţi, 
flavonelor sau izoflavonelor [25, 26]. Separarea cromatografică a trimetilsilanil 
derivaţilor pentru un amestec dat este mai bună decât cea a derivaţilor metilaţi, dar 
spectrul de masă a izoflavonelor metilate oferă mai multe informaţii decât cel al 
derivaţilor silil. 

Alte două tehnici cromatografice, LC şi CE permit separarea simultană a 
flavonoidelor agliconice şi a celor glicozilate, fără a fi necesară derivatizarea 
acestora. Combinarea acestora cu MS permite utilizarea metodelor de ionizare. Cele 
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mai folosite sunt ionizările la presiune atmosferică, ESI şi APCI, dar de menţionat 
sunt o serie de metode: SIMS, CF FAB, CID MS/MS, UV DAD etc [27, 29]. 

Mai multe studii descriu combinarea diferitelor detectoare cuplate în linie, 
astfel că, de departe cel mai promiţător sistem, care oferă o caracterizare 
structurală exactă, este cel format din UV DAD-RMN-MS, analiza extractelor din 
plante utilizând acest sistem fiind făcută pentru prima dată în anul 1998 [30]. S-a 
testat şi sistemul LC-RMN, pentru prima dată în anul 1978 [31], ulterior fără mari 
progrese până în ultima decadă [32, 33], deoarece marea problemă a acestei 
metode este sensibilitatea scăzută a RMN-ului datorită solvenţilor protonaţi utilizaţi 
la RP HPLC, care acoperă unele semnale ale protonilor analizaţi. Unele din aceste 
probleme au fost rezolvate parţial în ultimii ani: utilizarea câmpurilor magnetice de 
intensitate mare în spectrometre conectate la HPLC a dat rezultate satisfăcătoare 
[34]; aplicarea modului „stop-flow” ce presupune prelungirea timpului de achiziţie 
de date a spectrului RMN cu până la câteva zile [35-43].  

Informaţii structurale crescute, la utilizarea sistemului LC-MS, se pot obţine 
când se apelează la un tandem MS; MSn poate oferi informaţii despre structura 
flavonoidelor agliconice [44, 45], poate face diferenţierea între poziţiile C-6 şi C-8 
ale formelor glicozilate [46, 47] şi se pot trage concluzii referitoare la O-glicozilare 
[48]. 

Există un interes crescut pentru metabolizarea acestor compuşi datorită 
activităţilor biologice de care dispun şi faptului că sunt consumate în mod frecvent 
atât de om cât şi de animale, provenind din natură. Cele mai studiate sunt 
fitoestrogenii (izoflavonoidele – derivaţii genisteinului) şi antioxidanţii (flavonele, 
flavonolii, antocianinele). Tehnicile MS sunt esenţiale în caracterizarea acestora, 
folosite în special în combinaţie cu sistemele cromatografice cu detectoare puternice 
(GC, LC, CE) care permit identificarea compuşilor doriţi din amestecuri complexe. 

 

1.1.4. Biosinteza flavonoidelor 

 
Fiecare grup de flavonoide posedă proprietăţi chimice unice şi are o 

distribuţie particulară în plante. Flavanonele sunt întâlnite în concentraţii mari în 
citrice, flavonele în speciile de plante cu frunze verzi, ca de exemplu pătrunjelul, 
izoflavonele în legume, flavonolii în majoritatea fructelor şi legumelor din dieta 
umană. Antocianinele (antocianidinele glicozilate) şi proantocianidinele (polimerii 
rezultaţi la hidroliza antocianidinelor) sunt responsabile pentru culoarea plantelor şi 
florilor, şi se găsesc în concentraţii ridicate în pericarpul strugurilor roşii, în vinul 
roşu şi în afine, zmeură, fragi. Flavan-3-olii sunt denumiţi şi „polifenolii din ceai” 
[141, 142]. 

Asocierea beneficiilor vinului, ciocolatei, dietelor bogate în fructe şi vegetale 
cu culorile roşu, albastru, violet (pigmenţii) găsite în plante asupra sănătăţii, a 
stârnit interesul oamenilor de ştiinţă, astfel că biosinteza flavonoidelor a devenit una 
dintre cele mai studiate căi metabolice secundare, caracteristice regnului vegetal. 
Până în prezent sunt descrise în literatură peste 9000 de flavonoide şi derivaţi ai 
acestora, iar pentru numeroase specii de plante au fost elucidate căile responsabile 
pentru biosinteza acestora, figura 1.8 [2, 49-52, 93]. Biosinteza flavonoidelor se 
realizează într-o primă etapă, prin condensarea acidului hidroxicinamic activat cu 
trei molecule de acid malonic activat. Produşii rezultaţi în urma condensării (ciclizare 
1,6), calconele, se află în echilibru cu flavanonele (echilibru deplasat spre flavanone) 
iar produşii rezultaţi în urma unei ciclizări 2,7 sunt stilbenii. Pe o cale de biosinteză 
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sunt transformate flavanonele în flavone, iar pe o altă cale sunt transformate în 
flavononoli, care la rândul lor sunt transformaţi în flavandioli, flavanoli şi flavonoli, 
precum şi în antocianidine prin endioli şi enoli. 
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Figura 1.8. Biosinteza flavonoidelor [93] 
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1.1.5. Utilizări 

 
Interesul crescut pentru flavonoide datorită beneficiilor asupra sănătăţii 

umane îşi are originea în anii '30, mai exact anul 1936, când au fost descoperite de 
cercetătorul ungur Szent-Gyorgyi (cel care a descoperit întâmplător şi vitamina C), 
care le-a denumit vitamina P. 

Pigmenţii flavonoidelor sunt utilizaţi ca markeri vizibili, foarte convenabili în 
experimentele de genetică moleculară, pentru studiul expresiei genelor [53-57]. 
În anul 1979 Stephen DeFelice a introdus termenul “nutraceutical”, definit ca 
aliment sau parte a unui aliment cu beneficii asupra sănătăţii, inclusiv prevenirea şi 
tratarea diferitelor boli, şi constând în orice extract nontoxic cu beneficii dovedite 
asupra organismului [58]. 

În ceea ce priveşte flavonoidele, o serie de studii redau prezenţa acestora în 
diferite alimente şi băuturi (fructe, legume, ceai, cacao şi vin) [59, 60]. Ceaiul şi 
ceapa sunt sursa flavonolilor şi flavonelor, cea mai des întâlnită în alimente fiind 
quercetina, dar sunt de menţionat şi kaempferolul, miricetina, apigenina şi luteolina. 
 
Activitatea antioxidantă 
 

Dietele bogate în flavonoide, fructe şi legume, şi-au dovedit eficienţa 
protectoare împotriva diferitelor boli, în special cele cardiovasculare şi a unor tipuri 
de cancer [61]. Speciile reactive ale oxigenului se formează in vivo şi pot cauza 
alterarea ADN-ului, proteinelor şi lipidelor, contribuind la îmbătrânirea celulară, 
mutageneză, carcinogeneză, bolile de inimă coronariene, posibil prin destabilizarea 
membranelor [62-65].  

Efectele protectoare ale flavonoidelor în sistemele biologice sunt atribuite 
capacităţii lor de a transfera electronii radicalilor liberi, de a lega ionii de metal, de a 
activa enzimele antioxidante, de a reduce radicalii α-tocoferolici şi de a inhiba 
oxidazele [66-69]. 
 
Anticarcinogeneza 
 

O serie de studii in vitro au demonstrat inhibarea carcinogenezei de către 
flavonoide, existând unele dovezi esenţiale că acest lucru se produce şi in vivo [70, 
71]. Cele mai studiate flavonoide din acest punct de vedere au fost quercetina, 
genisteina şi daidzeina, antocianinele, dar şi cele prezente în ceai. Inhibarea 
dezvoltării cancerului – efecte antiproliferative (quercetina, taxifolin, nobiletin şi 
tangeretin) [72], inhibarea progresiei ciclului celular (genisteina, genistina, 
daidzeina şi biochanin A [73], quercetina [74, 75], apigenina [76-78], silibinina [79-
81]). 

Numeroasele studii epidemiologice au arătat că un consum regulat de fructe 
şi legume este asociat cu un risc redus pentru bolile cronice, cum ar fi cancerul şi 
bolile cardiovasculare; mai mult decât atât consumul acestora s-a dovedit a avea un 
efect antioxidant mult mai puternic decât antioxidanţii consacraţi β-carotenul, 
vitamina C, vitamina E [82-84]. Pe baza analizelor, efectele favorabile ale 
flavonoidelor pot fi grupate astfel: efect antioxidant şi/sau fixarea radicalilor liberi; 
efect antiinflamator şi de influenţă a funcţionării sistemului imunitar; efect împotriva 
astmului şi alergiilor;  modificarea, în general inhibarea funcţionării enzimelor; efect
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 împotriva viruşilor şi bacteriilor; efect estrogen/antiestrogen caracteristic numai 
izoflavonoidelor; efect care influenţează mutaţia survenită în materia genetică 
(ADN); efect de modificare, în principal de inhibare a proceselor legate de 
malformaţiile cancerigene; efect hepatoprotector; efect care influenţează 
funcţionarea sistemului vascular, în special a capilarelor. 
 

1.2. Acizi graşi 
 

1.2.1. Introducere 
 

Acizii graşi au o importanţă relevantă în nutriţia umană datorită implicării 
acestora în procesele metabolice, provenind fie din biosinteza de la acetil-CoA,  fie 
de la descompunerea grăsimilor şi fosfolipidelor. În formă liberă se găsesc foarte rar 
în organism, fiind transportaţi în fluxul sanguin complexaţi cu albumina serică. Acizii 
graşi pot fi saturaţi (cei mai des întâlniţi fiind acizii palmitic şi stearic) sau nesaturaţi 
(acizii oleic, palmitoleic, linoleic, linolenic), cei nesaturaţi de origine biologică 
conţinând predominant legături duble cis. Mamiferele pot sintetiza acizi graşi 
nesaturaţi ca acizii oleic şi palmitoleic (legătură dublă în poziţia 9) dar, nu pot 
sintetiza acizii linoleic (legături duble în poziţiile 9 şi 12) sau linolenic (legături duble 
în poziţiile 9, 12 şi 15) [90, 92, 96]. Acizii graşi care nu pot fi sintetizaţi se numesc 
„acizi graşi esenţiali” deoarece trebuie să fie prezenţi obligatoriu în dietă [91, 92]. 

Grăsimile sunt o formă de energie primară în animale şi plante, în timp ce 
oxidarea metabolică a grăsimilor produce o energie de 37 J/g, cea a proteinelor şi 
carbohidraţilor este de doar 17 kJ/g. O  persoană normală cu o greutate de 70 kg 
poate avea următoarele rezerve de energie: 400,000 kJ din energia grăsimilor, 
100,000 kJ  din energia proteinelor, 2500 kJ din energia glicogenului şi 170 kJ din 
energia glucozei. Creierul nu poate folosi grăsimile pentru energie şi are o afinitate 
pentru energia stocată de glucoză, în aceste condiţii când nivelul de glucoză din 
sânge scade creierul îl poate ajusta folosind corpii cetonici derivaţi de la acizii graşi 
[92]. 
 

1.2.2 Biodegradarea acizilor graşi  
 

Pentru a înţelege căile de oxidare ale acizilor graşi se vor prezenta aspectele 
legate de biodegradarea acestora. Procesele de biodegradare a acizilor graşi se 
realizează pe trei căi, una principală şi două secundare, şi anume [86, 87]: 

a) biodegradarea pe calea β-oxidării – are loc în mitocondrii şi reprezintă 
principala cale de biodegradare a acizilor graşi; 

b) biodegradarea pe calea α-oxidării, respectiv pe calea ω-oxidării – se 
realizează în ribozomi şi reprezintă căi secundare de biodegradare a acizilor 
graşi. 

 
Biodegradarea prin β-oxidare a acizilor graşi saturaţi 
 

Biodegradarea acizilor graşi saturaţi, figura 1.9, a fost explicată iniţial 
admiţând că datorită proceselor succesive care au loc la nivelul carbonului Δ în 
raport cu gruparea hidroxilică, se produce scindarea catenei când rezultă la fiecare 
scindare o moleculă de acid acetic şi un rest de acid gras. 
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Ulterior, realizarea biodegradării cu acizi graşi marcaţi (cu deuteriu – 2H sau 
carbon 13 – 13C) a confirmat mecanismul descris mai sus. 

După descoperirea coenzimei A (CoA sau HS-CoA) s-a demonstrat că acizii 
graşi pot fi degradaţi numai dacă în prealabil sunt transformaţi în acilderivaţi ai 
coenzimei A, aceasta fiind forma activă a acestora în cursul biodegradării [86]. 
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Figura 1.9. Biodegradarea prin β-oxidare a acizilor graşi saturaţi [86] 
 
 
 

În acest proces de biodegradare intervin sisteme transportoare enzimatice 
ca NADPH/NAD+ sau FAD/FADH2 şi adenozintrifosfatul (ATP) care împreună cu 
coenzima A iniţiază procesul de biodegradare. 

Acizii graşi saturaţi în prezenţa acil-CoA sintetazei (tiokinazei) sunt 
transformaţi în derivaţi care în prezenţă de ATP dau compuşii acil-adenilmonofosfaţi. 
În etapa următoare, în prezenţa aceleiaşi tiokinaze dar cu participarea coenzimei A 
se formează acil derivatul coenzimei A, care sub acţiunea acil-CoA dehidrogenazei 
duce la un acil derivat nesaturat. Hidratarea acestui compus în prezenţa enoil-CoA 
dehidrogenazei formează hidroxilacil-CoA. Acest din urmă compus sub acţiunea 
hidroxiacil-CoA dehidrogenazei duce la cetoacil-CoA care într-o ultimă etapă sub 
acţiunea enzimei acetil-CoA aciltransferaza este scindat la nivelul legăturii C2-C3 
ducând la formarea unui rest de acil-CoA şi a unei molecule de acetil-CoA. 
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Biodegradarea totală a acizilor graşi saturaţi este posibilă în cazul acizilor 

graşi saturaţi cu număr par de atomi de carbon când are loc eliberarea succesivă de 
molecule de acetil-CoA. 
 
 

1.2.3. Autooxidarea acizilor graşi 
 
 

Ca o reacţie a radicalilor liberi, procesul de autooxidare are loc în trei etape, 
şi anume [88]: 

 
 
 
Iniţierea   X▪ + RH → R▪ + XH 
 
Propagarea   R▪ + O2 → ROO▪ 
    ROO▪ + R`H → ROOH + R`▪ 
 
Terminarea   ROO▪ + ROO▪ → ROOR + O2 
    ROO▪ + R▪ → ROOR 
    R▪ + R▪ → RR 
 

Pe lângă aceste trei etape principale se mai întâlnesc şi etapele: 
 
Iniţiere secundară  ROOH → RO▪ + ▪OH 
    2ROOH → RO▪ + ROO▪ + H2O 
 
Iniţiere catalizată de metale Mn+ + ROOH → RO▪ + -OH + M(n+1)+ 

    M(n+1)+ + ROOH → ROO▪ + H+ + Mn+ 

 
 
 

Prima reacţie este reacţia de iniţiere în care se formează radicalii liberi. În 
această etapă se consideră că rolul cel mai important îl are oxigenul singlet, care 
reprezintă o formă activată a oxigenului molecular şi care poate reacţiona cu 
legăturile duble din acizii nesaturaţi. Reacţia de iniţiere are loc prin extracţia unui 
atom de hidrogen din poziţia α faţă de dubla legătură. 

Următoarele două reacţii sunt reacţiile în lanţ (de propagare) în care prin 
adiţia oxigenului la dubla legătură se formează radicalii peroxi (ROO▪), iar aceşti 
radicali la rândul lor extrag un hidrogen de la gruparea metilenică nesaturată cu 
formare de hidroperoxid (ROOH) şi un nou radical liber. Această secvenţă se repetă 
în continuare. 

Ultimele trei reacţii sunt reacţii de terminare a lanţului, penultima dintre ele 
fiind cea mai importantă, în care se formează un peroxid (ROOR). 
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Figura 1.10. Formarea 13-hidroperoxidului din acid linoleic [88] 

 
Hidroperoxizii, figura 1.10, produşii primari de autooxidare ai lipidelor, sunt 

compuşi instabili care pot suferi o serie de reacţii de degradare şi alte reacţii în urma 
cărora se formează substanţe cu miros neplăcut. Descompunerea hidroperoxizilor 
are loc pe măsura formării lor, rezultând o serie de compuşi care se pot descompune 
mai departe la rândul lor, generând alte specii de radicali liberi (figura 1.11).  

Aldehidele saturate care se formează în timpul autooxidării pot suferi mai 
departe reacţii de oxidare, condensare sau polimerizare.  
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Figura 1.11. Descompunerea 13-hidroperoxidului la hexanal [88] 
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Pe lângă exemplele arătate, există şi o serie de alte reacţii care se pot 

produce în timpul procesului de autooxidare, rezultând o mare varietate de produşi 
de oxidare dintre care mulţi sunt toxici pentru organism (figura 1.12). 
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Figura 1.12. Formarea compuşilor secudari la descompunerea hidroperoxizilor [88] 

 
1.2.4. Protejarea cu antioxidanţi a acizilor graşi 

 
Clasificarea antioxidanţilor se poate face după funcţia lor principală şi natura 

lor. După funcţia lor principală avem: 
- antioxidanţi primari (propriu-zişi) – din această categorie fac parte acidul 

ascorbic şi derivaţii săi, tocoferolii, esterii acidului galic, acidul erisorbic şi 
sarea sa de sodiu, butilhidroxianisolul şi butilhidroxitoluenul; în unele ţări se 
utilizează şi alţi compuşi ca trihidroxibutirofenona sau terţ-butilhidrochinona; 

- antioxidanţi secundari (substanţe cu acţiune antioxidantă dar care au şi alte 
funcţii) – aici se încadrează bioxidul de sulf şi sulfiţii, dar şi lecitina. 
În afară de aceşti compuşi mai există o serie de substanţe care pot întări 

acţiunea antioxidanţilor primari. Asemenea compuşi, de exemplu acidul lactic şi 
lactaţii, acidul citric şi citraţii, acidul tartric şi tartraţii, au fie acţiune sinergetică fie 
de complexare a metalelor care catalizează reacţiile de autooxidare. 

În funcţie de natura lor, antioxidanţii pot fi: 
- naturali – aici se încadrează tocoferolii, dar şi o serie de compuşi cu structuri 

diferite care se găsesc în plante (de exemplu flavonoidele) şi a căror posibilă 
utilizare ca antioxidanţi alimentari este tot mai intens studiată;  

- sintetici. 
Majoritatea antioxidanţilor comerciali utilizaţi la ora actuală sunt încă 

obţinuţi prin sinteză chimică. Deoarece autooxidarea lipidelor are loc prin mecanism 
radicalic, lanţul de reacţii poate fi întrerupt în prezenţa unor substanţe care pot 
capta radicalii pentru a forma compuşi inerţi. Cea mai importantă clasă de 
antioxidanţi sintetici acţionează prin ruperea lanţului de reacţii de oxidare. Fenolii 
substituiţi fac parte din această categorie, ei reacţionând cu radicalii liberi peroxidici 
prin cedarea unui hidrogen de la gruparea OH fenolică. 
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În ceea ce priveşte autooxidarea lipidelor, aceasta poate fi stopată de două 
categorii de inhibitori: antioxidanţii şi inhibitorii preventivi. Antioxidanţii stopează 
formarea radicalilor liberi (LOO•, LO•) în etapa propagării, formând un radical 
antioxidant (A•) care este foarte puţin reactiv [88]. 

 

LOO• + AH → LOOH + A• 

LO• + AH → LOH + A• 

A• + LOOH → AH + LOO• 

A• + LOO• → AOOL 

A• + A• → A2 

A• + LH → AH + L• 

AH + LOOH → A• + LO• + H2O 

AH + O2 → A• + HO2• 

AOOL → AO• + LO• 

A• + O2 → AOO• 

 

Radicalul liber al antioxidantului este stabilizat datorită structurii moleculei 
respective, în general gruparea OH a antioxidantului fiind vecină cu una sau mai 
multe grupări voluminoase. O altă posibilitate de stabilizare a radicalului este prin 
mezoizomerie. Aceşti radicali pot reacţiona fie cu radicali peroxidici, fie între ei, 
formându-se compuşi care nu mai au caracter radicalic [93-97]. 

 
1.3. Bioconjugaţi flavonoide/acizi graşi 

 
1.3.1. Acilarea flavonoidelor pe calea sintezei chimice 

 
Numeroasele studii efectuate in vitro au demonstrat strânsa legătură dintre 

structura chimică a flavonoidelor şi activitatea biologică a acestora. Datorită 
inconvenienţelor apărute din cauza solubilităţii şi stabilităţii scăzute a flavonoidelor 
este necesară modificarea structurii de bază a acestora. Acilarea se face pentru a 
stabiliza funcţiunea fenolică; a creşte lipofilicitatea şi permeabilitatea prin 
membrană cu ajutorul grupării acil [98, 108]. 

Dieta umană include numeroase clase de flavonoide din plante, multe dintre 
acestea având activitate biologică dovedită: antioxidantă [106, 112, 113], 
hepatoprotectoare, antitrombotică, antihipertensivă, antiinflamatoare, antialergică, 
antitumorală, bactericidă, antivirală, anticarcinogenă, împotriva bolilor renale şi 
cardiovasculare etc. [100, 109-111]. Pe lângă aceste efecte flavonoidele inihibă 
numeroase enzime, în special protein-kinazele [101, 103]. 

În ultimii ani s-au efectuat numeroase studii asupra sintezei, elucidării 
funcţionalităţii şi evaluării biologice a quercetinei, cea mai răspândită flavonoidă. 
Huang şi colab. au obţinut o serie de derivaţi 3-O-amino acid esteri ai quercetinei 
(figura 1.13) cu activitate crescută ca inhibitori ai Src tirozin-kinazei [105]. Cea mai 
simplă cale de sinteză propusă de aceştia porneşte de la rutină care, într-o primă 
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etapă prevede protejarea grupărilor hidroxi (1) urmată de deglicozilare (2) care 
duce la quercetina cu grupări hidroxi protejate. Reactivitatea mare a poziţiei 3 duce 
la o esterificare selectivă cu amino acizi protejaţi în tetrahidrofuran (THF), folosind 
ca agent de condensare N,N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) şi drept catalizator 4-
dimetilaminopiridina (DMAP) (3). Într-o ultimă etapă se deprotejează grupările 
hidroxi (4). 
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Figura 1.13. Schema de obţinere a 3-O-amino acid esterilor quercetinei (R = rest aminoacid) 
 

 
În vederea studierii stabilităţii în soluţii apoase, hidrolizei enzimatice şi 

permeabilităţii, Montenegro şi colab., au sintetizat derivaţi 3-O-acil ai quercetinei 
(figura 1.14), combinând sinteza chimică cu cea enzimatică pentru obţinerea 
acestora. Într-o primă etapă au fost obţinuţi chimic derivaţii pentaesterici care 
ulterior au fost selectiv hidrolizaţi în prezenţă de lipaze [113]. 
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Figura 1.14. Derivaţii 3-O-acil ai quercetinei 
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Un alt studiu, realizat pentru îmbunătăţirea solubilităţii şi permeabilităţii 

quercetinei, tratează obţinerea de conjugaţi ai acesteia 3-O-amino acizi. Kim şi 
colab. au studiat carbamatul glicinic al quercetinei şi au sintetizat o serie de derivaţi 
ai acestuia, luând în considerare faptul că restul de carbamat glicinic se pierde în 
fluxul sanguin şi râmâne quercetina care acţionează ca principiu activ. Etapele sunt 
prezentate în figura 1.15, iar condiţiile de reacţie au fost : a) bis(4-nitrofenil) 
carbonat, N,N-diizopropiletil amina (DIPEA), THF/DMF, la temperatura camerei; b) 
quercetina, DIPEA, DMF, la temperatura camerei; c) TFA, CH2Cl2,  la 0°C, urmată de 
agitare 4 ore la temperatura camerei [107]. Cercetătorii au remarcat cresterea 
solubilităţii în apă, stabilităţii şi permeabilităţii pentru compuşii conjugaţi, în 
comparaţie cu quercetina şi derivatul acesteia Q12. 
 
 
 

O

O
OH

OH

OH

OH
OH O

O
OH

OH

OH

O
OH

N
H

OH
O

O

Q12Quercetina  
 
 

NH2

O

O-tBu

R

CH3

CH(CH3)2

(CH2)4NHCOOC(CH3)

CH2Ph

CH2COOC(CH3)3

CH2CH2SCH3

CH2CH2COOC(CH3)3

R = 

a, b

O

O
OH

OH

O

OH
OH

N
H

O-tBu

O

R

O

O

O
OH

OH

OH

O
OH

N
H

O-tBu
O

O

R

c

O

O
OH

OH

O

OH
OH

N
H

OH

O

R

O

O

O
OH

OH

OH

O
OH

N
H

OH
O

O

R

 
 
 

Figura 1.15. Shema de obţinere a 3-O-amino acizilor quercetinei 
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Flavonoidele din citrice, naringenina şi hesperetina, s-au dovedit eficiente în 
metabolismul colesterolului. Pentru îmbunătăţirea activităţii biologice a acestora, Lee 
şi colab., au sintetizat în laborator derivaţi ai acestora care prezintă o grupare C16 
eterică în locul grupării hidroxil (figura 1.16), compus care în urma evaluării s-a 
dovedit activ în modificarea metabolismului lipidic şi scăderea colesterolului din 
plasmă. Naringenina s-a dizolvat într-un amestec de solvenţi format din acetonă şi 
dimetilformamidă, la care s-a adăugat hexadecanil bromură şi carbonat de sodiu, 
după care masa de reacţie s-a agitat la 80°C, timp de 12 ore; ulterior s-a răcit, s-au 
adăugat apă şi acetat de etil, derivatul dorit extrăgându-se în acetatul de etil [108]. 
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Figura 1.16. Structura naringeninei şi a 7-O-cetil eterului corespunzător 
 
 

În vederea obţinerii de compuşi activi contra îmbătrânirii şi deteriorării 
tenului, Boumendjel şi colab. au sintetizat derivaţi ai hesperetinei (figura 1.17) [98]. 
Ţinând cont de faptul că radicalii liberi sunt implicaţi în procesul de peroxidare al 
membranelor lipidice, care este principala cauză a îmbătrânirii tenului, aceştia au 
căutat compuşi cu solubilitate şi permeabilitate crescută, dar care să păstreze şi 
proprietăţile biologic active.  
 
 

O

OOH

OH

OMe

OH
O

OOH

R1O

OMe

OR2

-CO(CH2)10CH3

R1 = R2 = -CO(CH2)10CH3

Cl (CH2)10CH3

O

Hesperetina R2 = HR1 = 

+

piridina

24 h / temp cam

 
 

Figura 1.17. Acilarea hesperetinei în piridină la temperatura camerei 
 

 
Naringenina, agliconul naringinei, s-a dovedit că inhibă formarea leziunilor 

aortei aterosclerotice. Lee şi colab. au obţinut şi evaluat doi derivaţi ai naringeninei, 
şi anume naringenin 7-O-oleic esterul şi naringenin 7-O-cetil eterul (figura 1.18), 
care s-au dovedit a inhiba semnificativ formarea urmelor de grăsime pe aortă [109].  
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Figura 1.18. Obţinerea derivaţilor naringeninei 
 
 

Alte studii de alchilare a crisinei au arătat că odată cu creşterea 
hidrofobicităţii acesteia datorită radicalilor metil, izopropil, benzil, 3,3-dimetil alil sau 
geranil creşte şi afinitatea de legare in vitro a P-glicoproteinei. Astfel, Comte şi 
colab. au sintetizat derivaţi O- respectiv C-alchilaţi ai crisinei, figura 1.19 [99]. 
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Figura 1.19. Derivaţii O- respectiv C-alchilaţi ai crisinei   
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Ca o încercare de a descoperi noi flavonoide sintetice, cu posibilă activitate 

antiinflamatorie, Park şi colab. au sintetizat analogi ai flavonelor modificaţi la inelele 
A şi B ale nucleului crisinei şi le-au evaluat activitatea inhibitorie împotriva 
producţiei de prostaglandine. Rezultatele le-au indicat faptul că, metilarea grupărilor 
hidroxil (5,7) de pe structura A, ca de altfel şi substituţia pe inelul B al crisinei nu 
modifică bioactivitatea. Astfel, au sintetizat derivaţi 6,8-dihalogenaţi, 6,8-dimetiltio 
şi 6,8-dimetoxi, păstrând grupările hidroxi din poziţiile 5,7 (figurile 1.20, 1.21). 
Aceşti derivaţi au dovedit activitate inhibitorie mult mai puternică comparativ cu cea 
a crisinei [114].  
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Figura 1.20. Sinteza derivaţilor 6,8-disubstituiţi ai crisinei (condiţiile de reacţie: I – brom, 
CH2Cl2, Me2S, 0°C; II – Me2SO4, K2CO3, acetonă, reflux; III – iod, acid acetic, 0°C; IV - 

Me2SO4, acetonă, reflux; V – acid benzenboronic, DMF, Pd(PPh3)4, 90°C; VI – BBr3, cloroform, 
reflux; VII – DMDS, FeCl3, toluen, reflux; VIII - Me2SO4, K2CO3, acetonă, reflux) 
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Figura 1.21. Sinteza derivaţilor 6,8-disubstituiţi ai crisinei (condiţiile de reacţie: I – bromură 

de benzil, K2CO3, acetonă, 60°C; II – K2S2O8, piridină, KOH; III - Me2SO4, K2CO3, acetonă, 
60°C; IV – acid clorhidric conc., acid acetic, 80°C; V - acid clorhidric conc., acid acetic, 80°C; 

VI - Me2SO4, K2CO3, acetonă, 60°C). 
 
 
 
 
 
 

Flavonolignanul silibinina, componentul major biologic activ din seminţele 
plantei Sylibum marianum (L.), este folosit pentru prevenirea şi tratarea diverselor 
boli hepatice şi este cunoscut protector împotriva unui număr de hepatotoxine şi 
micotoxine [102]. Ca şi în cazul flavonoidelor, biodisponibilizarea şi eficacitatea 
terapeutică sunt influenţate de slaba solubilitate în apă (430 mg/L). Din acest motiv 
s-au sintetizat o serie de derivaţi semi-sintetici ai silibininei cu scopul de a corecta 
inconvenienţele enunţate. Astfel, derivaţii silibinin bis-hemisuccinat, silibinin 23-O-
fosfat, silibinin 23-O-β-glicozidă sau acidul silibininic, au dus la o creştere 
semnificativă a solubilităţii dar, nu prezintă o activitate biologică mulţumitoare în 
mediu lipofil. În caz contrar, unele preparate lipofile ale silibininei, cum ar fi 
complexul non-covalent al acesteia cu fosfatidil colina, prezintă nu doar o 
biodisponibilizare mai bună decât silibinina ci şi o activitate biologică crescută în 
comparaţie cu aceasta. Gazak şi colab. au căutat o metodă de acilare selectivă a 
silibininei cu acizi graşi (figura 1.22) iar derivaţii obţinuţi au fost supuşi unor teste 
preliminare de evaluare a activităţii antioxidante în urma cărora s-au dovedit a avea 
activitate biologică crescută şi o permeabilitate bună [104]. 
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Figura 1.22. Derivaţii acilaţi ai silibininei 
 
 
 

1.3.2. Acilarea flavonoidelor pe calea sintezei biocatalitice 
 

Comparativ cu sinteza chimică, biosinteza, datorită enzimelor folosite drept 
catalizatori (biocatalizatori), dispune de o serie de avantaje printre care trebuie 
menţionate următoarele: este atât enantio- cât şi regioselectivă, putând fi aplicată şi 
în cazul proceselor complexe fără a mai fi nevoie de etape suplimentare de protejare 
sau deprotejare a compuşilor, necesită temperaturi normale de lucru, se poate 
desfăşura în intervalul de pH 2-12, nu se obţin produşi de reacţie secundari etc. 

Flavonoidele, atât cele glicozilate cât şi cele agliconice, sunt intens folosite în 
industria farmaceutică, în cosmetică şi în preparatele alimentare. Ele dispun de 
numeroase proprietăţi fizico-chimice şi le-a fost dovedită calitatea de compuşi 
biologic activi, dar sunt caracterizate de o slabă solubilitate şi stabilitate. Pentru a 
corecta aceste dezavantaje, s-au elaborat o serie de sinteze de acilare enzimatică  a 
acestor molecule cu acizi graşi, în prezenţa proteazelor şi lipazelor, în diferite 
condiţii de operare. Este foarte dificil de a realiza un echilibru între dorinţa de a 
îmbunătăţi stabilitatea şi solubilitatea flavonoidelor fără a afecta proprietăţile 
bioactive ale acestora, având în vedere faptul că poziţia acilării (regioselectivitatea) 
poate modifica drastic aceste proprietăţi. 
 
Efectul enzimei asupra randamentului şi regioselectivităţii 

 
Enzimele utilizate la acilarea flavonoidelor pe calea biosintezei sunt de cele 

mai multe ori în formă imobilizată, deoarece această prezentare facilitează 
recuperarea produsului şi face mai accesibil accesul la situsul catalitic al enzimei.  
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Unele studii precizează că, imobilizarea enzimei creşte rezistenţa acesteia la 

factorii degradanţi din mediu, factori care în cele mai multe cazuri conduc la 
inactivarea ei. 

Enzime ca: proteazele, acil-transferazele şi lipazele au fost utilizate în 
încercările de acilare a flavonoidelor.  

Danieli şi colab. au realizat acilarea  isoquercitrinei, quercitrinei şi luteolin-7-
glucozidei cu trifluoroetilbutirat şi cinamat în prezenţa Subtillisin (Bacillus 
licheniformis) [115]. Tot în prezenţa Subtilisinului s-a realizat şi esterificarea 
enzimatică a rutinei, hesperitinei, naringinei şi peltatozidei cu trifluoroetilbutirat 
[116, 118] şi a isoquercitrinei cu 2-cloroetil metil succinat [117]. Isoquercitrina, 
callistefina, crisantemina, rutina şi naringina cu vinil cinamat şi p-cumarat s-au 
esterificat în prezenţă de Lipase B (Candida antarctica) şi Lipase PS (Pseudomonas 
cepacea) [131], catechina cu acetat de vinil, în prezenţă de  Lipase PS 
(Pseudomonas cepacea) [132], isoquercetrina cu 3-fenilpropionat, 3-metoxicinamat, 
2-metilcinamat, benzoat, 4-fenilbutirat, 2-naftilacetat, cinamat, p-cumarat, vinil 
hexanoat în prezenţă de Chirazyme L-2 (Candida antarctica), Lipoprotein lipase, 
Lipase PS (Pseudomonas cepacea) [133], catechina şi epigalocatechina cu etil 
acetat, etil propionat, fenil propionat, fenil butirat în prezenţă de Carboxil-esteraze 
(Streptomyces rochei şi Aspergillus niger) [134]. Cea mai eficientă enzimă s-a 
dovedit a fi Novozyme (Candida antarctica) în prezenţa căreia s-au studiat acilările 
isoquercitrinei, rutinei, naringinei cu dibenzil malonat şi acetat de vinil [119, 120], 
naringinei cu  acizii stearic, palmitic, lauric, oleic, capric, 12-hidroxistearic, linoleic, 
p-cumaric, 4- clorofenilacetic, cinamic, 4- hidroxifenilacetic, 5-fenilvaleric, 4- 
fenilbutiric, 3-fenilpropionic [121], naringinei, isoquercitrinei, luteolin-7-glucozidei, 
catechin-7-O-a-D-glucozidei cu cinamat de vinil, cafeat de vinil, p-cumarat [122], 
rutinei şi naringinei cu acizii octanoic, decanoic, dodecanoic [122] şi palmitic [122], 
floridzinei cu etil cinamat, metil benzoat, metil p-hidroxifenilacetat, metil p-
hidroxifenil-propionat, metil salicilat [126], quercetinei, hesperidinei, rutinei, esculin 
cu acizii lauric, miristic, palmitic, stearic, adipic, azelaic, dodecandioic, 
hexadecandioic, 11-aminoundecanoic, 11-mercaptoundecanoic [128], acizii 
hexanoic, heptanoic, nonanoic, lauric, miristic, palmitic, stearic, oleic [127], rutinei 
şi esculin cu acizii palmitic, hexadecandioic, 16-hidroxihexadecanoic, benzoic, galic, 
cinamic, 4-nitrocinamic, hidrocinamic, 3,4-dihidroxi hidrocinamic, 4-hidroxifenil 
acetic, quinic, (R, S)-tioctic [129], zaharidei naringeninei cu vinil decanoat, laureat 
şi stearat; acizii decanoic, lauric şi stearic [130]. 

Shematic, acilarea flavonoidelor şi agliconilor acestora este redată, după 
cum urmează: figura 1.23 prezintă enzimele cu care s-a reuşit acilarea şi poziţiile în 
care acestea îşi exercită regioselectivitatea în cazul agliconilor; figura 1.24 prezintă 
enzimele şi poziţiile în care s-a reuşit acilarea pentru flavonoidele cu un rest 
zaharidic iar figura 1.25 redă enzimele şi poziţiile în care s-a reuşit acilarea pentru 
flavonoidele cu două resturi zaharidice. 
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Figura 1.23. Enzimele şi poziţiile de acilare pentru flavonoide agliconice  
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Figura 1.24. Enzimele şi poziţiile în care acestea îşi exercită regioselectivitatea în cazul 

flavonoidelor cu un rest zaharidic (G – rest glucozidic, R – rest ramnozidic)  
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Figura 1.25. Enzimele şi poziţiile în care acestea îşi exercită regioselectivitatea în cazul 

flavonoidelor cu două resturi zaharidice (G – rest glucozidic, R – rest ramnozidic, A – rest 
arabinozidic)  

 

Biosinteza flavonoidelor în solvenţi organici este influenţată de conţinutul de 
apă şi de activitatea apei. Cercetările efectuate au arătat că utilizarea diferitelor 
tehnici de îndepărtare a apei din mediul de reacţie duce la rezultate mult mai bune 
decât în caz contrar [136-138]. 

 

BUPT



                                                1.3 Bioconjugaţi flavonoide/ acizi graşi 37

Monitorizarea biosintezei cu ajutorul tehnicii TLC  

 
Analiza TLC (thin layer chromatography – cromatografie în strat subţire) 

este o metodă practică pentru monitorizarea calitativă a biosintezei. Datele din 
literatură sunt destul de complexe în ceea ce priveşte sistemele de eluenţi utilizate 
pentru identificarea flavonoidelor (atât cele agliconice cât şi cele glicozilate). Pentru 
analiza TLC, probele se efectuează pe plăcuţe cu silicagel, cu factor de fluorescenţă, 
cele mai utilzate fiind plăcuţele Kieselgel G60 F254 (grosimea stratului: 0.25 mm). 
Eluarea componenţilor se face cu diferite amestecuri de solvenţi, în funcţie de 
flavonoida analizată. În tabelul 1.1 sunt prezentate câteva dintre sistemele de eluţie 
folosite pentru identificarea flavonoidelor [85].  
 

Tabelul 1.1. Sisteme de eluţie folosite pentru identificarea flavonoidelor [85] 
 

Tipul flavonoidei Amestecul de solvenţi 
Raportul 

amestecului 
(v/v) 

Flavonoide agliconice 

acetat de etil:alcool izopropilic:apă  
acetat de etil:cloroform  
cloroform:metanol  
toluen:cloroform:acetonă  
toluen:formiat de etil:acid formic  
toluen:acetat de etil:acid formic  
toluen:metiletil cetona:acid formic 
toluen:dioxan:acid acetic  

100:17:13 
60:40 
96:4 

40:25:35 
50:40:10 
10:4:1 
18:5:1 
90:25:4 

Flavonoide glicozilate 

butanol:acid acetic:apă  
acetat de etil:metanol:apă  
acetat de etil:metanol:acid formic:apă  
acetat de etil:etanol:acid formic:apă  
acetat de etil:acid formic:apă  
acetat de etil:acid formic:acid acetic:apă 
tetrahidrofuran:toluen:acid formic:apă 
cloroform:acetonă:acid formic  
cloroform:acetat de etil:acetonă  
cloroform:metanol:apă  
acetonă:butanonă:acid formic  
acetonă:butanonă:apă  

65:15:25 
50:3:10 
50:2:3:6 

100:11:11:26 
9:1:1 

25:2:2:4 
16:8:2:1 
50:33:17 

5:1:4 
65:45:12 
10:7:1 
8:1:1 

Flavonoide 
glucoronide 

acetat de etil:eter etilic:dioxan:acid 
formic:apă  
acetat de etil:metiletil cetonă:acid 
formic:apă  

30:50:15:3:2 
60:35:3:2 

Flavanone agliconice diclormetan:acid acetic:apă  2:1:1 

Flavanone glicozilate 
cloroform:acid acetic  
cloroform:metanol:acid acetic  
butanol:acid acetic:apă  

100:4 
90:5:5 
4:1:5 

Calcone acetat de etil:hexan  1:1 

Izoflavone cloroform:metanol  
cloroform:metanol  

92:8 
3:1 

Izoflavone glicozilate butanol:acid acetic:apă  4:1:5 
Dihidroflavonoli cloroform:metanol:acid acetic  7:1:1 
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Biflavonoide cloroform:acetonă:acid formic 
toluen:formiat de etil:acid formic  

75:16,5:8,5 
5:4:1 

Antocianidine şi 
antociani 

acetat de etil:acid formic:acid clorhidric 
2M  
butanol:acid acetic:apă  
metiletil cetona:formiat de etil:acid 
formic:apă  
acetat de etil:butanonă:acid formic:apă  

85:6:9 
4:1:2 

4:3:1:2 
6:3:1:1 

Proantocianidine acetat de etil:metanol:apă  
acetat de etil:acid formic:acid acetic:apă 

79:11:10 
30:1,2:0,8:8 

 

 

1.4. Ciclodextrine   

1.4.1. Introducere 

 
Sensibilitatea crescută la degradare şi inactivare a compuşilor bioactivi 

naturali (lipide, vitamine, peptide, acizi graşi, antioxidanţi, minerale, probiotice) a 
făcut posibilă dezvoltarea rapidă a tehnicilor de protejare a acestora. Cerinţa 
obligatorie este aceea de a proteja compuşii bioactivi de degradările chimice 
(oxidare, hidroliză) fără a le modifica proprietăţile. Protejarea şi în special eliberarea 
controlată a diverselor molecule organice se realizează aproape exclusiv prin 
intermediul compuşilor încapsulaţi [145]. 

Au fost studiate numeroase proceduri de încapsulare dar nici una nu s-a 
dovedit aplicabilă în mod general claselor de compuşi naturali, datorită diferenţelor 
majore existente între aceştia (mase moleculare, solubilităţi, polarităţi etc, diferite).  
Încapsularea este tehnologia prin care un component bioactiv este anvelopat 
complet, fiind transformat într-o matrice, fără a-i fi afectate componentele bioactive 
(de precizat că încapsularea nu este similară cu imobilizarea – procedeu ce 
presupune transformarea unui component bioactiv într-o matrice dar fără a fi 
neapărat anvelopat). 

Ciclodextrinele fac parte din clasa celor mai utilizaţi receptori din chimia 
incluziunii gazdă-oaspete, fiind utilizaţi în industriile alimentară, cosmetică şi 
farmaceutică. În ultimul deceniu chimia ciclodextrinelor s-a dovedit intens studiată 
ţinând cont de faptul că, doar între anii 2004-2005 au apărut în medie 4.4 publicaţii 
zilnice referitoare la acestea [162]. Progresele realizate se evaluează foarte bine şi 
prin prisma preţului pe care îl au aceşti compuşi, dacă în anii `70 kilogramul de β-
ciclodextrină depăşea suma de 2000 dolari, în prezent nu depăşeşte 5 dolari, iar 
producţia anuală este de peste 30000 tone [165]. 

Compuşii numiţi în zilele noastre ciclodextrine, au fost izolaţi prima dată de 
către Villiers, în anul 1891, când la degradarea enzimatică a amidonului a observat 
izolarea a două tipuri diferite de compuşi cristalini, pe care i-a denumit „celulozine”. 
În anul 1904, Schardinger confirmă rezultatul şi reuşeşte identificarea structurilor 
ciclice a oligomerilor glucozei şi enzima responsabilă de producerea acestora, 
Bacillus macerans, astăzi cea mai utilizată sursă pentru producerea ciclodextrinelor. 
Una dintre denumirile frecvent utilizate este cea de dextrine Schardinger; în 
literatura veche le mai întâlnim sub denumirile: cicloamiloze, ciclomalto-
oligozaharide sau cicloglucani. 
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Profesorul Jozsef Szejtli a împărţit descoperirile chimice şi industriale ale 

ciclodextrinelor în trei mari etape: perioada de descoperire, perioada de explorare şi 
perioada de utilizare [145, 146]. 
 
Perioada de descoperire (1891-1930) 
 

În anul 1891 omul de ştiinţă francez A. Villiers descrie izolarea a 3g de 
substanţă cristalină la degradarea enzimatică (în prezenţa Bacillus amylobacter) a 
1000g amidon. Substanţa pare să fie rezistentă la hidroliza acidă şi, la fel ca 
celuloza, nu prezintă proprietăţi reducătoare.  Experimentele sale indică faptul că 
substanţa ar fi o dextrină. El i-a determinat compoziţia chimică, (C6H10O5)2 · 3H2O, 
şi a numit-o “celulozină”. 

Microbiologul austriac, Franz Schardinger, care lucra la un institut de 
cercetare în domeniul alimentar, făcând numeroase studii asupra bacteriilor care 
provoacă alterarea produselor alimentare, a raportat în anul 1903 izolarea a doi 
compuşi cristalini, din amidonul din cartofi, numindu-le dextrine cristaline. Ulterior a 
numit compuşii α-dextrină şi β-dextrină. Austriacul şi-a continuat studiile şi a 
dovedit că pot fi obţinute din amidon din diferite surse (cartofi, orez, grâu), deşi 
până în 1911 când a publicat ultimul articol proprietăţile fizico-chimice ale acestora 
erau parţial cunoscute, i s-a atribuit meritul pentru punerea bazelor chimiei 
ciclodextrinelor, în onoarea sa fiind denumite dextrine Schardinger. 

În perioada de descoperire au fost obţinute şi caracterizate trei 
ciclodextrine; se ştia că sunt oligozaharide dar, masa moleculară, ca de altfel şi 
structura chimică şi marea majoritate a proprietăţilor fizico-chimice au rămas încă 
necunoscute. 
 
Perioada de explorare (1930-1970) 
 

În anul 1938, Freudnberg şi colaboratorii au arătat faptul că ciclodextrinele 
prezintă o structură inelară, formată din  legături 1,4-α-glicozidice, cu o cavitate 
centrală. În următorii ani le-a fost determinată masa moleculară, structura chimică, 
mărimea cavităţii, solubilitatea, reactivitatea, abilităţile de complexare şi efectul 
asupra stabilităţii chimice a moleculelor oaspete [147]. Se ştia că, ciclodextrinele 
pot atât stabiliza cât şi destabiliza compuşii labili chimic, că pot fi utilizate ca modele 
enzimatice şi că pot solubiliza compuşii lipofili, insolubili în apă. 

În această perioadă a fost intens studiată producţia de ciclodextrine. La 
degradarea amidonului de enzima glucoziltransferază (CGT – Cyclodextrin Glucosil 
Transferase), produsul primar al lanţului splitat suferă o reacţie intramoleculară fără 
participarea moleculelor de apă formându-se  compuşii ciclici cu legături 1,4-α-
glicozidice. Multe microorganisme produc glucozil transferaza, dar doar câteva sunt 
capabile de a produce CGT, printre care se menţionează tulpini ale Bacilli, tulpini din 
genul Micrococcus şi din genul Klebsiella [148]. 

La sfârşitul acestei perioade obţinerea ciclodextrinelor era pusă la punct 
doar la nivel de laborator, dar randamentele erau scăzute şi compuşii relativ impuri.  
 
Perioada de utilizare (1970-prezent) 
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1.4.2. Obţinerea ciclodextrinelor 

 
Tratarea amidonului (provenit de la porumb, cartofi, tapioca etc.) cu amilază 

provenită de la tulpina Bacillus macerans, duce la un amestec crud de α-
ciclodextrină (∼60%), β-ciclodextrină (∼20%) şi γ-ciclodextrină (∼20%), împreună cu 
mici cantităţi de ciclodextrine cu mai mult de opt unităţi, compuşii fiind foarte greu 
de separat şi purificat. Descoperirile biotehnologice din anii `70 au dus la o creştere 
spectaculoasă în producţia de ciclodextrine, obţinându-se CGT şi de la 
microorganisme ca Klebsiella oxytoca, Bacillus circulans, Alkalophylic bacillus No. 
38-2. Cu ajutorul ingineriei genetice s-au creat diferite tipuri de CGT, specializate în 
obţinerea de ciclodextrine, figura 1.26. Aceste enzime împreună cu inovaţiile 
tehnologice au făcut posibilă obţinerea de α-, β-  şi γ-ciclodextrine de puritate înaltă, 
ce au putut fi utilizate în industria farmaceutică [165].  
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Figura 1.26. Obţinerea ciclodextrinelor din amidon 
 
 

Primul pas în producerea ciclodextrinelor îl constituie aducerea în stare 
lichidă a amidonului la o temperatură înaltă, iar pentru a reduce vâscozitatea trebuie 
hidrolizat la un grad optim care nu trebuie să conţină glucoză sau mici cantităţi de 
oligozaharide deoarece influenţează negativ producţia de ciclodextrine. După răcire 
la o temperatură optimă, soluţiei de amidon i se adaugă CGT. În aşa-zisa tehnologie 
non-solvent se formează α-, β-  şi γ-ciclodextrinele care trebuie separate din 
amestecul parţial hidrolizat. În tehnologiile în care se folosesc solvenţi separarea 
este ceva mai uşoară deoarece la adăugarea toluenului predomină formarea 
complexului toluen/β-ciclodextrină, la adăugarea n-decanolului predomină formarea 
complexului n-decanol/α-ciclodextrină în timp ce la adăugarea ciclohexanolului 
complexul format este ciclohexanol/γ-ciclodextrina. Pot fi utilizaţi o serie de alţi 
agenţi de complexare, folosirea acestora depinzând de preţ, toxicitate şi eficienţa 
îndepărtării solventului din complex. 

BUPT



                                                                              1.4. Ciclodextrine   41

Ciclodextrinele sunt o familie de trei oligozaharide ciclice produse industrial 
în cantităţi mari şi câteva mai rare ce apar în cantităţi mici [149, 150]. Cele trei 
ciclodextrine mai importante sunt substanţe cristaline, omogene şi nehigroscopice, 
care au o formă de inel cu aspect toroidal, construite din unităţi glucopiranozice. α-
Ciclodextrina, cunoscută şi ca α-dextrină Schardinger, ciclomaltohexoză, 
ciclohexaglucan, ciclohexaamiloză, α-CD, ACD şi C6A, este compusă din şase unităţi 
glucopiranozice. β-Ciclodextrina, cunoscută de asemenea ca β-dextrină Schardinger, 
ciclomaltoheptoză, cicloheptaglucan, cicloheptaamiloză, β-CD, BCD, C7A, conţine 
şapte unităţi glucopiranozice, iar γ-ciclodextrina, γ-dextrină Schardinger, 
ciclomaltooctoza, ciclooctaglucan, ciclooctaamiloză, γ-CD, GCD şi C8A, conţine opt 
astfel de unităţi (figura 1.27). 
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Figura 1.27. Structura α-, β- şi γ-ciclodextrinei. 
 

S-a demonstrat prin calcule de energie conformaţională că nu se pot forma 
ciclodextrine cu mai puţin de şase membri în inel din motive sterice. Omologi 
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superiori, cum ar fi δ-, ε-, ζ- şi η-ciclodextrina, au fost obţinuţi de către Pulley şi 
French [149]. 

Ca o consecinţă a conformaţiei atomului de carbon C1 a unităţii 
glucozilpiranozice, toate grupele secundare hidroxil sunt situate pe una din cele 
două suprafeţe marginale ale inelului, iar cele primare pe cealaltă. Cavitatea este 
linearizată de către legăturile de hidrogen cu oxigenul glicozidic. Perechile de 
electroni neparticipanţi ai punţii de oxigen glicozidic sunt îndreptaţi spre interiorul 
cavităţii, producând o densitate mare de electroni şi oferindu-i acesteia un caracter 
de bază Lewis. Grupul C2-OH al unei unităţi glucopiranozice poate forma legătură de 
hidrogen cu grupul C3-OH al unităţii glucozilpiranozice vecine. În molecula de 
ciclodextrină se formează o centură secundară din legăturile de hidrogen, rezultând 
o structură rigidă. Figura 1.28 ilustrează caracteristicile structurale ale 
ciclodextrinelor. Când este implicată în formarea unor complecşi de incluziune, 
ciclodextrina este mai degrabă un con trunchiat decât cilindru [147, 162, 163, 165-
168]. 

 

beta - CD

H

DI
DECavitate

hidrofoba
       Grupari
hidroxil secundare

      Grupari
hidroxil primare  

 
Figura 1.28. Schema structural-funcţională a ciclodextrinelor. 

 

Proprietăţile ciclodextrinelor uzuale sunt redate în tabelul 1.2 [147, 165] 

 

Tabelul 1.2. Proprietăţile α, β, γ-ciclodextrinelor 

 
Proprietăţi α-CD β-CD γ-CD 

Număr unităţi de glucoză 6 7 8 

Masa moleculară 972 1134 1296 

Diametrul aproximativ al cavităţii 
interioare (Å) 4,7-5,2 6,0-6,4 7,5-8,3 

Diametrul aproximativ al cavităţii 
exterioare (Å) 14,2-15,0 15,0-15,8 17,1-17,9 

Volumul aproximativ al cavităţii (Å3)  174 262 427 

[α]D la 25°C 150 ± 0,5 162,5 ± 
0,5 

177,4 ± 
0,5 
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Solubilitatea în apă (g/100mL, 25°C) 14,5 1,85 23,2 

Tensiunea superficială (dyn/cm) 71 71 71 

Intervalul de topire (°C) 255-260 255-265 240-245 

Conţinutul de apă cristalizată (%) 10,2 13,2-14,5 8,13-17,7 

pKa (25°C) 12,33 12,20 12,08 
 
 

1.4.3. Derivatizarea ciclodextrinelor 
 

Ciclodextrinele naturale, în special β-ciclodextrina, sunt slab solubile atât în 
apă cât şi în solvenţi organici (solubilitatea apoasă a acestora este mult mai mică 
comparativ cu cea a dextrinelor liniare) fapt care le limitează aplicarea în domeniul 
farmaceutic. Această solubilitate scăzută se datorează legăturilor de hidrogen 
intramoleculare puternice din structura cristalină [147, 151-154]. 
Nefrotoxicitatea ciclodextrinelor rămâne o necunoscută, doar se presupune că au 
legătură cu absorbţia celulelor tubulare ale rinichilor având ca efect întreruperea 
funcţiei intracelulare sau extragerea componentelor membranei lipidice (colesterolul 
şi fosfolipidele) [167]. 

În structura ciclodextrinelor fiecare unitate glucopiranozică are trei grupări 
hidroxil libere care diferă între ele atât din punctul de vedere al funcţionalităţii cât şi 
din cel al reactivităţii. Reactivitatea relativă a hidroxililor secundari aferenţi C(2) şi 
C(3) şi a hidroxilului primar din C(6) depinde de condiţiile de reacţie (temperatură, 
pH, reactivi etc.). Astfel în cazul β-ciclodextrinei 21 de grupări hidroxil pot fi 
modificate prin substituţia unui atom de hidrogen sau a unei grupări hidroxil cu 
diferiţi radicali ca: alchil, hidroxialchil, carboxialchil, amino, tio, tosil, glucozil, 
maltozil etc. prin procedee chimice sau enzimatice. Au fost sintetizaţi o serie de 
derivaţi hidrofobi, hidrofili şi ionici. Scopul acestor derivatizări a ciclodextrinelor este 
de a îmbunătăţi solubilitatea derivaţilor şi implicit a complecşilor acestora, de a 
îmbunătăţi potrivirea şi /sau asocierea între ciclodextrine şi molecula oaspete, 
concomitent cu stabilizarea acesteia, de a ataşa grupări specifice (catalitice) locului 
de legare, de a forma structuri insolubile, polimeri cu ciclodextrine (pentru separări 
cromatografice). 

Din miile de derivaţi descrişi în literatură, doar câţiva pot fi luaţi în 
considerare, care de altfel se produc şi la scară industrială, nu doar la scară de 
laborator. Printre aceştia se numără derivaţii β-ciclodextrinei,  heterogeni, amorfi şi 
solubili în apă, β-ciclodextrina metilată (figura 1.29) şi 2-hidroxipropil β-
ciclodextrina. Datorită heterogenităţii HPβCD nu poate fi cristalizată, lucru ce este 
foarte avantajos de exemplu la obţinerea medicamentelor în formă lichidă. Primele 
formulări cu conţinut de HPβCD şi HPγCD se află deja pe piaţă în unele ţări. β-
Ciclodextrina metilată este mult mai hidrofobă decât β-ciclodextrina însăşi, în 
consecinţă formează un complex mult mai stabil (şi solubil) cu colesterolul. 
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Figura 1.29. Structura β-ciclodextrinei metilate 

 
1.4.4. Analiza ciclodextrinelor 

 
Au fost propuse numeroase metode cromatografice pentru determinarea 

analitică a ciclodextrinelor [149, 155]. Cea mai veche metodă cromatografică este 
cromatografia pe hârtie care necesită un timp îndelungat 2-25 ore, în timp ce 
metodele moderne cum este HPLC (High Performance/Pressure Liquid 
Chromatography) necesită doar 10-15 min. De asemenea, cromatografia în strat 
subţire este o metodă convenabilă pentru determinarea ciclodextrinelor. Metoda 
recomandată, cea mai exactă şi mai rapidă, pentru determinarea ciclodextrinelor 
este HPLC.  Determinarea ciclodextrinelor prin gaz-cromaografie necesită o atenţie 
deosebită la derivatizare [149]. 

Metodele fotometrice de analiză sunt rapide dar nu specifice. Deoarece 
ciclodextrinele nu prezintă absorţie decât în domeniul UV îndepărtat (190 nm), 
determinarea rapidă a conţinutului de ciclodextrină prin fotometrie este posibilă doar 
în prezenţa unui indicator complexabil, determinarea fiind puternic dependentă de 
pH şi de concentraţia de ciclodextrină [149]. 

 
1.4.5. Compuşi de incluziune – complecşi 

 
Caracteristica cea mai importantă a ciclodextrinelor o reprezintă capacitatea 

acestora de a forma compuşi de incluziune cu o mare varietate de compuşi fără a 
forma legături covalente. În soluţii apoase cavitatea hidrofobă este umplută cu apă 
(figura 1.30), care este relativ instabilă datorită interacţiunilor polare şi moleculele 
de apă pot fi uşor înlocuite de o moleculă “oaspete” mai puţin polară decât apa 
[147, 162]. 
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Figura 1.30. Efectul hidrofob [165] 

 
Procesul de complexare este influenţat de o serie de factori, printre care: 

potrivirea sterică, eliberarea apei legate, efectele hidrofobe, interacţiunile van der 
Waals, forţele de dispersie, interacţiunile dipol-dipol, interacţiunile electrostatice şi 
legăturile de hidrogen. 

Deoarece diametrul cavităţii unei ciclodextrine variază în funcţie de numărul 
de unităţi de glucoză din structură, alegerea unei ciclodextrine de mărime apropiată 
de parametrii geometrici ai moleculei oaspete este de importanţă majoră în 
formarea complexului de incluziune. Nu toţi compuşii formează complecşi stabili, iar 
moleculele mari cum ar fi cele ale proteinelor, aminoacizilor sau polipeptidelor nu 
pot fi încorporate de acestea deşi pot fi legate părţi specifice ale acestor molecule de 
către ciclodextrine [162]. Figura 1.31 redă modurile cele mai uzuale de complexare 
a ciclodextrinelor cu moleculele oaspete. 
 

 
Figura 1.31. Reprezentarea schematică a celor mai uzuale moduri de complexare a 

ciclodextrinelor cu o moleculă oaspete [173] 
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Reacţiile de complexare se desfăşoară în mod obişnuit în prezenţa unui 
solvent: apa, figura 1.32. Apa favorizează formarea complecşilor pe baza 
interacţiunilor hidrofobe. În unele cazuri este necesară utilizarea solvenţilor organici 
pentru dizolvarea moleculelor “oaspete”, dar alegerea acestora este de cele mai 
multe ori dificilă datorită faptului că aceştia pot intra în competiţie cu molecula 
oaspete în vederea ocupării cavităţii ciclodextrinei, sau în vederea formării unui 
compus ternar. 
 

 

 
 

Figura 1.32. Reprezentarea schematică a interacţiunilor la încapsularea în β-Ciclodextrina  
 

Termenul de compus de incluziune a fost introdus de Schlenk în 1950. Mai 
există însă şi alţi termeni utilizaţi în literatura de specialitate, cum ar fi aduct, 
clatrat, compus molecular, criptat şi complex de incluziune. Considerând faptul că 
între gazdă şi oaspete nu se stabilesc legături covalente, echilibrul de asociere-
disociere în soluţie fiind cea mai importantă caracteristică a asocierii de tip gazdă-
oaspete, termenul de complex de incluziune (sau complex al ciclodextrinei) pare să 
fie cel mai potrivit pentru astfel de compuşi. 

Cristalele complecşilor cu ciclodextrine se prezintă sub forma împachetării 
moleculelor de ciclodextrină deoarece acestea domină spaţiul intermolecular din 
structră. Aceste împachetări nu sunt unice, ci pot fi de tipul cuşcă, canal sau strat 
după cum se poate observa din figura 1.33 [147]. 
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a b

c d e  
 

Figura 1.33. Reprezentarea schematică a aranjamentelor tip canal a) cap-cap, b) tip cuşcă, c) 
cap-coadă, d) tip strat şi e) tip strat compus din dimeri ai β-CD 

 
În structurile cristaline aparţinând tipului cuşcă, cavitatea unei singure 

molecule de ciclodextrină este blocată pe ambele părţi de molecule de ciclodextrine 
adiacente, producând astfel cavităţi izolate. În acest tip de aranjament moleculele 
de ciclodextrină pot fi împachetate reticular de tipul zig-zag (cel mai des întâlnit la 
α-, β- şi γ-ciclodextrine) sau de tip intercalat. Acest tip de împachetare este 
caracteristic la încapsularea moleculelor mici. Tipul canal s-a observat a fi 
caracteristic lanţurilor alchil sau polimerilor încapsulaţi şi poate fi de două feluri: 
cap-cap sau cap-coadă. Tipul strat este întâlnit la moleculele foarte mari care nu 
sunt complet încorporate [165]. 

Ciclodextrinele pot prezenta mai multe forme cristaline [149]. Astfel, α-
ciclodextrina poate avea trei forme cristaline diferite (α-ciclodextrina·6H2O forma I, 
α-ciclodextrina·6H2O forma II şi α-ciclodextrina·7,5H2O forma III). Toate structurile 
de β-ciclodextrină·12H2O, β-ciclodextrină·11H2O şi γ-ciclodextrină·13 H2O sunt de tip 
zig-zag. În α-ciclodextrină·6H2O doar două molecule de apă sunt izolate în interiorul 
cavităţii, iar celelalte 4 molecule sunt în afară. Hidratul de β-ciclodextrină are două 
forme cristaline: β-ciclodextrina·12H2O şi β-ciclodextrina·11H2O. Diferenţa 
structurală dintre cele două forme este bazată în principal pe distribuţia dezordonată 
a moleculelor de apă din cavitatea β-ciclodextrinei. În γ-ciclodextrina·13H2O sunt 
incluse 5,5 molecule de apă. Inelul γ-ciclodextrinei este oarecum distorsionat de la 
structura ortogonală regulată. 
 
 

BUPT



Studiu documentar – 1 48

 
1.4.6. Metode de analiză a complecşilor 

 
Pulberea microcristalină obţinută prin amestecarea ciclodextrinei cu un 

compus potenţial oaspete în soluţie, în suspensie sau în pastă, nu prezintă garanţia 
formării unui complex de incluziune omogen în adevăratul sens al cuvântului.  
Determinarea parametrilor calorimetrici este indispensabilă la o discuţie cantitativă 
pentru înţelegerea fenomenului de recunoaştere moleculară care implică molecula 
oaspete, molecula gazdă şi solventul. În ciuda diversităţii metodelor calorimetrice şi 
procedurilor experimentale decrise în literatura de specialitate, doar două metode 
microcalorimetrice se aplică pe scară largă la studierea ciclodextrinelor, acestea fiind 
DSC (Differential Scanning Calorimetry) şi ITC (Isothermal Titration 
Microcalorimetry). 

Calorimetria de Scanare Diferenţială (DSC) presupune încălzirea/răcirea 
treptată a probei (lichidă sau solidă) cu o anumită viteză şi modificările cauzate de 
variaţia de temperatură (tranziţia fazelor, topire, descompunere) sunt înregistrate 
ca eliberare de căldură sau absorbţie. 

Spectrometria RMN este una dintre cele mai importante tehnici utilizate la 
elucidarea structurii moleculare, de aceea a fost intens aplicată şi pentru studierea 
formării conmplecşilor cu ciclodextrine. 

Analiza structurală prin cristalografie de raze X este cea mai bună metodă 
pentru detectarea formării complexului. Se poate stabili o relaţie geometrică precisă 
între moleculele oaspete şi gazdă şi se pot identifica interacţiunile. Această tehnică 
este însă prea complicată pentru o utilizare de rutină. 
Suplimentar tehnicilor de analiză prezentate se pot adăuga şi numeroase alte tehnici 
ca spectrometria de masă, electrochimia, absorbţia UV-VIS, dicroismul circular sau 
SPM (Scanning Probe Microscopy). 
 

1.4.7. Avantajele încapsulării compuşilor bioactivi 
 

Flavonoidele o clasă de compuşi polifenolici din plante dispun de o activitate 
biologică remarcabilă. Dezavantajul acestor compuşi la utilizarea în industria 
farmaceutică este slaba solubilitate şi stabilitate a acestora. Pentru a remedia aceste 
probleme s-au realizat o serie de studii de încapsulare a flavonoidelor în 
ciclodextrine. S-au folosit atât ciclodextrinele cât şi derivaţi ai acestora. Astfel, 
quercetina şi 3-O-metilquercetina au fost încapsulate în β-ciclodextrină, iar formarea 
complecşilor obţinuţi a fost studiată cu ajutorul metodelor spectroscopice FT-IR, 
RMN, raze X şi SEM şi s-au realizat o serie de studii de modelare moleculară [169-
171, 175, 177]. Mercader-Ros şi colab. au studiat influenţa hiroxipropil-β-CD asupra 
complexării cu kaempferol, quercetină şi miricetină [172] iar Kim şi colab. au 
realizat complexarea galanginei, kaempferolului, quercetinei şi miricetinei cu  
DMβCD şi HPβCD făcând studii asupra solubilităţii, modelării moleculare şi 
investigării complecşilor cu ajutorul RMN [174]. De asemenea a fost studiată 
complexarea rutinei cu β-CD [176, 179] şi complexarea isoquercitrinei (flavonoide 
glicozilate) [178]. Consecinţele primare cele mai importante ale interacţiunii unei 
molecule oaspete slab solubilă şi ciclodextrine în soluţie apoasă sunt: 
• concentraţia moleculei oaspete în faza dizolvată creşte semnificativ, în timp ce 
concentraţia ciclodextrinei dizolvate scade (există şi excepţii în cazul în care aceste 
molecule pot creşte solubilitatea ciclodextrinei în apă); 
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• proprietăţile spectrale ale moleculei oaspete sunt modificate; 
• reactivitatea moleculei încapsulate suferă modificări, în majoritatea cazurilor 
observându-se o scădere a acesteia; 
• difuzia şi volatilitatea moleculei încapsulate scad semnificativ; 
• un compus hidrofob încapsulat în forma complexată prezintă o hidroficilitate 
crescută, prin urmare şi mobilitatea cromatografică este influenţată. 

Interacţiunile în fază solidă au drept urmări: 
• subtanţa complexată este dispersată în matrice formând o pudră microcristalină 
sau amorfă chiar şi cu molecule oaspete gazoase; 
• substanţa încapsulată este protejată de orice tip de reacţie; 
• sublimarea şi volatilitatea sunt reduse la cel mai scăzut nivel; 
• complexul este hidrofil şi foarte uşor solubil. 

Complexarea flavonoidei glicozilate, rutina, duce la modificări majore a 
proprietăţilor flavonoidei comparativ cu forma neîncapsulată. Astfel, la folosirea 
substanţei încapsulate concentraţia de substanţă activă este substanţial redusă, 
permeabilitatea este mult mai crescută, la fel şi afinitatea acesteia (figura 1.34). 
 

 
Figura 1.34. Mecanismul de acţiune al rutinei pure comparativ cu rutina încapsulată [184] 

 

 
Complexarea substanţelor bioactive a fost luată în considerare datorită 

biodisponibilizării şi/sau stabilităţii scăzute a acestora. Motivele pentru care s-a 
recurs la complexare sunt următoarele: 
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• biodisponibilizarea substanţei bioactive este incompletă sau neregulată datorită 
solubilităţii slabe a acesteia; 
• viteza de dizolvare este scăzută, chiar în cazul unei absorbţii complete timpul în 
care se atinge nivelul optim de acţiune în sânge este prelungit la administrarea 
orală; 
• instabilitatea chimică - substanţa este instabilă chimic (ţinând cont de 
autodescompunere, degradare); 
• instabilitatea fizică - substanţa este instabilă fizic (volatilă, predispusă sublimării); 
• solubilitatea slabă - datorită solubilităţii slabe în apă nu poate fi folosită în diverse 
formulări pentru aplicabilitate farmaceutică; 
• forma de prezentare - dacă este sub formă lichidă nu poate fi produsă sub o formă 
solidă; 
• incompatibitatea cu alte componente din amestec. 

Avantajele complexării sunt: 
• îmbunătăţirea biodisponibilizării; 
• creşterea stabilităţii; 
• reducerea efectelor secundare; 
• manipularea uşoară sub formă de pudră sau chiar lichidă. 

Studiile asupra comportării atât in vitro cât şi in vivo a substanţelor active 
ca atare şi a substanţelor active încapsulate în ciclodextrine au scos în evidenţă 
eficienţa acestora din urmă atât în cazul dizolvării cât şi al absorbţiei, figura 1.35. 

 

 
 

Figura 1.35. Studiu asupra comportării in vitro, respectiv in vivo a substanţelor active ca 
atare şi încapsulate 
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Un sistem relativ nou care doreşte încărcarea substanţei active presupune 
complexarea acesteia cu ciclodextrine şi apoi încapsularea în lipozomi (un sistem de 
genul substanţă activă în ciclodextrine în lipozomi), figura 1.36 [166]. Lipozomii 
sunt vehicule biodegradabile non-toxice, care pot încapsula atât materialele hidrofile 
cât şi cele hidrofobe. Sistemele de transport a substanţelor bioactive bazate pe 
lipozomi au proprietatea de a mări efectul terapeutic atât prin creşterea 
concentraţiei de substanţă activă în celulele afectate cât şi prin scăderea expunerii 
ţesuturilor normale, datorită permeabilităţii corelată cu strategiile de eliberare 
controlată. Avantajele utilizării lipozomilor sunt: biocompatibilitatea crescută; 
prepararea uşoară; încărcarea compuşilor hidrofili, amfifili şi lipofili; modularea 
simplă a proprietăţilor farmacokinetice prin schimbarea compoziţiei chimice a 
componentelor din cele două straturi. Dezavantajele care trebuie menţionate, în 
legătură cu lipozomii, sunt: in vitro aceştia sunt sensibili la oxidare iar, in vivo sunt 
supuşi degradării de către unele enzime [183]. 

 
 

Figura 1.36. Sistem supramolecular sustanţă activă-CD-lipozomi 

 
 

 
 

BUPT



  Contribuţii oriiginale - 2 52

 
 

2. CONTRIBUŢII ORIGINALE 
 
 
2.1. Sinteza enzimatică a unor bioconjugaţi ai 

flavonoidelor 
 
2.1.1. Esterificarea enzimatică  
 
Prin bioconjugare se înţelege cuplarea a două biomolecule prin intermediul 

unei legături covalente. Se cunoaşte faptul că atât flavonoidele (agliconice sau 
glicozilate) cât şi acizii graşi au activitate biologică. Interesul tot mai mare pentru 
utilizarea flavonoidelor are la bază activitatea lor biologică demonstrată în captarea 
radicalilor liberi, modularea activităţii unor enzime, inhibarea proliferării unor celule, 
dar şi ca substanţe antibiotice, antialergice, antiulceroase, sau antiinflamatoare. În 
acest sens, o mare varietate de flavonoide se utilizează deja în diferite suplimente 
alimentare, dar această utilizare este limitată de stabilitatea lor redusă şi 
solubilitatea lor redusă, atât în solvenţi organici cât şi în soluţii apoase. Pentru a 
elimina aceste inconveniente, flavonoidele pot fi transformate în derivaţi glicozilaţi 
sau acilaţi, prin metode chimice, enzimatice sau chemoenzimatice. Metodele 
enzimatice sunt mai eficiente, pentru că ele oferă posibilitatea de a fi exploatată 
regioselectivitatea ridicată a acestor biocatalizatori, realizând o funcţionalizare 
selectivă a flavonoidei. Transformarea flavonoidelor în derivaţi acilaţi, cu acizi 
carboxilici de diverse structuri, oferă posibilitatea de a introduce în molecula lor o 
altă funcţiune biologic activă şi de a modifica astfel în sens pozitiv nu numai 
proprietăţi fizice ca solubilitatea, ci şi activitatea biologică. Această activitate 
biologică este determinată de structura flavonoidei, iar obţinerea unui bioconjugat 
prin acilare enzimatică va putea avea efecte benefice, depinzând de poziţia în care 
are loc substituţia şi de natura substituentului.  

Au fost realizate reacţii catalizate de lipaze pentru a obţine esteri ai 
flavonoidelor cu acizi graşi (ca de exemplu rutin palmitat, oleat etc.) în solvenţi 
organici cât mai puţin toxici, necesitând de regulă câteva zile pentru a fi definitivate. 
Pentru aceste studii s-au folosit, în majoritatea cazurilor, ca agenţi de acilare esteri 
vinilici ai acizilor graşi respectivi. Asemenea reacţii de transesterificare au avantajul 
că produsul secundar de reacţie este alcoolul vinilic, care se izomerizează la 
acetaldehidă şi în acest mod reacţia devine ireversibilă, crescând randamentul în 
produs. Există însă şi două dezavantaje majore, prezenţa unor urme de 
acetaldehidă în produs şi costul mult mai ridicat al esterilor vinilici comparativ cu 
acizii graşi liberi. Din acest motiv, în acest studiu s-a utilizat varianta esterificării 
directe a flavonoidelor cu acizii graşi, mult mai dificil de realizat datorită necesităţii 
controlului cantităţii de apă din sistem, pentru a deplasa echilibrul reacţiei. 

S-a urmărit obţinerea unor bioconjugaţi de tipul esterilor, prin metoda 
esterificării enzimatice a unor flavonoide agliconice (crisina, naringenina, 
hesperetina, quercetina), glicozilate (rutina), cât şi a unui flavonolignan (silibinina), 
cu acizi graşi saturaţi (decanoic, palmitic, stearic, arahidic, behenic) şi nesaturaţi 
(oleic şi linoleic). Deoarece obiectivul principal al tezei a fost obţinerea esterilor 
flavonoidelor în scopul realizării de complecşi cu ciclodextrinele, nu s-a efectuat un 
studiu sistematic al reacţiei enzimatice de esterificare, ci doar o evaluare a 
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parametrilor care influenţează în mai mare măsură randamentul acestei reacţii. 
Monitorizarea reacţiilor s-a realizat prin metode cromatografice, urmată de 
separarea şi purificarea esterilor prin tehnici de extracţie lichid-lichid şi de 
cromatografie pe coloană. 

Caracterizarea  bioconjugaţilor purificaţi s-a realizat cu ajutorul 
spectroscopiei FT-IR şi spectrometriei de rezonanţă magnetică nucleară RMN 
(metodologia detaliată este prezentată în Partea experimentală). 

În moleculele acestor flavonoide există mai multe grupări hidroxilice care 
pot forma legături esterice. Pentru a studia efectele biologice şi de altă natură ale 
bioconjugaţilor, este necesară obţinerea ca produs majoritar a monoesterului, cu 
legătura esterică într-o anumită poziţie. În acest scop, biocataliza cu lipaze este 
metoda cea mai eficientă, cunoscându-se faptul că ele sunt enzime cu specificitate şi 
selectivitate ridicată, regioselectivitatea fiind una dintre modalităţile de manifestare 
a acestei selectivităţi.   

Pentru exemplificare, în figura 2.1.1 este redată reacţia de acilare a rutinei 
cu acid palmitic, catalizată de lipază. În cazul rutinei, acilarea se produce cel mai 
probabil la hidroxilul secundar 4’’’-OH din cea de-a doua grupare zaharidică, datorită 
împiedicărilor sterice existente.  
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Figura 2.1.1. Esterificarea enzimatică a rutinei în prezenţa lipazei din Candida antarctica 
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În cazul flavonoidelor agliconice, cum este quercetina, poziţia probabilă în 
care poate avea loc esterificarea este hidroxilul din poziţia 3'-OH, în timp ce în cazul 
silibininei datele de literatură indică hidroxilul primar din poziţia 23 ca  fiind cel de 
care se leagă gruparea acil (figura 2.1.2).  
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Figura 2.1.2. Poziţiile probabile în care are loc acilarea quercetinei, rutinei şi silibininei 

 
Biosintezele au fost monitorizate permanent, pentru a avea confirmarea 

formării produşilor, iar formarea esterilor a fost confirmată cu ajutorul 
cromatografiei în strat subţire (TLC) şi cromatografiei de lichide de înaltă 
performanţă (HPLC).  

La analiza TLC s-au utilizat plăci cromatografice Merck – Kieselgel 60 F254. 
Au fost studiate o serie de sisteme de eluenţi pentru a stabili amestecul optim care 
duce la o separare şi vizualizare bună şi simplă a compuşilor. Eluarea s-a realizat cu 
diferite amestecuri de solvenţi: cloroform/metanol/apă (80/20/0,3, v/v/v), 
hexan/dietil eter/acid acetic (84/14/2, v/v/v), toluen/formiat de etil/acid formic 
(50/40/10, v/v/v), toluen/dioxan/acid acetic glacial (90/25/4, v/v/v), 
cloroform/acetat de etil (60/40, v/v). Cele mai bune rezultate s-au obţinut la 
folosirea ca eluent a amestecului cloroform/metanol/apă (80/20/0,3, v/v/v), pentru 
rutină, respectiv a amestecului cloroform/acetat de etil (60/40, v/v), pentru 
silibinină, quercetină şi hesperetină. Atât flavonoidele, cât şi esterii acestora au fost 
vizualizaţi şi identificaţi la lumină UV. 

În majoritatea cazurilor studiate, s-a observat formarea unui singur produs 
final, fapt ce confirmă regioselectivitatea enzimei folosite, aşa cum rezultă din figura 
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2.1.3 în care sunt prezentate exemple de asemenea analize, pentru acilarea 
silibininei cu diferiţi acizi graşi. Excepţiile au fost întâlnite la esterificarea rutinei cu 
acizii graşi nesaturaţi oleic şi linoleic, cazuri în care pe plăcuţele TLC au fost 
vizualizaţi (în urme) şi alţi compuşi, neidentificaţi (figura 2.1.4).  
 

 
 
Figura 2.1.3. Analiza TLC  a bioconjugaţilor silibininei cu acizi graşi: (a) acizii graşi nesaturaţi 
oleic şi linoleic şi (b) acizii graşi saturaţi decanoic, palmitic, stearic (în ordine, de la stânga la 

dreapta) 

 

a) b) c) d) e)  
 

Figura 2.1.4. Analiza TLC a bioconjugaţilor rutinei (a) cu acid palmitic, fără adaos de site 
moleculare (b) cu acid decanoic, fără adaos de site moleculare (c) cu acid linoleic fără adaos 

de site moleculare (d) şi (e) cu acid palmitic, în prezenţă de site moleculare, cu variaţia 
raportului molar flavonoidă/acid gras 
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Pentru identificarea şi analiza cantitativă a produşilor de reacţie a fost 

utilizată analiza HPLC, ea având o rezoluţie mult mai bună decât analiza prin TLC. În 
majoritatea cazurilor în care a avut loc acilarea s-a observat formarea unui singur 
pic cromatografic, fapt ce confirmă obţinerea unui singur produs final. 
 

2.1.1.1. Acilarea enzimatică a flavonoidelor agliconice 
 

Acilarea flavonoidelor agliconice, crisina, naringenina, hesperetina şi 
quercetina a fost studiată folosind drept biocatalizatori o serie de lipaze, de diferite 
provenienţe. S-a încercat esterificarea enzimatică a crisinei cu acid stearic în 
prezenţa enzimelor Candida antarctica imobilizată (Novozyme 435), Pseudomonas 
fluorescens (Amano Lipase AK), Pseudomonas cepacia (Amano Lipase PS), Lipozyme 
RM, Candida cylindracea, Aspergillus niger şi Candida antarctica (CalB, C-Lecta) 
folosind ca mediu de reacţie atât acetona cât şi hexanul, dar analizele prin TLC şi 
HPLC nu au arătat formarea produşilor de reacţie în nici una dintre biosintezele 
realizate. 

Esterificarea enzimatică a quercetinei cu acid palmitic în prezenţa lipazelor 
Pseudomonas cepacia (Amano Lipase PS), Pseudomonas fluorescens (Amano Lipase 
AK) şi Aspergillus niger s-a realizat în mediu de acetonă. Datele din literatura de 
specialitate descriu posibilă acilarea quercetinei doar în prezenţa lipazei PS. 
Rezultatele obţinute în urma acilării în prezenţa celor trei enzime menţionate au 
arătat că lipaza din Aspergillus niger nu s-a dovedit activă pentru acilarea 
quercetinei cu acid palmitic, acilarea în prezenţa lipazei PS a fost foarte slabă, chiar 
şi după un timp îndelungat (până la 144 ore), în timp ce la acilarea în prezenţa 
lipazei AK, formarea produsului poate fi observată clar, după 120 ore de reacţie. În 
figurile 2.1.5, respectiv 2.1.6, sunt prezentate cromatogramele HPLC ale quercetinei 
(timp de retenţie 10,3 min) şi amestecului de reacţie care conţine quercetin palmitat 
(timp de retenţie 12,2 min), după 120 de ore de reacţie, în cazul folosirii ca 
biocatalizator a lipazei AK. 
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Figura 2.1.5. Cromatograma HPLC a quercetinei (dizolvată în acetonă) obţinută cu gradient 
de eluent H2O (0.1% AcOH) şi acetonitril (0.1% AcOH) şi detecţie prin UV-VIS la 280 nm 

(detalii în Partea experimentală) 
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Figura 2.1.6. Cromatograma HPLC a amestecului de reacţie de la acilarea quercetinei cu acid 
palmitic, în prezenţă de lipază AK, în acetonă, după 120 de ore. Timpi de retenţie: quercetină 

10,3 min, quercetin palmitat 12,2 min 

 

 

La acilarea enzimatică a hesperetinei cu acid palmitic s-au folosit aceleaşi 
lipaze ca în cazul quercetinei (PS, AK şi An), dar formarea produsului de reacţie a 
fost observată doar în cazul utilizării lipazei PS. Figura 2.1.7 redă cromatograma 
HPLC a hesperetinei, în care picul acestei flavonoide apare la un timp de retenţie de 
11.5 min, în timp ce din figura 2.1.8 se observă, după 120 de ore de reacţie, 
prezenţa picului corespunzător esterului, la un timp de retenţie de 13,2 min. 

 

 

3029282726252423222120191817161514131211109876543210

1,100

1,000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0 S
P

W
 

0
.

2
0

S
T

H
 

1
0

.
0

0

RT [min]

H_Ac_dil31.DATAmV

 

 

Figura 2.1.7. Cromatograma HPLC a hesperetinei (dizolvată în acetonă) obţinută cu gradient 
de eluent H2O (0.1% AcOH) şi acetonitril (0.1% AcOH) şi detecţie prin UV-VIS la 280 nm 
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 Figura 2.1.8. Cromatograma HPLC a amestecului de reacţie de la acilarea 
hesperetinei cu acid palmitic, în prezenţă de lipază PS, în acetonă, după 120 de ore de reacţie 

 
 
2.1.1.2. Acilarea rutinei şi silibininei. Influenţa solventului 

organic şi a cantităţii de apă din sistemul de reacţie 

 
Dacă în cazul flavonoidelor agliconice esterificarea directă nu s-a realizat sau 

a avut loc cu randament scăzut, în cazul rutinei (care este o flavonoidă glicozilată) şi 
a silibininei (care este un flavanolignan), s-au obţinut rezultate mult mai bune.  

Concentraţia flavonoidei s-a stabilit luând în considerare solubilitatea slabă a 
acesteia în solvenţii organici, în special în cazul rutinei. Sintezele efectuate au arătat 
că este nevoie de un exces de acid gras pentru bunul mers al biosintezei, ceea ce 
este în concordanţă cu datele existente în literatură. S-a lucrat la un raport molar 
flavonoidă/acid gras de 1/3. Concentraţii mai ridicate de rutină în mediul de reacţie 
nu au dus la creşterea randamentulului final, iar productivitatea a fost sensibil 
redusă din cauza solubilităţii scăzute. În cazul silibininei, deşi solubilitatea nu a fost 
o problemă majoră, s-a lucrat la acelaşi raport molar de 1/3.   

Lipaza utilizată în aceste sinteze a fost Novozyme 435. Au fost testate şi 
celelalte lipaze care au dat rezultate în cazul flavonoidelor agliconice: lipaza AK, 
lipaza PS şi An, dar în cazul rutinei şi silibininei cu aceste lipaze nu s-a obţinut ester. 
Datele de literatură indică de asemenea folosirea de Novozyme 435 ca biocatalizator 
pentru reacţii de acilare a acestor flavonoide (prin reacţii de transesterificare). 
Temperatura de reacţie a fost în toate cazurile 50°C. Din cauza solubilităţii reduse a 
flavonoidelor în solvenţii organici utilizaţi a fost nevoie de o temperatură cât mai 
ridicată, însă ea a fost limitată de volatilitatea solvenţilor organici utilizaţi. 

Deoarece în cazul reacţiilor de esterificare catalizate de enzime sunt foarte 
importante atât controlul cantităţii de apă din sistemul de reacţie cât şi natura 
solventului, s-a realizat optimizarea acestor parametri.  

Pentru controlul cantităţii de apă din sistemul de reacţie s-a ales metoda 
introducerii de site moleculare, cu rolul de a reţine apa. Apa conţinută de reactanţi, 
în mică măsură, cât şi cea prezentă în solventul utilizat şi formată pe parcursul 
reacţiei de esterificare, într-o mai mare măsură, influenţează semnificativ bunul 
mers al biosintezei. Cantitatea de apă din sistemul de reacţie s-a determinat prin 
titrare Karl Fischer. În figura 2.1.9 este redat conţinutul de apă în faza iniţială, apoi 
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la intervale de 24 de ore, 72 de ore şi 120 de ore de la iniţierea biosintezei, atât în 
cazul utilizării sitelor moleculare, cât şi fără site. Se poate observa diferenţa majoră 
în conţinutul de apă în cazul utilizării sitelor moleculare (care realizează şi 
îndepărtarea apei formate pe parcursul biosintezei) şi conţinutul de apă în cazul în 
care nu s-a îndepărtat apa. În reacţiile de acilare a rutinei cu acizii decanoic, 
palmitic, stearic, oleic şi linoleic, în acetonă, pornind de la un conţinut de apă iniţial 
în mediul de reacţie cuprins între 0,694-0,950%, la 24 ore de la iniţierea biosintezei 
procentul de apă a crescut semnificativ, până la valori cuprinse între 0,823-1,311%. 
După 24 de ore, în sinteza cu acidul palmitic au fost introduse site moleculare. 
Procentul de apă din sistemul de reacţie, la 72 de ore de la iniţirea biosintezei, a fost 
cuprins între 0,915-1,592% în experimentele fără site moleculare, în timp ce în 
sinteza în care s-au utilizat site moleculare s-a determinat un conţinut de apă de 
doar 0,309%. La finalul biosintezei, conţinutul de apă din sistemele de reacţie fără 
îndepărtarea apei a fost cuprins între 0,930-1,828%, în timp ce în cazul utilizării de 
site moleculare a fost de numai 0,259%.  
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Figura 2.1.9. Conţinutul de apă din mediul de reacţie în diverse etape ale biosintezei rutinei 
(R) cu acizii palmitic (P), decanoic (D), oleic (O) şi linoleic (L): (1) în fază iniţială (2) după 24 
de ore de la iniţierea biosintezei (3) după 72 de ore de la iniţierea biosintezei (4) după 120 de 
ore de la iniţierea biosintezei. RPsm - esterificarea rutinei cu acid palmitic în prezenţă de site 

moleculare 
 

Luând în considerare influenţa determinantă a apei formate pe parcursul 
desfăşurării biosintezei, s-a realizat controlul cantităţii de apă prezente în mediul de 
reacţie. Solvenţii utilizaţi au fost deshidrataţi, cantitatea de apă din reactanţi a fost 
determinată (a se vedea Partea experimentală), iar apa formată pe parcursul 
biosintezei a fost reţinută prin adăugare de site moleculare (4Å, 100 g/L).  

Cromatogramele produşilor de reacţie confirmă influenţa majoră a apei 
asupra randamentului de esterificare. În cazurile în care nu s-a realizat controlul 
cantităţii de apă din sistem, randamentele au fost foarte scăzute, în cazul acilării 
rutinei observându-se practic numai picul de rutină (timp de retenţie 8,2 min), la 48 
de ore de la iniţierea reacţiei (figura 2.1.10). 
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Figura 2.1.10. Cromatograma HPLC a amestecului de reacţie rutină/acid palmitic, în prezenţă 

de Novozyme, fără adaos de site moleculare, în acetonă, la timp de reacţie de 48 ore 
 

Adăugarea de site moleculare pentru reţinerea apei a determinat o creştere 
substanţială a randamentului de esterificare, după 120 de ore de reacţie în 
amestecul de reacţie fiind prezent rutin palmitatul (timp de retenţie 15,7 min) şi 
doar de o cantitate mică de rutină, aşa cum se observă din cromatograma din figura 
2.1.11.  
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Figura 2.1.11. Cromatograma HPLC a amestecului de reacţie rutină/acid palmitic, în prezenţă 

de Novozyme, cu adaos de site moleculare, la timp de reacţie de 120 de ore, în acetonă 
 

Evoluţia în timp a reacţiilor de esterificare  s-a monitorizat cromatografic,  
prin creşterea picului de ester (la acelaşi volum de probă analizată), aşa cum se 
vede în figura 2.1.12, în care este prezentată cromatograma amestecului de reacţie 
de la esterificarea rutinei cu acid palmitic, în acetonă, cu utilizarea de site 
moleculare, la 48, 96 şi 120 de ore de la iniţierea biosintezei.   
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Figura 2.1.12. Evoluţia reacţiei de esterificare a rutinei cu acid palmitic, în prezenţă de 
Novozyme 435, în acetonă, monitorizată prin creşterea picului esterului: la 48 de ore de la 

iniţierea biosintezei (negru), la 96 de ore de la iniţierea biosintezei (roşu) şi la 120 de ore de 
iniţierea biosintezei (albastru) 

 
 

Deşi nu au fost efectuate calcule cantitative, a fost posibilă estimarea 
randamentelor prin metoda normării ariilor picurilor. Conform acestor estimări, în 
cazul sintezei rutin palmitatului, prin deshidratarea solvenţilor şi utilizarea sitelor 
moleculare pentru îndepărtarea apei formate s-a ajuns la randament de esterificare 
de peste 80% după 120 de ore de reacţie catalizată de lipaza din Novozyme, în 
acetonă. În cazul neîndepărtării apei, randamentul nu a depăsit 20%, în aceleaşi 
condiţii de reacţie, deci o variaţie relativ mică în ceea ce priveşte conţinutul de apă 
din mediu poate influenţa randamentul cu un procent de aproximativ 60%.  

Şi pentru esterificarea rutinei cu alţi acizi graşi: decanoic, stearic, oleic şi 
linoleic, randamentul în ester în cazul în care nu s-au utilizat site moleculare a fost 
sub 20%, iar în cazul utilizării acestora s-a observat o creştere semnificativă, la 
peste 60%, după aceleaşi estimări. Lungimea catenei hidrocarbonate a acidului gras 
nu a influenţat în mod semnificativ randamentul final.  

Esterificarea enzimatică a silibininei în prezenţa lipazei imobilizate din 
Candida antarctica (Novozyme 435) a decurs de asemenea cu randamente bune, în 
condiţiile utilizării sitelor moleculare pentru eliminarea apei. Din cromatogramele 
înregistrate în cazul esterificării cu diferiţi acizi graşi, în acetonă, se poate observa 
formarea unui singur produs final de reacţie în toate cazurile, mai puţin cel al 
produsului de esterificare cu acid oleic, unde apare şi un produs secundar, probabil 
linoleat provenit din acidul linoleic conţinut ca impuritate în acidul oleic utilizat. 
Picurile esterilor cu acid oleic şi palmitic au practic acelaşi timp de retenţie în 
condiţiile date de analiză (figurile 2.1.13 şi 2.1.14).  
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Figura 2.1.13. Cromatogramele HPLC suprapuse ale amestecurilor de reacţie de la 

esterificarea silibininei (timp de retenţie   9.6 min) cu acizii  decanoic (timpul de retenţie al 
esterului 17,9  min), palmitic (24,2  min) şi stearic (28 min), în acetonă, în prezenţă de 

Novozyme 435, după 120 de ore de reacţie  
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Figura 2.1.14. Cromatogramele HPLC suprapuse ale amestecurilor de reacţie de la 

esterificarea silibininei (timp de retenţie   9,6 min) cu acizii  oleic (timpul de retenţie al 
esterului 24,2  min) şi linoleic (timp de retenţie 21,9), în acetonă, în prezenţă de Novozyme 

435, după 120 de ore de reacţie 

 
Una dintre problemele majore întâlnite în acest tip de biosinteză o constituie 

selectarea atentă a solventului. Numărul de solvenţi organici capabili să solubilizeze 
în mod adecvat atât flavonoidele (polare) cât şi acizii graşi (nepolari), să asigure o 
activitate mare a enzimei şi să fie cât mai puţin toxici (datorită utilizării produşilor 
finali în scopuri farmaceutice) este limitat. 

S-au testat un număr de 4 solvenţi: hexan, acetonă, acetonitril şi terţ-
butanol, de diferite polarităţi. Experimentele au fost realizate în prezenţă de 
Novozyme 435, la temperatura de 50°C şi timp de reacţie de 120 de ore, cu 
adăugare de site moleculare. În figura 2.1.15 sunt reprezentate randamentele 
reacţiei de esterificare a silibininei cu acid palmitic în solvenţii studiaţi, estimaţi în 
modul descris anterior. Cel mai bun randament, de 94% a fost obţinut la biosinteza 
în care s-a folosit ca solvent acetona, în timp ce la utilizarea hexanului 
randamentele au fost mici, în jur de 1%, din cauza solubilităţii foarte mici a 
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flavonoidei în acest solvent. Randamente destul de bune, dar mai scăzute în 
comparaţie cu acetona, s-au obţinut prin utilizarea ca solvent a terţ-butanolului 
(61%) şi acetonitrilului (59%). Rezultate asemănătoare s-au obţinut şi în cazul 
esterificării rutinei în aceiaşi solvenţi. 
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Figura 2.1.15. Influenţa solventului asupra esterificării  silibininei cu acid palmitic, în prezenţă 
de Novozyme 435, la temperatura de 50°, timp de reacţie 120 de ore 

 
 
În urma studiului factorilor care influenţează desfăşurarea biosintezei, s-au 
determinat condiţiile optime de obţinere a bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi:  
- mediu de reacţie: acetona; 
- temperatura: 50°C; 
- raportul molar flavonoidă/acid gras: 1/3; 
- utilizarea sitelor moleculare, 4Å, pentru îndepărtarea apei din mediul de reacţie; 
- timpul de reacţie 120 ore. 
 

 
2.1.2. Separarea şi purificarea bioconjugaţilor  
 
Pentru separarea bioconjugaţilor s-au utilizat extracţia lichid-lichid şi 

cromatografia pe coloană. În cazul extracţiilor lichid-lichid s-a realizat într-o primă 
etapă îndepărtarea acizilor graşi nereacţionaţi, cu ajutorul amestecului apă-heptan, 
apoi îndepărtarea flavonoidelor nereacţionate în apă, la cald şi ulterior extragerea 
bioconjugaţilor în acetat de etil. Datorită faptului că acest tip de separare necesită 
timp îndelungat şi mai multe etape pentru a obţine produşii puri, s-a apelat la 
separarea pe coloană cromatografică. 

Pentru a fi supuse separării pe coloană, probele au fost pregătite în două 
moduri: a) s-au evaporat la sec şi au fost dizolvate ulterior în eluentul utilizat la 
separare; b) au fost concentrate şi ulterior introduse pe coloană. Probele introduse 
pe coloana cu umplutură de silicagel au fost eluate cu un amestec de 
cloroform/metanol/apă în raport 80/20/0,3 (v/v/v) în cazul esterilor rutinei şi 
cloroform/acetat de etil în raport 60/40 (v/v) în cazul esterilor silibininei, iar 
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fracţiunile colectate au fost analizate cu ajutorul tehnicii TLC. Fracţiunile care au 
indicat doar prezenţa bioconjugaţilor au fost supuse evaporării la sec, iar 
bioconjugaţii obţinuţi au fost recristalizaţi din acetonă şi/sau metanol. În tabelul 
2.1.1 sunt redate valorile Rf  ale componenţilor separaţi. Detecţia s-a realizat în 
lumină ultravioletă. Dintre esterii prezenţi în tabelul 2.1.1, arahidatul şi behenoatul 
de silibinină au fost obţinuţi prin esterificare enzimatică, dar reacţiile respective nu 
au fost monitorizate şi prin HPLC, de aceea nu au fost menţionaţi anterior. 
 

Tabelul 2.1.1. Valorile Rf  ale componenţilor separaţi pe coloană cromatografică a 
rutinei (eluent  cloroform/metanol/apă în raport 80/20/0.3) şi silibininei (eluent 
cloroform/acetat de etil în raport 60/40) cu acizi graşi saturaţi şi nesaturaţi 
 

Nr. 
crt. Produsul Valori Rf 

1. Rutin decanoat 0,33 
2. Rutin palmitat 0,29 
3. Rutin stearat 0,33 
4. Rutin oleat 0,37 
5. Rutin linoleat 0,25 
6. Silibinin decanoat 0,65 
7. Silibinin palmitat 0,68 
8. Silibinin stearat 0,71 
9. Silibinin oleat 0,64 
10. Silibinin linoleat 0,68 
11. Silibinin arahidat 0,73 
12. Silibinin behenoat 0,65 

 
Compuşii separaţi prin cele două metode au fost ulterior analizaţi şi cu 

ajutorul tehnicii HPLC. Atât în cazul bioconjugaţilor rutinei (figurile 2.1.16 şi 2.1.17), 
cât şi ai silibininei (figura 2.1.18), purificaţi prin extracţie lichid-lichid, se poate 
observa prezenţa unor impurităţi, probabil produşi secundari a căror prezenţă se 
explică prin faptul că acizii graşi utilizaţi nu au avut puritate de 100%.   
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Figura 2.1.16. Cromatograma HPLC a rutin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă şi separat prin extracţie lichid-lichid (analiză în soluţie metanolică) 
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Figura 2.1.17. Cromatograma HPLC a rutin stearatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă şi separat prin extracţie lichid-lichid (analiză în soluţie metanolică) 
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Figura 2.1.18. Cromatograma HPLC  a silibinin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă şi separat prin extracţie lichid-lichid (analiză în soluţie metanolică) 

 
 

În schimb, bioconjugaţii purificaţi pe coloană cromatografică au avut 
puritate foarte ridicată, în cromatogramă fiind prezent practic doar picul esterului 
(figura 2.1.19). Acest lucru demonstrează superioritatea metodei de purificare prin 
cromatografie pe coloană. 
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Figura 2.1.19. Cromatograma HPLC  a silibinin behenoatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă şi separat pe coloană cromatografică (analiză în soluţie de acetonă) 

 
 

2.1.3. Caracterizarea bioconjugaţilor purificaţi 

 

2.1.3.1. Spectroscopia FT-IR 

 
Spectrele FT-IR ale precursorilor şi produşilor finali au fost realizate în 

pastile de bromură de potasiu pentru probele solide şi în peliculă între două geamuri 
de bromură de potasiu pentru probele lichide. Acestea redau benzile caracteristice 
flavonoidelor, acizilor graşi saturaţi şi nesaturaţi  şi bioconjugaţilor acestora. În 
figura 2.1.20, care corespunde compusului obţinut la acilarea rutinei cu acid 
palmitic, se poate observa dispariţia benzii de la 1702 cm-1 caracteristică acizilor 
graşi şi apariţia benzii caracteristice grupării carbonil esterice la numărul de undă 
1724 cm-1. Banda caracteristică grupării carbonil din poziţia 4 a moleculei de rutină 
se regăseşte la 1656 cm-1 (intensă), fiind identificată şi în esterul rutinei cu acid 
palmitic tot la 1656 cm-1, la fel de intensă. În ceea ce priveşte benzile caracteristice 
grupărilor hidroxil fenolice, acestea au fost identificate în spectrul FT-IR al rutinei la 
3427 cm-1 şi 1599 cm-1, dar pot fi observate şi în spectrul rutin palmitatului, unde le 
regăsim la aceleaşi numere de undă. 
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Figura 2.1.20. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) rutin palmitatului, obţinut în urma 
esterificării enzimatice a rutinei cu acid palmitic în prezenţă de Novozyme 435, separat pe 
coloană cromatografică şi purificat prin recristalizare în acetonă, (2) rutinei şi (3) acidului 
palmitic: (a) pe întreg domeniul de la 400-4000 cm-1 şi (b) pe domeniul 1460-2000 cm-1  

 
În cazul rutin linoleatului, figura 2.1.21, se poate observa deplasare a benzii 

de vibraţie a grupării C=O de la 1710 cm-1, caracteristică acizilor graşi nesaturaţi la 
numărul de undă 1723 cm-1, caracteristică grupării carbonil esterice. Benzile 
caracteristice flavonoidei, pentru gruparea carbonil (1656 cm-1) şi grupările hidroxil 
fenolice intense (3437 cm-1 şi 1606 cm-1) se regăsesc şi în spectrul esterului.  

 

 
Figura 2.1.21. Spectrul FT-IR al rutin linoleatului (1) obţinut în urma esterificării enzimatice a 

rutinei (2) cu acid linoleic (3) în prezenţă de Novozyme 435, separat pe coloană 
cromatografică şi purificat prin recristalizare în acetonă 
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În figura 2.1.22 este prezentat sprectrul FT-IR al silibinin palmitatului, 
suprapus cu spectrele silibininei şi acidului palmitic. Silibinin palmitatul prezintă 
banda corespunzătoare grupării carbonil esterice la 1715 cm-1 şi banda 
caracteristică grupării carbonil a silibininei de la 1636 cm-1. 

 
Figura 2.1.22. Spectrul IR al silibinin palmitatului obţinut în urma esterificării enzimatice a 

silibininei cu acid palmitic în prezenţă de Novozyme 435, separat pe coloană cromatografică şi 
purificat în acetonă (1), suprapus cu spectrele acidului palmitic (2) şi silibininei (3) 

 
2.1.3.2. Spectrometria RMN 

 
Structura produşilor de esterificare ai rutinei, obţinuţi după separare şi 

purificare, a fost analizată prin spectrometrie RMN, atât 1H-RMN, 13C-RMN, cât şi 
prin spectroscopie RMN bidimensională de tip 2D-HMBC 1H-13C. Spectrele 1H-RMN şi 
13C-RMN ale rutin palmitatului prezintă deplasările chimice caracteristice acestui 
compus (figurile 2.1.23 şi 2.1.24). 
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Figura 2.1.23. Spectrul 1H-RMN (Acetona-d6) al rutin palmitatului 

 
 

 
Figura 2.1.24. Spectrul 13C-RMN (Acetona-d6) al rutin palmitatului 
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1H-RMN (Acetonă-d6, 400 MHz), δ (ppm): 12,32 (s, 1H, HO-C-5); 7,65 (d, 1H, JH-

2',H-6' = 2,1Hz), H-2'); 7,58 (dd, 1H, JH-6',H-2' = 2,1Hz, JH-6',H-5' = 8,4Hz, H-6'); 6,85 
(d, 1H, JH-5',H-6' = 8,4Hz, H-5'); 6,37 (s, 1H, H-8); 6,15 (s, 1H, H-6); 5,21 (d, 1H, JH-

1'', H-2'' = 6,0Hz, H-1''); 4,69 (t, 1H, J = 9,4Hz, H-4'''); 4,49 (s, 1H, H-1'''); 3,74-3,18 
(m, H-14, H-2'', H-3'', H-4'', H-3'', 2xH-6'', H-2''', H-3''', H-5''', HO-C-2'', HO-C-3'', 
HO-C-4'', HO-C-2''', HO-C-3'''); 2,14 (t, 2H, J = 7,4Hz, H-1a); 1,47-1,42 (m, 2H, H-
2a); 1,16 (s, e, 12H, H-3a H-14a); 0,80 (d, 3H, J = 6,2Hz, H-6'''); 0,75 (t, 3H, J = 
6,0Hz, H-15a) (figura 2.1.23) 
 
13C-RMN (Acetonă-d6, 100 MHz), δ (ppm): 178,7 (C-4); 173,5 (C=O); 165,0 (C-7); 
162,6 (C-5); 158,19 (C-2); 157,7 (C-9); 148,9 (C-4'); 145,13 (C-3'); 134,9 (C-3); 
122,9 (C-1'); 122,5 (C-6'); 117,0 (C-2'); 115,5 (C-5'); 105,1 (C-10); 103,8 (C-1''); 
101,4 (C-1'''); 99,4 (C-6); 94,3 (C-8); 77,8 (C-3''); 76,5 (C-5''); 75,1 (C-2''); 74,4 
(C-4'''); 71,5 (C-2'''); 70,5 (C-4''); 69,6 (C-3'''); 67,8 (C-6''); 66,6 (C-5'''); 34,4 (C-
1a); 33,3 (C-13a); 30,1 (C-7a, C-8a, C-9a); 29,9 (C-6a, C-10a); 29,7 (C-5a, C-
11a); 29,6 (C-4a, C-12a); 29,5 (C-3a); 17,8 (C-6'''); 14,1 (C-15a) (figura 2.1.24). 
 

Din spectrul 2D-HMBC 1H-13C al rutin palmitatului (figura 2.1.25) se observă 
cuplajul la distanţă dintre protonul de la 12,32 ppm şi atomii de carbon de la 99,4 
ppm (C-6), 105,1 ppm (C-10) şi 162,6 ppm (C-5) ceea ce ne conduce la concluzia 
că acest proton este protejat hidroxilic HO – legat de carbonul C-5. 

 

 
 

Figura 2.1.25. Spectrul 1H-13C-HMBC al rutin palmitatului 
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În spectrul 2D-HMBC se observă şi cuplajul la distanţă (J3) dintre carbonul 

carbonilic de la 173,5 ppm şi protonul H-4''', cuplaj care demonstrează acilarea 
rutinei la hidroxilul din poziţia C-4'''. 

Tot în spectrul 2D-HMBC se mai observă şi alte cuplaje la distanţă, care 
demonstrează structura restului de rutină din compusul sintetizat: 
- cuplajul la distanţă dintre H-2' şi C-1', C-3', C-4' şi C-2 
- cuplajul la distanţă dintre H-6' şi C-2', C-4' şi C-2 
- cuplajul la distanţă dintre H-5' şi C-1', C-3' şi C-4' 
- cuplajul la distanţă dintre H-8 şi C-6, C-10, C-9 şi C-7 
- cuplajul la distanţă dintre H-6 şi C-8, C-10, C-5 şi C-7 
- cuplajul la distanţă dintre H-4''' şi C-5''', C-3''' şi C-1''' 
- cuplajul la distanţă dintre H-1''' şi C-5''', C-3''' şi C-2''' 
- cuplajul la distanţă dintre H-6''' şi C-5''' şi C-4''' 

Alte cuplaje din spectrul 2D-HMBC care demonstrează structura restului acil 
sunt: 
- cuplajul la distanţă dintre H-1a şi C-2a, C-3a şi C=O 
- cuplajul la distanţă dintre H-2a şi C-3a, C-4a şi C=O 
- cuplajul la distanţă dintre H-15a şi C-14a şi C-13a 

Pe baza spectrului de protoni 1H-RMN s-a determinat că, compusul sintetizat 
este un amestec ce conţine rutină acilată şi acid palmitic nereacţionat, deci prin 
metoda de purificare pe coloană utilizată nu s-a reuşit îndepărtarea completă a 
acidului nereacţionat din produs. 

În cazul esterului rutinei cu acidul linoleic, rezultatele analizei RMN sunt 
asemănătoare, acilarea realizându-se în aceeaşi poziţie, ceea ce era de aşteptat. 
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Figura 2.1.26. Spectrul 1H-RMN (Acetona-d6) al rutin linoleatului 

 
 

 
Figura 2.1.27. Spectrul 13C-RMN (Acetona-d6) al rutin linoleatului 
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1H-RMN (Acetona-d6, 400Mhz), δ (ppm): 12,42 (s, 1H, HO - C-5); 7,78 (d, 1H, JH-

2’,H-6’ = 2,1Hz, H-2’); 7,69 (dd, 1H, JH-6’,H-2’ = 2,1Hz, JH-6’,H-5’ = 8,5Hz, H-6’); 6,97 (d, 
1H, JH-5’, H-6’ = 8,5Hz, H-5’); 6,49 (d, 1H, JH-8,H-6 = 2,0Hz, H-8); 6,27 (d, 1H, JH-6,H-8 
= 2,0Hz, H-6); 5,39-5,28 (m, 5H, H-8a, H-9a, H-11a, H-12a, H-1''); 4,82 (t, 1H, J 
= 9,5Hz, H-4'''); 4,62 (s, 1H, H-1'''); 3,87-3,31 (m, 1H, H-2'', H-3'', H-4'', H-5'', 
2xH-6'', H-2''', H-3''', H-5''', HO-C-7, HO-C-4', HO-C-3', HO-C-2'', HO-C-3'', HO-C-
4'', HO-C-2''', HO-C-3'''); 2,78-2,76 (m, 2H, H-10a); 2,28-2,24 (m, 2H, H-1a); 
1,60-1,54 (m, 2H, H-2a); 1,38-1,28 (m, 14H, H-3ª – H-6ª, 2xH-14a, 2H-15a, 2xH-
16a); 0,92 (d, 3H, J = 6,2Hz, H-6'''); 0,89-0,85 (m, 3H, H-17a). Semnalul pentru 
protonii 2xH-7a şi 2xH-13a este inclus în semnalul pentru protonii solventului, 
acetona-d6. (figura 2.1.26) 

13C-RMN (Acetonă-d6, 100MHz), δ (ppm): 178,5 (C-4); 173,4 (C=O); 164,8 (C-7); 
162,5 (C-5); 158,1 (C-2); 157,5 (C-9); 148,8 (C-4'); 144,9 (C-3'); 134,8 (C-3); 
130,3 (C-9a, C-12a); 128,3 (C-8a, C-11a); 123,0 (C-1'); 122,8 (C-6'); 116,9 (C-
2'); 115,4 (C-5'); 104,9 (C-10); 103,7 (C-1''); 101,2 (C-1'''); 99,3 (C-6); 94,2 (C-
8); 77,6 (C-3''); 76,3 (C-5''); 74,9 (C-2''); 74,3 (C-4'''); 71,4 (C-2'''); 70,4 (C-4''); 
69,5 (C-3'''); 66,7 (C-6''); 66,5 (C-5'''); 34,2 (C-1a); 33,8 (C-6a); 31,7 (C-15a); 
29,9 (C-5a); 29,3 (C-3a); 27,4 (C-7a); 27,3 (C-13a); 25,7 (C-10a); 25,2 (C-2a); 
22,7 (C-16a); 17,3 (C-6'''); 13,9 (C-17a). (figura 2.1.27) 

 
 

 
 

Figura 2.1.28. Spectrul 1H-13C-HMBC al rutin linoleatului 
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Din spectrul 2D-HMBC (figura 2.1.28) al compusului rutin linoleat se observă 
cuplajul la distanţă (J3) dintre carbonul de la 173,4 (C=O) şi protonul de la 4,82 
ppm (H-4'''), cuplaj care demonstrează că acilarea rutinei cu acid linoleic a avut loc 
la hidroxilul din poziţia C-4'''. 

Se observă de asemenea în spectrul 2D-HMBC şi alte cuplaje la distanţă care 
demonstrează prezenţa restului de rutină în compusul acilat (rutin linoleat), cum 
sunt: 
- cuplajul la distanţă dintre H-2 şi C-1', C-3', C-4' şi C-2 
- cuplajul la distanţă dintre H-6' şi C-2', C-4' şi C-2 
- cuplajul la distanţă dintre H-5' şi C-1', C-3' şi C-4' 
- cuplajul la distanţă dintre H-8 şi C-6, C-10, C-9 şi C-7 
- cuplajul la distanţă dintre H-6 şi C-8, C-10, C-5 şi C-7 
- cuplajul la distanţă dintre H-4''' şi C-5''', C-3''' şi C-1''' 
- cuplajul la distanţă dintre H-1''' şi C-5''', C-3''' şi C-2''' 
- cuplajul la distanţă dintre H-6''' şi C-5''' şi C-4''' 

Alte cuplaje la distanţă din spectrul 2D-HMBC care demonstrează structura 
restului acil sunt: 
- cuplajul dintre protonul H-1a  şi carbonii C-2a, C-3a şi C=O 
- cuplajul dintre protonul H-17a şi carbonii C-16a şi C-15a. 

Din raportul de protoni din spectrul 1H-RMN al rutin linoleatului s-a calculat 
că în urma sintezei şi a operaţiilor ulterioare de separare a rezultat un amestec care 
conţine ~60% rutină acilată cu acid linoleic şi ~30% acid linoleic nereacţionat. 
 
 
 

2.1.4. Concluzii parţiale 
 

În urma studiilor efectuate privind esterificarea enzimatică a unor flavonoide 
şi flavonolignani cu acizi graşi saturaţi şi nesaturaţi, în vederea obţinerii 
bioconjugaţilor, izolarea, separarea şi purificarea esterilor şi caracterizarea acestora, 
se pot trage următoarele concluzii parţiale: 

 
▪ S-au obţinut bioconjugaţi ai rutinei şi silibininei cu acizii graşi saturaţi decanoic, 
palmitic, stearic, arahidic şi behenic, şi acizii graşi nesaturaţi oleic şi linoleic, cu 
randamente ridicate.  
 
▪ Identificarea bioconjugaţilor s-a realizat prin cromatografie în strat subţire folosind 
amestecurile de eluenţi cloroform/metanol/apă pentru esterii rutinei şi 
cloroform/acetat de etil pentru esterii silibininei, cât şi prin HPLC, prin detecţie în 
UV-VIS la 280 nm şi utilizând un gradient de solvent acetonitril-apă. În majoritatea 
cazurilor, cromatogramele înregistrate au indicat formarea unui singur produs de 
reacţie. 
 
▪ Randamentele în produşi finali sunt influenţate de o serie de factori (natura 
enzimei, concentraţia şi natura substraturilor, solventul utilizat, îndepărtarea apei). 
Dintre toţi aceşti factori, îndepărtarea apei formate prin utilizare de site moleculare 
a avut o influenţă decisivă asupra bunului mers al biosintezei, determinând o 
creştere a randamentului de aproximativ 60%. 
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▪ Dintre solvenţii organici testaţi, acetona s-a dovedit a fi cel mai bun ca mediu de 
reacţie. 
 
▪ Acilarea flavonoidelor agliconice crisină, naringenină, hesperetină şi quercetină cu 
acid palmitic, folosind drept biocatalizator şapte tipuri de lipaze microbiene de 
diferite proveninţe, în diferiţi solvenţi (acetonă, hexan, acetonitril) şi la diferite 
temperaturi (40-60°C), a avut ca rezultat formarea produsului de esterificare doar 
în cazurile acilării quercetinei (cu randamentele cele mai bune în prezenţa lipazei 
AK) şi hesperetinei (în prezenţa lipazei PS). 
 
▪ Separarea şi purificarea bioconjugaţilor s-a realizat mai eficient prin cromatografie 
pe coloană de silicagel decât prin extracţie lichid-lichid. Pentru separarea esterilor 
rutinei eluentul folosit a fost amestecul cloroform/metanol/apă (80/20/0,3, v/v/v), 
iar pentru esterii silibininei amestecul cloroform/acetat de etil (60/40, v/v). 
Purificarea compuşilor separaţi s-a realizat prin recristalizare din acetonă sau 
metanol, randamente mai bune fiind obţinute în acetonă. 
 
▪ Analiza esterilor purificaţi prin spectroscopie FT-IR şi spectrometrie RMN a 
confirmat formarea unui singur produs de reacţie, sub formă de monoester, datorită 
regioselectivităţii enzimei. 

▪ Cu ajutorul spectrometriei RMN s-a demonstrat că acilarea rutinei cu acizii graşi 
saturaţi şi nesaturaţi a avut loc la hidroxilul din poziţia C-4'''. 
 
 
2.2. Modelarea moleculară a bioconjugaţilor flavonoide/acizi 
graşi şi docarea în ciclodextrine 
 

Modelarea moleculară a bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi, a 
ciclodextrinelor, respectiv a încapsulării moleculare a presupus parcurgerea 
următoarelor etape principale: 

- construcţia moleculelor, cu respectarea configuraţiei pentru atomii de carbon 
chirali; 

- alocarea tipurilor de atomi; 
- selectarea şi denumirea tuturor legăturilor flexibile din moleculă (a unghiurilor de 

torsiune); 
- selectarea ciclurilor cu flexibilitate ridicată; 
- analiza conformaţională a moleculelor studiate cu luarea în considerare a 

unghiurilor de torsiune şi a ciclurilor flexibile selectate; 
- selectarea conformaţiei de minimă energie (cea mai stabilă din punct de vedere 

termodinamic); 
- alegerea poziţiilor de start în experimentele de docare bioconjugat/ciclodextrină; 
- realizarea docării până la obţinerea unei energii minime a complexului (energie 

de interacţiune maximă); 
- calculul energiilor de interacţiune din datele pentru complex, respectiv pentru 

componentele individuale. 
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2.2.1. Bioconjugaţi flavonoide/acizi graşi 

 
În cazul bioconjugaţilor s-au ales ca unghiuri de torsiune în analiza 

conformaţională cele corespunzătoare legăturilor din poziţiile 2 şi 3 de pe restul 
benzopiranonic, toate unghiurile de torsiune (cu unele limitări) corespunzătoare 
celor două resturi glicozidice, respectiv unghiurile de torsiune din restul de acid gras 
(figura 2.2.1). 
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Fig. 2.2.1. Numerotarea unghiurilor de torsiune (legăturile flexibile) din molecula 

bioconjugatului rutin palmitat 
 
 

În urma analizei conformaţionale s-a constatat că majoritatea conformaţiilor 
stabile prezintă restul de acid gras în formă spiralată, orientat spre restul 
benzopiranonic (figura 2.2.2). Numărul de conformaţii cu energie cu până la 4 
kcal/mol mai mare decât energia conformaţiei de stabilitate maximă a fost foarte 
mare: 42 conformaţii pentru rutin palmitat (tabel 2.2.1), 30 pentru rutin stearat, 42 
pentru rutin oleat şi 33 pentru rutin linoleat. Suprapunerea conformaţiilor mai 
stabile (energie cu până la 0,5 kcal/mol mai mare decât cea corespunzătoare 
conformaţiei cele mai stabile) a indicat o aliniere foarte bună pentru restul 
benzopiranonic şi chiar pentru partea dizaharidică, în timp ce resturile de acid gras 
prezintă conformaţii diverse, însă toate în formă spiralată, orientate spre benzopiran 
(figurile 2.2.3 şi 2.2.4). 
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Figura 2.2.2. Conformaţiile de minimă energie pentru rutin palmitat (sus) şi rutin oleat (jos) 
prezentate în două orientări sugestive (aliniere după axele OX şi OY)  
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Figura 2.2.3. Suprapunerea primelor 10 conformaţii cu energie mai mare cu până la 0,5 

kcal/mol faţă de energia celei mai stabile conformaţii în cazul bioconjugatului rutin palmitat 
 
 
 

BUPT



 2.2 Modelarea moleculară a bioconjugaţilor...şi docarea în ciclodextrine 79

 
 
 
 

 
 

 

 
 

BUPT



  Contribuţii oriiginale - 2 80

 

 
 
 

Figura 2.2.4. Suprapunerea primelor 10 conformaţii cu energie mai mare cu până la 0,5 
kcal/mol faţă de energia celei mai stabile conformaţii în cazul bioconjugatului rutin oleat 

 
Tabelul II.2.1. Valorile unghiurilor de torsiune (selecţie No1, No2, No3, No19, No22, 

corespunzătoare legăturilor flexibile dintre benzopiran şi fenilul din poziţia 2, celor două 
legături ce conectează benzopiranul cu restul dizaharidic, respectiv legăturile adiacente grupării 
carboxil la restul zaharidic, respectiv la restul alchil, cele mai importante legături pentru 
obţinerea conformaţiilor stabile) pentru conformaţiile reţinute în cazul bioconjugatului rutin 
palmitat 
 

Nr. Energie 
(kcal/mol) 

Gradient 
(kcal/mol) 

Conf. 
găsite 

Conf. 
de start 

No1 (º) No2 (º) No3 (º) No19 
(º) 

No22 
(º) 

1. 28,58 9,32E-03 2 18 2,68 112,92 -91,20 -119,55 51,52 
2. 28,60 9,01E-03 2 30 -176,45 112,56 -90,48 -119,99 51,53 
3. 28,62 9,63E-03 2 67 -176,81 112,77 -88,01 -120,23 53,17 
4. 28,63 9,60E-03 1 5 2,25 113,21 -89,46 -119,85 52,88 
5. 28,77 9,68E-03 1 15 2,40 112,90 -89,56 -119,75 52,53 
6. 29,00 9,89E-03 1 16 -176,75 112,71 -88,46 -119,53 53,71 
7. 29,00 9,75E-03 1 8 2,35 113,12 -89,69 -119,05 53,72 
8. 29,18 9,98E-03 1 1 -176,66 112,02 -89,81 -120,49 57,41 
9. 29,35 8,59E-03 1 21 1,68 115,66 -95,79 -63,25 179,15 
10. 29,48 9,39E-03 1 7 -177,38 124,60 -41,72 -107,67 170,17 
11. 29,61 9,89E-03 1 14 0,33 118,37 -103,54 -62,93 -178,74 
12. 29,74 9,97E-03 1 15 -176,51 112,78 -93,26 -120,44 52,98 
13. 29,94 9,71E-03 1 1 2,06 110,87 -79,82 -68,69 61,61 
14. 30,37 9,54E-03 1 15 2,67 112,62 -94,61 -118,11 50,40 
15. 30,52 1,00E-02 1 12 -177,15 112,24 -84,50 -118,27 49,12 
16. 30,71 9,64E-03 1 4 -179,03 114,02 -49,24 -58,27 58,16 
17. 30,77 9,33E-03 1 5 3,93 113,60 -102,11 159,48 -56,93 
18. 30,85 9,48E-03 1 2 179,72 122,18 -46,18 108,03 52,00 
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19. 30,91 9,82E-03 1 1 3,73 114,49 -100,30 140,94 67,55 
20. 30,95 9,98E-03 1 24 -176,81 111,85 -83,50 -121,88 54,22 
21. 31,04 9,20E-03 1 1 3,62 126,92 -34,62 148,01 59,19 
22. 31,06 9,78E-03 1 16 -174,80 126,81 -30,70 -107,71 55,22 
23. 31,07 5,55E-03 1 7 -176,49 113,50 -94,59 -121,08 52,39 
24. 31,14 9,99E-03 1 53 -177,37 117,46 -96,26 -125,37 51,52 
25. 31,17 6,75E-03 1 12 -176,51 113,51 -94,72 -121,11 52,53 
26. 31,20 8,41E-03 1 4 177,39 -130,51 -111,01 123,63 45,53 
27. 31,26 8,92E-03 1 9 -175,39 112,72 -103,21 158,86 -62,21 
28. 31,51 9,81E-03 1 9 2,83 112,80 -95,61 -119,75 53,36 
29. 31,74 9,83E-03 1 5 2,90 112,42 -94,87 -119,80 53,46 
30. 31,85 9,48E-03 1 13 2,54 112,50 -93,67 -119,44 52,09 
31. 31,85 7,74E-03 1 74 -176,84 112,06 -83,74 -121,98 54,27 
32. 31,87 9,85E-03 1 35 2,03 111,86 -82,99 -122,17 54,46 
33. 32,10 9,60E-03 1 40 2,48 112,84 -90,66 -118,63 49,47 
34. 32,12 9,22E-03 2 25 -176,89 113,39 -88,54 -119,41 49,77 
35. 32,14 9,25E-03 1 11 -0,22 -119,46 169,95 -114,44 60,86 
36. 32,35 9,78E-03 1 14 -176,71 110,37 -82,70 -67,32 54,31 
37. 32,36 9,82E-03 1 8 -176,91 105,91 -59,83 -118,26 52,64 
38. 32,40 9,65E-03 1 17 178,21 -106,32 -32,60 -119,64 53,54 
39. 32,46 9,69E-03 2 29 -177,25 106,33 -60,22 -118,33 52,72 
40. 32,46 7,81E-03 1 31 179,86 117,75 -48,67 -111,04 93,87 
41. 32,57 8,13E-03 1 4 2,49 112,87 -91,58 -118,35 49,48 
42. 32,58 9,63E-03 1 33 1,91 115,86 -99,91 -65,20 67,99 

 
 
 

În cazul bioconjugaţilor silibinină/acizi graşi s-a observat o comportare 
asemănătoare a moleculelor la analiza conformaţională. Numărul unghiurilor de 
torsiune a fost mai redus în cazul acestor bioconjugaţi, fiind selectate unghiurile 
flexibile corespunzătoare legăturii restului benzopiranonic cu cel benzodioxanic, cele 
corespunzătoare substituenţilor din poziţiile 2 şi 3 de pe nucleul dioxanic, respectiv 
unghiurile de torsiune de pe restul de acid gras. Pentru bioconjugatul silibinin 
palmitat numărul acestor unghiuri a fost de 20 (figura 2.2.5). 
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Figura 2.2.5. Numerotarea unghiurilor de torsiune (legăturile flexibile) din molecula 
bioconjugatului silibinin palmitat 

 
 

Conformaţiile de minimă energie prezintă o orientare spiralată a restului de 
acid gras dispusă paralel cu restul benzopiranonic al silibininei, cel mai probabil 
datorită unei interacţiuni de tip hidrofob între cele două resturi (figura 2.2.6). 
Numărul de conformaţii cu energii cu cel mult 4 kcal/mol peste energia conformaţiei 
de stabilitate maximă a fost mai mare în cazul bioconjugaţilor de silibinină: 84 
conformaţii în cazul silibinin palmitatului (tabel 2.2.2), 93 pentru silibinin stearat şi 
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peste 100 în cazul bioconjugaţilor cu acizi graşi nesaturaţi (s-au reţinut maximum 
100 de conformaţii). 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
Figura 2.2.6. Conformaţiile de minimă energie pentru silibinin palmitat (sus) şi silibinin oleat 

(jos) prezentate în două orientări sugestive (aliniere după axele OX şi OY) 
 
 

Suprapunerea conformaţiilor mai stabile (energii cu cel mult 0,5 kcal/mol 
mai mari decât energia corespunzătoare conformaţiei de stabilitate maximă) a 
indicat o bună aliniere a restului benzopiranic al silibininei şi chiar al restului 
benzodioxanic (orientare perpendiculară faţă de primul rest), însă cu o distribuţie 
variată a conformaţiilor resturilor de acizi graşi (figurile 2.2.7 şi 2.2.8). 
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Figura 2.2.7. Suprapunerea primelor 10 conformaţii cu energie mai mare cu până la 0,5 
kcal/mol faţă de energia celei mai stabile conformaţii în cazul bioconjugatului silibinin palmitat 
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Figura 2.2.8. Suprapunerea primelor 10 conformaţii cu energie mai mare cu până la 0,5 
kcal/mol faţă de energia celei mai stabile conformaţii în cazul bioconjugatului silibinin oleat 

BUPT



  Contribuţii oriiginale - 2 86

 
Tabelul II.2.2. Valorile unghiurilor de torsiune (selecţie No1, No2, No4, No7, No14, 

corespunzătoare legăturilor flexibile dintre benzopiran şi benzodioxanul din poziţia 2, legăturile 
ce conectează resturile fenilic şi carboximetilic la dioxan, respectiv legătura adiacentă grupării 
carboxil la restul alchil, cele mai importante legături pentru obţinerea conformaţiilor stabile) 
pentru conformaţiile reţinute în cazul bioconjugatului silibinin palmitat 

 
Nr. 
Crt. 

Energie 
(kcal/mol) 

Gradient 
(kcal/mol) 

Conf. 
găsite 

Conf. 
de 

start 

No1 (º) No2 (º) No4 
(º) 

No7 (º) No14 
(º) 

1. 6,73 8,57E-03 1 5 120,04 -47,47 -3,90 -52,71 -178,40 
2. 7,42 9,92E-03 1 8 116,37 -52,32 -7,80 -49,44 179,24 
3. 7,56 9,90E-03 1 18 -43,57 -50,71 -3,30 -60,90 -56,16 
4. 7,76 9,96E-03 1 2 113,89 -57,31 -8,56 71,80 175,48 
5. 7,80 9,48E-03 1 4 -46,63 -53,19 8,03 76,25 -178,40 
6. 7,94 9,59E-03 1 9 129,70 -59,47 3,31 53,44 172,78 
7. 8,17 6,39E-03 1 6 -45,16 110,30 -8,57 120,67 -179,77 
8. 8,29 7,94E-03 1 5 112,96 -57,82 -8,86 116,38 -172,88 
9. 8,35 8,84E-03 1 3 -43,50 121,42 2,81 -108,37 57,96 
10. 8,41 9,20E-03 1 12 133,75 -57,64 -8,66 112,48 -179,69 
11. 8,42 9,54E-03 1 10 -18,91 -61,40 -7,28 69,44 -177,92 
12. 8,74 7,64E-03 1 15 143,06 120,71 0,68 -175,32 174,73 
13. 8,77 9,15E-03 1 2 152,18 -46,82 -2,18 -52,99 69,76 
14. 8,78 9,97E-03 1 21 145,24 106,92 3,52 -64,97 -176,58 
15. 8,93 6,08E-03 1 2 -37,07 -33,64 19,75 157,88 56,57 
16. 8,96 9,92E-03 1 7 -50,23 116,41 -11,93 -65,89 69,75 
17. 9,03 8,87E-03 1 8 139,96 -42,47 15,90 -64,16 -177,98 
18. 9,07 9,35E-03 1 3 143,11 -56,97 -12,96 65,70 159,84 
19. 9,15 8,76E-03 1 4 146,62 127,02 0,91 -123,15 -68,32 
20. 9,16 8,49E-03 1 14 131,73 -60,84 -11,00 -70,54 177,19 
21. 9,23 9,45E-03 1 1 146,33 -47,80 -2,06 -52,79 69,29 
22. 9,24 9,63E-03 1 11 120,01 -51,35 -0,56 39,32 169,69 
23. 9,29 8,03E-03 1 20 111,67 -52,55 6,77 69,85 -175,00 
24. 9,33 9,21E-03 1 2 144,61 -50,62 -0,01 62,01 173,39 
25. 9,37 8,85E-03 1 77 120,09 -55,07 -6,71 73,51 -168,94 
26. 9,43 9,07E-03 1 19 -42,31 159,23 8,61 54,68 65,19 
27. 9,44 8,51E-03 1 4 152,94 -55,09 -8,41 51,68 -64,83 
28. 9,44 8,99E-03 1 5 -41,88 -67,76 -10,91 129,17 -52,95 
29. 9,47 9,68E-03 1 6 -40,86 157,46 13,95 -75,73 66,18 
30. 9,48 9,34E-03 1 2 58,85 -56,04 -2,31 -65,94 179,71 
31. 9,48 9,41E-03 1 10 148,51 124,88 -13,45 61,35 173,28 
32. 9,54 9,66E-03 1 27 -46,94 -46,54 10,74 -38,58 -68,34 
33. 9,54 9,77E-03 1 5 -96,36 -56,30 -8,28 79,03 -171,04 
34. 9,61 8,79E-03 1 4 -61,71 -57,67 -9,04 71,98 -173,77 
35. 9,62 9,83E-03 1 10 -41,59 149,56 14,12 -84,79 49,77 
36. 9,64 9,27E-03 1 3 -39,76 116,49 -10,21 -65,99 63,84 
37. 9,67 9,90E-03 1 2 -46,52 -51,40 2,40 -49,02 -56,51 
38. 9,69 8,22E-03 1 6 137,51 -59,79 1,39 -71,42 177,04 
39. 9,71 9,24E-03 1 2 -49,69 131,15 6,47 -54,36 59,36 
40. 9,76 9,30E-03 1 3 -45,77 -47,27 98,62 -69,96 62,71 
41. 9,76 9,56E-03 1 2 -86,13 -51,94 91,09 118,44 -171,65 
42. 9,86 9,42E-03 1 24 142,50 95,97 4,83 -50,78 171,21 
43. 9,98 8,99E-03 1 6 137,03 113,18 -5,04 -57,27 73,66 
44. 10,05 9,32E-03 1 10 -57,95 111,34 -6,60 -64,54 -95,58 
45. 10,08 9,23E-03 1 0 -52,62 -57,99 6,59 -26,23 -179,46 
46. 10,10 9,71E-03 1 13 124,66 -49,00 -11,34 -43,08 -68,12 
47. 10,12 9,41E-03 2 12 -43,51 -51,00 12,42 -116,00 -68,14 
48. 10,13 8,33E-03 1 3 -40,12 -61,66 -11,52 27,87 177,07 
49. 10,15 6,40E-03 1 10 -110,54 -53,64 0,51 -119,28 -59,59 
50. 10,16 9,26E-03 1 10 -49,63 133,13 1,29 -125,61 -57,61 
51. 10,18 9,99E-03 1 14 -45,47 -43,30 6,68 -70,71 54,60 
52. 10,22 7,88E-03 1 23 151,39 131,73 3,29 67,08 -170,14 
53. 10,23 9,78E-03 1 10 -58,50 112,83 -7,42 124,76 -177,36 
54. 10,27 6,58E-03 1 4 75,55 -51,49 -1,76 -69,91 -177,64 
55. 10,28 5,38E-03 1 13 -49,98 116,16 -9,60 -65,59 66,69 
56. 10,35 9,56E-03 1 14 146,17 -57,12 -2,44 -60,57 -96,89 
57. 10,36 9,34E-03 1 5 -44,37 -66,54 89,30 -57,84 -96,30 
58. 10,38 9,31E-03 1 4 138,43 148,28 12,23 -19,05 178,01 
59. 10,39 9,40E-03 2 25 134,74 -44,26 6,03 -69,58 55,42 
60. 10,39 9,65E-03 1 13 -53,71 -57,22 9,95 -26,37 179,19 
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61. 10,40 9,46E-03 1 0 144,33 -51,88 91,75 27,08 174,18 
62. 10,43 9,87E-03 1 5 134,72 132,12 91,28 78,96 -172,57 
63. 10,44 9,69E-03 1 5 -45,85 -60,49 -0,41 153,15 61,15 
64. 10,49 9,98E-03 1 5 -39,22 128,73 7,79 -69,04 65,38 
65. 10,51 9,29E-03 1 4 -43,71 -56,77 91,52 -77,81 66,41 
66. 10,55 9,68E-03 1 1 143,96 -51,36 11,90 -60,11 -175,87 
67. 10,55 9,59E-03 1 13 109,41 -56,44 -2,29 -55,84 -177,06 
68. 10,59 9,95E-03 1 6 123,67 -60,99 86,52 -125,78 -68,69 
69. 10,62 9,62E-03 1 2 -114,72 -54,03 -90,81 48,41 -168,86 
70. 10,63 6,90E-03 1 5 128,71 102,45 4,15 -85,15 159,58 
71. 10,74 9,77E-03 1 22 154,62 135,03 6,23 75,12 -171,54 
72. 10,75 9,95E-03 1 11 -120,15 128,44 6,23 -50,58 64,18 
73. 10,80 5,49E-03 1 17 132,66 -55,67 2,69 69,56 62,26 
74. 10,90 9,18E-03 1 7 121,32 -54,03 -5,78 79,89 65,27 
75. 10,97 9,32E-03 1 14 125,96 124,90 -2,92 -47,79 174,17 
76. 11,01 8,11E-03 1 10 -45,46 -61,59 -10,63 61,33 62,12 
77. 11,04 7,67E-03 1 39 156,10 -53,90 -5,74 68,54 -173,52 
78. 11,15 9,49E-03 1 5 135,44 119,30 15,03 -145,02 -166,79 
79. 11,16 7,61E-03 1 18 149,73 130,58 91,38 67,04 -170,28 
80. 11,25 9,06E-03 1 8 142,04 122,95 -8,69 -163,43 74,27 
81. 11,36 9,57E-03 1 5 -28,05 123,03 6,01 -54,29 61,99 
82. 11,37 7,85E-03 1 11 126,36 140,38 12,59 -92,82 -175,66 
83. 11,38 8,29E-03 1 12 -24,77 -57,35 -9,07 83,90 -176,25 
84. 11,39 8,58E-03 1 5 -44,06 140,53 6,10 -139,00 -101,85 

 

 
2.2.2. Ciclodextrine 

 
Moleculele ciclodextrinelor naturale (α-, β- şi γ-ciclodextrina) au fost 

evaluate atât în vid (molecula singulară) cât şi în mediu apos (“periodic box”). 
Aspectul α-ciclodextrinei în conformaţiile de energie minimă este unul pseudo-
tronconic (figura 2.2.9). În figura 2.2.10 se prezintă dimensiunile principale ale α-
ciclodextrinei, calculate din coordonatele Carteziene ale atomilor (inclusiv cei de 
hidrogen) cu ajutorul relaţiei: 
 

( ) ( ) ( )[ ]d x x y y z zA B A B A B A B− = − + − + −2 2 2 1 2/
(Å) 

 
unde, pentru atomii A şi B, x, y şi z sunt proiecţiile pe axele Ox, Oy şi, respectiv, Oz 
din sistemul de axe rectangulare. Toate valorile acestor distanţe sunt date în 
angstromi (Å). 

Pentru a determina valorile reale ale diametrelor (pentru bazele mari şi mici 
ale trunchiului de con, exterioare şi interioare) şi a înălţimii, acestor distanţe li s-au 
adăugat şi razele van der Waals ale atomilor implicaţi în calcul (în general atomul de 
hidrogen). S-au folosit razele van der Waals pentru atomul de hidrogen, calculate de 
Bondi [17] (rH

vdW = 1,20 A). Cele două diametre mari exterioare (figura II.2.9) ale 
bazei trunchiului de con au valori foarte apropiate (14,6 Å - axa Ox, respectiv 14,8 Å 
- axa Oy), ca dealtfel şi diametrul exterior al bazei mici (11,6 Å pentru ambele 
direcţii). Diametrul interior al bazei mari are valoarea de 5,5 Å, ceea ce indică faptul 
că în interiorul moleculei de α-ciclodextrină nu pot pătrunde structuri cu dimensiuni 
mai mari decât această valoare (împiedicare sterică), decât în condiţiile deformării 
moleculei. Accesul în interiorul oligozaharidei se poate face doar dinspre baza mare 
a tronconului, diametrul interior al bazei mici, în conformaţia de minimă energie, 
fiind la valori subatomice (0,7 Å), datorită grupelor metilolice orientate spre interior. 
Încapsularea poate fi de natură mecanică, dar sunt importante şi interacţiunile de 
tip legături de hidrogen sau forţe van der Waals. 
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Figura 2.2.9. Conformaţia de minimă energie (sus) şi suprapunerea primelor 10 conformaţii 

(jos) pentru molecula de α-ciclodextrină 
 

Caracteristicile structurale ale α-ciclodextrinei în vid şi în mediu apos nu 
diferă prea mult, valorile principalelor distanţe şi unghiuri fiind prezentate în tabelul 
2.2.3 şi figura 2.2.10 pentru molecula optimizată în vid. Tot în figura 2.2.10 sunt 
prezentate structurile conformaţionale suprapuse pentru α-ciclodextrină optimizată 
în vid, respectiv în mediu apos. Energia de interacţiune în acest ultim caz este de 
41,7 kcal/mol. 
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Figura 2.2.10. Suprapunerea celor două conformaţii ale α-ciclodextrinei (în vid - structura 
îngroşată, şi în mediu apos; o - moleculele de apă; atomii de hidrogen s-au neglijat) (a) şi 
caracteristicile structurale ale ciclodextrinelor în vid (Φ, Φ‘, Ψ, Ψ‘ - unghiuri de torsiune între 

resturile glucozidice, C2-C1-Oe-C4
’, C2

’-C1
’-Oe

’-C4, C1-Oe-C4
’-C3

’, C1
’-Oe

’-C4-C3; ω, ω‘ - unghiuri de 
torsiune în resturile glucozidice, C4-C5-C6-OH, C4

’-C5
’-C6

’-O’H; ϕ, ϕ‘ - unghiuri de legătură, C1-
Oe-C4

’, C1
’-Oe

’-C4; ε, ε‘ - unghiuri de legătură improprii, Oe
’C4-OeC1, OeC4

’-Oe
’C1

’) (b). 
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Din tabelul 2.2.3 rezultă că unghiurile ϕ şi ϕ‘, corespunzătoare legăturilor C1-
Oe-C4

’, respectiv C1
’-Oe

’-C4, sunt de valori apropiate (115,6°, respectiv 118,4°), însă 
mai mari cu 6, respectiv 9° faţă de structurile polizaharidice netensionate. De 
asemenea, unghiurile de legătură improprii, ε şi ε‘, au valori cu 7,8°, respectiv 13,4° 
mai mici decât cele corespunzătoare structurii analoage netensionate (ε = 62,6°, ε‘ = 
57°, faţă de εnetensionat = 70,3°). 
 
 
 Tabelul 2.2.3. Valorile principalelor distanţe interatomice şi ale unghiurilor de 
legătură şi de torsiune pentru α-ciclodextrina optimizată în vid (notaţiile sunt conform figurii 
2.2.10) 
 
Param. Valoare Param. Valoare Param. Valoare Param. Valoare 

dOe-Oe’ (A) 4,3±0,1 Φ‘ (°) -141,4±2,8 ω (°) 177,7±2,0 ϕ‘ (°) 118,4±0,2 

dOi-Oi’ (A) 4,9±0,3 Ψ (°) 168,1±6,8 ω‘ (°) 177,4±2,4 ε (°) 62,5±4,6 

Φ (°) -145,8±4,1 Ψ‘ (°) 90,5±3,6 ϕ (°) 115,5±0,3 ε‘ (°) 57,0±1,1 

 
 

În cazul β-ciclodextrinei cele două diametre mari exterioare ale bazei 
trunchiului de con au valori foarte apropiate (17,5 Å - axa Ox, respectiv 18,3 Å - axa 
Oy), ca dealtfel şi diametrul exterior al bazei mici (12,9 Å pentru ambele direcţii). 
Diametrul interior al bazei mari are valoarea de 5,5 Å, apropiată de cea 
corespunzătoare pentru baza mică. 

 

 

 
 
 
 

Figura 2.2.11. Suprapunerea primelor 10 conformaţii pentru molecula de β-ciclodextrină 
(sus) şi pentru cea de γ-ciclodextrină (jos) 
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Din tabelul 2.2.4 rezultă că unghiurile ϕ şi ϕ‘, corespunzătoare legăturilor C1-

Oe-C4
’, respectiv C1

’-Oe
’-C4, sunt de valori apropiate (115°, respectiv 117°), însă mai 

mari cu 6, respectiv 8° faţă de structurile polizaharidice netensionate. De asemenea, 
unghiurile de legătură improprii, ε şi ε‘, au valori cu 12°, respectiv 7° mai mici decât 
cele corespunzătoare structurii analoage netensionate (ε = 63,6°, ε‘ = 68,6°, faţă de 
εnetensionat = 75,6°). Pentru γ-ciclodextrină valorile sunt trecute în tabelul 2.2.5. 
 

Tabelul 2.2.4. Valorile principalelor distanţe interatomice şi ale unghiurilor de 
legătură şi de torsiune pentru β-ciclodextrina optimizată în vid şi în mediu apos (notaţiile sunt 
conform figurii 2.2.10) 
 

 
Parametru 

 
Valoare Parametru 

 
Valoare 

 vid mediu apos vid mediu apos 
dOe-Oe’ (Å) 4,3 ±  0,1 4,2 ±  0,2 ω (°) 57,7 ±  2,8 59,1 ±  4,5 
dOi-Oi’ (Å) 5,0 ±  0,3 5,2 ±  0,1 ω‘ (°) 53,6 ±  2,4 54,9 ±  2,3 
Φ (°) -139,8 ±  5,2 -138,9 ±  6,2 ϕ (°) 115,4 ±  0,6 115,2 ±  0,8 
Φ‘ (°) -122,3 ±  4,6 -108,2 ±  7,5 ϕ‘ (°) 117,6 ±  0,7 116,7 ±  0,1 
Ψ (°) 161,7 ±  14,0 137,8 ±  9,3 ε (°) 63,6 ±  4,5 45,4 ±  2,4 
Ψ‘ (°) 93,0 ±  3,1 91,9 ±  5,2 ε‘ (°) 68,7 ±  4,3 65,5 ±  7,6 

 
 

Tabelul 2.2.5. Valorile principalelor distanţe interatomice şi ale unghiurilor de 
legătură şi de torsiune pentru γ-ciclodextrina optimizată în vid şi în mediu apos (notaţiile sunt 
conform figurii II.2.10) 
 
 
Param. 

 
Valoare Param. Valoare 

 vid mediu apos vid mediu apos 
dOe-Oe’ (Å) 4,4 ±  0,1 4,4 ±  0,1 ω (°) 56,7 ±  3,7 58,1 ±  4,8 
dOi-Oi’ (Å) 5,1 ±  0,2 5,1 ±  0,3 ω‘ (°) 56,1 ±  2,6 56,2 ±  2,7 
Φ (°) -122,1 ±  30,2 -124,4 ±  27,4 ϕ (°) 115,3 ±  0,8 115,2 ±  1,1 
Φ‘ (°) -132,9 ±  5,1 -133,8 ±  2,7 ϕ‘ (°) 116,2 ±  0,6 116,5 ±  0,7 
Ψ (°) 149,3 ±  12,2 116,4 ±  29,3 ε (°) 67,5 ±  4,3 64,1 ±  4,1 
Ψ‘ (°) 90,6 ±  5,3 124,9 ±  45,8 ε‘ (°) 72,0 ±  2,4 72,2 ±  5,7 

 
 

2.2.3. Modelarea moleculară a interacţiunii Bioconjugaţi – 
Ciclodextrine 

 
 

Pentru  evaluarea capacităţii de încapsulare a bioconjugaţilor în α-, β- şi γ-
ciclodextrină s-a apelat la modelarea moleculară a ciclodextrinelor, a biocompuşilor, 
respectiv la experimente de docare, utilizând în special mecanică moleculară (MM+) 
(metodele semi-empirice AM1 şi PM3 nu au condus la modificarea semnificativă a 
rezultatelor finale). Pentru bioconjugaţii studiaţi, analizaţi din punct de vedere 
conformaţional utilizând mecanica moleculară MM+,  s-au selectat conformaţiile cele 
mai stabile termodinamic (cu energia cea mai mică), ca dealtfel şi pentru 
ciclodextrine. 
 

BUPT



 2.2 Modelarea moleculară a bioconjugaţilor...şi docarea în ciclodextrine 91

Bioconjugaţii par să se “acomodeze” (docare) mult mai bine în interiorul 
cavităţii β- şi γ-ciclodextrinei, decât în cel al α-ciclodextrinei [189]. Astfel, în cazul 
încapsulării bioconjugatului rutin palmitat în α-ciclodextrină, s-a obţinut o 
interacţiune semnificativă utilizând drept poziţii de start orientări ale restului de acid 
gras spre baza mare (corespunzătoare hidroxililor secundari) a ciclodextrinei, de-a 
lungul axei “de simetrie”, la o distanţă de ~8Å între centrele de greutate ale celor 
două molecule (figura 2.2.12). 
 

 
Figura 2.2.12. Poziţii de start în cazul modelării interacţiunii bioconjugatului rutin palmitat cu 

α-ciclodextrina 
 
 
 

Energia de interacţiune calculată pentru complexul rutin palmitat/αCD este 
de doar 19,2 kcal/mol, în timp ce interacţiunea acestui bioconjugat cu β- şi cu γ-
ciclodextrina este mult mai bună 28 kcal/mol şi, respectiv, 32,3 kcal/mol. Pentru 
bioconjugatul cu acid stearic, interacţiunea cu α- şi β-ciclodextrina este mai puţin 
benefică (17-18 kcal/mol), însă la utilizarea γ-ciclodextrinei în experimente s-a 
constatat o dublare a valorii acestei energii. Comportări similare se observă şi în 
cazul bioconjugaţilor rutinei cu acizii nesaturaţi: 18-21 kcal/mol pentru α-
ciclodextrină, 21-23 kcal/mol pentru β-ciclodextrină şi 27-33 kcal/mol pentru γ-
ciclodextrină (figurile 2.2.13-2.2.20 şi tabelul 2.2.6). 
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Figura 2.2.13. Complexul rutin palmitat/α-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 

“docare” 
 
 

 
 

Figura 2.2.14. Complexul rutin palmitat/β-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 
“docare” 
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Figura 2.2.15. Complexul rutin palmitat/γ-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 

“docare” 
 

 

 
 
 

Figura 2.2.16. Complexul rutin oleat/α-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 
“docare” 
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Figura 2.2.17. Complexul rutin oleat/β-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 
“docare” 

 

 
 

Figura 2.2.18. Complexul rutin oleat/γ-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de 
“docare” 
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Figura 2.2.19. Variaţia energiei complecşilor cu coordonata de interacţiune (kcal/mol) rutin 
palmitat/α-, β- şi γ-ciclodextrină din experimentele de docare 
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Figura 2.2.20. Variaţia energiei complecşilor cu coordonata de interacţiune (kcal/mol) rutin 
linoleat/α-, β- şi γ-ciclodextrină din experimentele de docare 
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Pentru bioconjugaţii obţinuţi cu silibinină energiile de interacţiune au fost 

mai apropiate în cazul β- şi γ-ciclodextrinei, în unele cazuri energia de interacţiune 
cu β-ciclodextrina fiind chiar mai mare decât în cazul γ-ciclodextrinei (de exemplu, 
pentru silibinin palmitat/βCD şi silibinin palmitat/γCD valorile energiilor de 
interacţiune au fost de 26,6 kcal/mol şi 25,9 kcal/mol, respectiv pentru silibinin 
linoleat/βCD şi silibinin linoleat/γCD energii de 28,9 kcal/mol şi 26,6 kcal/mol). 
Pentru celelalte două cazuri valorile acestor energii au fost destul de apropiate: 27,3 
kcal/mol şi 31,2 kcal/mol pentru bioconjugatul silibinin stearat, respectiv 22 
kcal/mol şi 26,5 kcal/mol pentru silibinin oleat. În figurile 2.2.21-2.2.23 se pot 
observa modalităţile de încapsulare ale bioconjugatului silibinin stearat în 
ciclodextrine şi diferenţele în ceea ce priveşte incluziunea moleculară în cazul α-
ciclodextrinei, comparativ cu β- şi γ-ciclodextrina, în ultimele două cazuri incluziunea 
moleculară fiind evidentă. Complexul se stabilizează relativ repede în cazul 
bioconjugaţilor cu silibinină (după câteva zeci de cicluri iterative, figura 2.2.24), cu o 
oarecare stagnare până la 400-800 de cicluri urmată de finisarea interacţiunii, 
aspect mai evident în cazul bioconjugaţilor cu rutină (figura 2.2.25). 

 
 

 
 
 
 
 

Figura 2.2.21. Complexul silibinin stearat/α-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice 
de “docare” 
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Figura 2.2.22. Complexul silibinin stearat/β-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice 

de “docare” 
 

 
 

Figura 2.2.23. Complexul silibinin stearat/γ-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice 
de “docare” 
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Figura 2.2.24. Variaţia energiei complecşilor (kcal/mol) silibinin oleat/α-, β- şi γ-ciclodextrină 
din experimentele de docare 
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Figura II.2.25. Variaţia energiei complecşilor (kcal/mol) rutin palmitat şi silibinin palmitat/β- 
şi γ-ciclodextrină din experimentele de docare 
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Tabelul 2.2.6. Energiile de interacţiune ale bioconjugaţilor cu ciclodextrinele, 
obţinute din experimentele de docare 
 

Nr. 
Crt. Compus E (CD) 

(kcal/mol) 
E (bioconj.) 
(kcal/mol) 

E 
(CD+Bioconj.) 

(kcal/mol) 

E 
(complex) 
(kcal/mol) 

E 
(interact.) 
(kcal/mol) 

1 Rutin palmitat/αCD 69,35 28,58 97,93 78,72 19,21 
2 Rutin palmitat/βCD 79,80 28,58 108,39 80,40 27,99 
3 Rutin palmitat/γCD 91,29 28,58 119,87 87,60 32,27 
4 Rutin stearat/αCD 69,35 30,22 99,57 83,07 16,50 
5 Rutin stearat/βCD 79,80 30,22 110,03 92,11 17,92 
6 Rutin stearat/γCD 91,29 30,22 121,51 86,19 35,32 
7 Rutin oleat/αCD 69,35 28,58 97,93 79,51 18,42 
8 Rutin oleat/βCD 79,80 28,58 108,39 84,96 23,43 
9 Rutin oleat/γCD 91,29 28,58 119,87 87,26 32,61 
10 Rutin linoleat/αCD 69,35 25,12 94,47 74,05 20,42 
11 Rutin linoleat/βCD 79,80 25,12 104,92 83,66 21,26 
12 Rutin linoleat/γCD 91,29 25,12 116,41 89,46 26,94 

13 Silibinin 
palmitat/αCD 69,35 6,73 76,08 51,30 24,78 

14 Silibinin 
palmitat/βCD 79,80 6,73 86,53 59,89 26,64 

15 Silibinin 
palmitat/γCD 91,29 6,73 98,02 72,14 25,88 

16 Silibinin stearat/αCD 69,35 7,51 76,86 57,52 19,34 
17 Silibinin stearat/βCD 79,80 7,51 87,31 59,98 27,34 
18 Silibinin stearat/γCD 91,29 7,51 98,80 67,59 31,20 
19 Silibinin oleat/αCD 69,35 6,70 76,04 55,38 20,66 
20 Silibinin oleat/βCD 79,80 6,70 86,50 64,51 21,99 
21 Silibinin oleat/γCD 91,29 6,70 97,98 71,51 26,47 

22 Silibinin 
linoleat/αCD 69,35 6,00 75,35 50,95 24,40 

23 Silibinin 
linoleat/βCD 79,80 6,00 85,81 56,93 28,88 

24 Silibinin 
linoleat/γCD 91,29 6,00 97,29 70,73 26,56 

 
 

 
2.2.4. Concluzii parţiale 

 
 
 

În urma studiillor efectuate privind modelarea moleculară a interacţiunii 
bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi cu principalele ciclodextrine naturale (α, β şi γ) 
se pot trasa următoarele concluzii principale: 
 
▪ Bioconjugaţii pot fi încapsulaţi molecular în cavitatea ciclodextrinelor datorită 
compatibilităţii sterice în special cu restul neramificat de acid gras; totuşi, apar 
unele impedimente sterice legate de conformaţia spiralată a bioconjugaţilor, ceea ce 
determină o interacţiune mai puţin eficientă în cazul α-ciclodextrinei. 
 

BUPT



  Contribuţii oriiginale - 2 100 

▪ Stabilitatea complexului bioconjugat/ciclodextrină este demonstrată de energiile de 
interacţiune calculate, care pentru β- şi γ-ciclodextrină sunt semnificativ mai mari 
comparativ cu α-ciclodextrina; pentru bioconjugaţii de rutină stabilitatea este mult 
mai bună în cazul γ-ciclodextrinei (energie de interacţiune cu 13±5 kcal/mol mai 
mare faţă de α-ciclodextrină), comparativ cu complexul cu β-ciclodextrină (diferenţă 
de 4±3,6 kcal/mol); pentru derivaţii silibininei, aceste diferenţe sunt foarte 
apropiate (3,9±3,0 kcal/mol şi 5,2±4,8 kcal/mol pentru cazul β-ciclodextrinei şi, 
respectiv, γ-ciclodextrinei). 
 
 
 
 

2.3. Sisteme supramoleculare – Compuşi de incluziune 
 

Compuşii bioactivi naturali, din a căror clasă fac parte şi flavonoidele, 
prezintă sensibilitate crescută la degradare şi inactivare, dezavantaje ce au dus la o 
dezvoltare rapidă a tehnicilor de protejare a acestora. Cerinţa obligatorie este aceea 
de a proteja compuşii bioactivi de degradările chimice (oxidare, hidroliză), fără a le 
modifica proprietăţile. Protejarea şi în special eliberarea controlată a diverselor 
molecule organice se realizează aproape exclusiv prin intermediul micro- sau 
nanocapsulelor. 
 

 
2.3.1. Sisteme supramoleculare flavonoide/ciclodextrine 

 
Unele dintre cele mai utilizate molecule gazdă pentru încapsulare moleculară 

sunt ciclodextrinele, oligozaharide ciclice conţinând 6, 7 sau 8 unităţi 
glucopirazonice, dispuse într-o arhitectură tronconică cu proprietăţi hidrofobe în 
interior (încapsulare de molecule bioactive compatibile geometric prin interacţiuni 
van der Waals şi legături de hidrogen cu grupările hidroxilice de la baza structurii 
tronconice) şi hidrofile spre exterior, ceea ce conferă hidrosolubilitate avansată, deci 
biodisponibilitate. Compuşii încapsulaţi sunt protejaţi de acţiunea factorilor externi şi 
pot fi eliberaţi treptat în mediul apos biologic datorită echilibrului de asociere-
disociere care apare. 

Obiectivul prezentului studiu a fost de obţinere a complecşilor flavonoidelor 
agliconice (crisina, naringenina, hesperetina, quercetina), glicozilate (rutina) şi 
flavonolignanilor (silibinina) cu α- şi β-ciclodextrină şi de analiză a acestora din 
perspectiva spectroscopiei FT-IR, morfologiei cristalelor, a comportării termice, a 
conţinutului de apă de cristalizare, a activităţii antioxidante şi a transferului prin 
membrană. Pentru exemplificare, în figura 2.3.1, este redată formarea compusului 
de incluziune a quercetinei cu ciclodextrine. 
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Figura 2.3.1. Formarea compusului de incluziune al quercetinei cu ciclodextrine 

 
 

Obţinerea sistemelor supramoleculare flavonoide/ciclodextrine s-a realizat 
prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă, metodă pusă la punct şi aplicată cu 
succes la încapsularea uleiurilor volatile şi compuşilor odoranţi [143,144, 185-187]. 
În cazul flavonoidelor, în urma procesului de complexare s-au obţinut randamente 
de recuperare ridicate, cuprinse între 67,7% - 82,2%, cel mai bun fiind pentru 
complexul hesperetină/αCD (82,2%). Complexul cu βCD a fost obţinut cu un 
randament puţin mai scăzut (70,2%), probabil datorită unei solubilităţi mai ridicate 
a acestui complex în soluţia etanol-apă utilizată pentru complexare. 

În ceea ce priveşte flavonolignanii, în urma complexării s-au obţinut 
randamente de recuperare ridicate, în cazul complexului silibinină/αCD (82,8%), iar 
în cel al complexului cu βCD randamentul a fost puţin mai scăzut (74,7%), probabil 
datorită unei solubilităţi mai ridicate a acestui complex în soluţia etanol-apă 
utilizată. În figura 2.3.2 sunt prezentate randamentele de recuperare obţinute în 
urma complexării crisinei, naringeninei, hesperetinei, quercetinei, rutinei şi silibininei 
cu αCD, respectiv cu βCD. 
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Figura 2.3.2. Randamentele de recuperare obţinute în urma complexării flavonoidelor cu (1) 
α-ciclodextrină şi (2) β-ciclodextrină prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă 

 

 

 
 2.3.1.1. Analiza prin spectroscopie FT-IR 

 
Analiza spectroscopică FT-IR confirmă interacţiunea dintre flavonoide şi 

ciclodextrine şi implicit formarea complecşilor acestora. Spectrele FT-IR ale 
complecşilor au fost comparate cu cele ale substanţelor pure (flavonoide şi 
ciclodextrine). Benzile de absorbţie caracteristice substanţelor pure au fost regăsite 
şi în spectrele complecşilor confirmând realizarea încapsulării flavonoidei. În figura 
2.3.3 sunt prezentate spectrele β-ciclodextrinei, complexului rutină/β-ciclodextrină 
şi cel al rutinei, suprapuse, unde banda caracteristică grupării carbonil din poziţia 4 
a moleculei de rutină de la numărul de undă 1656 cm-1 este mai intensă, iar în cazul 
complexului are o intensitate mai slabă, fiind regăsită la acelaşi număr de undă. 
Benzile caracteristice grupărilor hidroxil fenolice sunt mai puţin intense în cazul 
complexului, 3421 cm-1 şi 1600 cm-1, comparativ cu cele ale rutinei de la 3427 cm-1 

şi 1599 cm-1. Banda caracteristică βCD, νCOC la 1027 cm-1, se regăseşte şi în 
complex la fel de intensă la 1026 cm-1. 
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Fig. 2.3.3. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului rutină/β-
ciclodextrină şi (3) rutinei: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul 

compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
 

Suprapunerea spectrelor FT-IR ale silibininei, complexului acesteia cu βCD şi 
βCD pure, ca şi în cazul rutinei, scoate în evidenţă modificările benzilor caracteristice 
doar în ce priveşte intensitatea. Astfel, din figura 2.3.4, se poate observa o scădere 
în intensitate şi o mică deplasare a benzilor caracteristice grupărilor carbonil (1636 
cm-1, pentru silibinină, respectiv 1638 cm-1, pentru complexul acesteia cu βCD) şi  
hidroxil fenolic şi prezenţa în complex a benzii caracteristice βCD, νCOC la 1027 cm-1. 

 

 
Fig. 2.3.4. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului silibinină/β-
ciclodextrină şi (3) silibininei: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul 

compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
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Şi în cazul quercetinei, figura 2.3.5, modificările sunt aceleaşi, banda 
caracteristică grupării carbonil, foarte intensă la 1671 cm-1 pentru flavonoidă, scade 
mult în intensitate în cazul complexului şi o regăsim la 1667 cm-1; banda 
caracteristică hidroxilului fenolic intensă la 1614 cm-1 pentru quercetină, mult mai 
slabă pentru complexul acesteia la 1613 cm-1. 

 

 
Fig. 2.3.5. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului 

quercetină/β-ciclodextrină şi (3) quercetinei: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 
cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 

 
 

2.3.1.2. Analiza prin calorimetrie cu scanare diferenţială 
(DSC) 
 
 

Calorimetria cu Scanare Diferenţială (DSC) este o măsură a variaţiei 
cantităţii de căldură eliberată sau absorbită de probă în timpul unui program de 
temperatură. Prin tehnica DSC se pot pune în evidenţă şi procesele de degradare 
termică şi degradare termo-oxidativă a materialelor de natură anorganică şi 
organică. Degradarea termică constă în descompunerea materialului în compuşi cu 
masa moleculară mai mică şi este caracterizată prin picuri endoterme.  Curba DSC 
este specifică fiecărui material. De aceea, această metodă poate fi considerată drept 
o spectroscopie termică prin care se poate identifica un material. 

Analiza DSC a αCD comerciale, figura 2.3.6, prezintă o energie de 
deshidratare de 942 J/g, cu  temperaturile 65ºC şi 109ºC, corespunzătoare 
procesului endoterm, cea din urmă temperatură o depăşeşte pe cea de fierbere a 
apei în condiţii normale, cel mai probabil datorită moleculelor de apă puternic legate 
în ciclodextrina hidratată. Nu se mai observă nici un efect calorimetric până la 
temperatura de 284ºC când apare descompunerea ciclodextrinei. 
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Fig. 2.3.6. Analiza DSC a α-ciclodextrinei comerciale pe intervalul de temperatură 20-400°C 

 
Analiza DSC a βCD comerciale, figura 2.3.7, prezintă o energie de 

deshidratare (eliberare a apei de cristalizare/hidratare), de 1194 J/g, cu o 
temperatură a picului de 124ºC, corespunzătoare procesului endoterm, temperatură 
mai mare decât cea de fierbere a apei în condiţii normale, ca şi în cazul αCD 
comerciale, cel mai probabil datorată moleculelor de apă puternic legate în 
ciclodextrina hidratată, iar până la temperatura de 270ºC, când începe 
descompunerea ciclodextrinei, nu se mai observă nici un efect calorimetric. 
 

 
 

Figura 2.3.7. Analiza DSC a β-ciclodextrinei comerciale pe intervalul de temperatură 20-
400°C 
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În termogramele DSC ale complecşilor (compuşilor de incluziune) 
flavonoidelor cu ciclodextrine, formarea acestora este sugerată de absenţa (sau în 
unele cazuri prezenţa unui pic slab) picurilor endoterme corespunzătoare topirii 
flavonoidelor: 247-250°C (naringenina), 284-289°C (crisina), 316°C (quercetina), 
227-232°C (hesperetina), 242°C (rutina) şi 164-174°C (silibinina).  

Analiza DSC a complecşilor flavonoide/ciclodextrine prezintă şi alte două 
aspecte importante care duc la confirmarea formării complexului: efectul endoterm 
corespunzător deshidratării complexului este mai mic iar temperatura la care apare 
acesta este mai joasă, cel mai probabil datorită înlocuirii moleculelor de apă din 
cavitatea ciclodextrinei puternic legate, de către moleculele „oaspete”, flavonoide în 
cazul de faţă. În figura 2.3.8, se poate observa scăderea energiei de deshidratare, în 
cazul complexului silibinina/βCD, la o valoare de 644 J/g  şi temperatura 
corespunzătoare efectului endoterm 80°C, comparativ cu valorile mai ridicate ale 
ciclodextrinei pure. Pe intervalul 120-270°C se poate observa apariţia unui slab pic 
endoterm la 143°C, care poate fi atribuit transformărilor structurale, iar efectele 
atât endo- cât şi exoterme care apar peste 270°C corespund descompunerii 
ciclodextrinei şi flavonoidei.  
 
 

 
 

 
Figura 2.3.8. Suprapunerea curbelor DSC  pentru complexul silibinină/βCD (1) şi  βCD 

comercială (2), pe intervalul de temperatură 20-400°C 
 

Şi la analiza complexului naringenină/βCD (figura 2.3.9) modificările 
efectelor calorimetrice apar la energia de deshidratare, care are o valoare de 900 
J/g şi temperatura corespunzătoare 108°C, un pic endoterm slab la 241°C atribuit 
probabil, neîncapsulării complete a acesteia şi efectele atât endo- cât şi exoterme 
caracteristice descopunerii, la 300°C, respectiv 318°C. 
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Figura 2.3.9. Suprapunerea curbelor DSC  pentru complexul naringenină/βCD (1) şi βCD 

comercială (2), pe intervalul de temperatură 20-400°C 
 

2.3.1.3. Analiza prin microscopie electronică cu scanare 
(SEM)  
 

Pentru stabilirea dimensiunilor aproximative şi a morfologiei cristalelor de 
complecşi s-a apelat la microscopia electronică cu scanare (cu baleiaj), SEM. 
Analizele efectuate la magnitudini între 75-50000× au relevat faptul că cristalele de 
α-ciclodextrină au dimensiuni de aproximativ 10 µm de formă romboidală regulată 
iar β-ciclodextrina comercială prezintă dimensiuni sub 10 µm, cu forme hexagonale 
alungite. 

Pentru o analiză cât mai concludentă s-au evaluat atât cristalele 
ciclodextrinelor pure cât şi cele ale ciclodextrinelor recristalizate în sistem etanol-
apă. Forme prismatice au fost observate în cazul cristalelor de complecşi ai 
hesperetinei şi quercetinei cu βCD (vezi anexele), cu dimensiuni de până la 3 µm, 
dar mult mai uniforme şi mai bine formate au fost nanocristalele de rutină cu cele 
două ciclodextrine, figurile 2.3.10 şi 2.3.11, formele cristalelor fiind prismatic-
aciculare de dimensiuni până la 1 µm şi grosimi de ~200 nm. 
 

   
 a)    b)    c) 
 

Figura 2.3.10. Imaginile SEM pentru a) αCD comercială, b) αCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul rutină/αCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă 
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  a)   b)    c) 
 

Figura 2.3.11. Imaginile SEM pentru a) βCD comercială, b) βCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul rutină/βCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă 

 
Pentru complecşii silibininei cu βCD aspectul cristalelor a fost romboidal, cu 

dimensiuni ale laturilor cuprinse între câteva sute de nanometri şi ~5 µm. Diferenţa 
formei de cristalizare şi a dimensiunilor cristalelor este evidentă la compararea cu 
probele de ciclodextrină comercială utilizată pentru complexare, respectiv cu cea 
obţinută prin recristalizare din soluţie etanol-apă (figura 2.3.12). 

 
 

   
  a)   b)    c) 
 

Figura 2.3.12. Imaginile SEM pentru a) βCD comercială, b) βCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul silibinină/βCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă 
 
 

Complexul naringeninei cu αCD a prezentat forme prismatice alungite, cu 
lungimi peste 20 µm şi grosimi de ~5 µm în timp ce complexul naringeninei cu βCD 
a prezentat forme cristaline mai uniforme, romboidale; cristalele de complecşi ai 
crisinei au fost de dimensiuni peste 10 µm, sub formă hexagonală alungită (figura 
2.3.13). 
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  a)   b)    c) 
 

Figura 2.3.13. Imaginile SEM pentru complecşii a) crisină/βCD, b) naringenină/αCD şi c) 
naringenină/βCD obţinuţi prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă 

 
2.3.1.4. Analiza concentraţiei de apă prin titrare Karl Fischer 

(KFT)  
 

Analizele concetraţiei de apă prin titrare Karl Fischer pentru complecşii 
flavonoide/ciclodextrine au indicat valori ale concentraţiilor de apă relativ ridicate. 
Astfel, αCD a prezentat o concentraţie de apă de 10,23 ± 0,12%, în timp ce βCD are 
un conţinut de apă de 15,27 ± 0,15%. Toţi complecşii flavonoide/αCD prezintă 
concentraţii de apă cu 1-3% mai mici. Astfel, cele mai mici concentraţii de apă s-au 
determinat pentru complecşii αCD cu crisina şi naringenina (7% şi, respectiv, 7,2%), 
în timp ce quercetina şi rutina au prezentat cele mai mari concentraţii de apă în 
complecşii cu αCD (9,2% şi, respectiv, 8,3%). În cazul complecşilor corespunzători 
cu βCD concentraţiile de apă determinate prin KFT au variat în mod asemănător: 
cele mai mici concentraţii de apă s-au determinat pentru complecşii cu crisină şi 
naringenină (8,3% în ambele cazuri), iar cele mai mari pentru complecşii cu 
quercetină şi rutină (11,3% şi, respectiv, 9,3%). Diferenţa faţă de βCD comercială a 
fost în acest caz mult mai mare (4-7%). În tabelul 2.3.1 sunt prezentate 
concentraţiile de apă din probe, cu precizarea că fiecare valoare este media a cel 
puţin trei determinări, iar deviaţia standard a fost sub 1,5%. 
 

Tabelul 2.3.1. Rezultatele analizei KFT pentru complecşii flavonoide/α- şi β-
ciclodextrină 
 

Nr. Compus 
Cantitatea 
de probă 

(g) 

Volumul 
de titrare 

(mL) 

Concentraţia 
apă 
(%) 

1 αCD  0,031 0,81 10,23  
2 βCD  0,036 1,21 15,27   
3 Crisină/αCD 0,022 0,42 7,04 
4 Naringenină/αCD 0,025 0,48 7,19 
5 Hesperetină/αCD 0,024 0,53 8,13 
6 Quercetină/αCD 0,024 0,59 9,19 
7 Rutină/αCD 0,025 0,56 8,32 
8 Crisină/βCD 0,024 0,53 8,36 
9 Naringenină/βCD 0,023 0,50 8,32 
10 Hesperetină/βCD 0,027 0,66 9,15 
11 Quercetină/βCD 0,027 0,81 11,31 
12 Rutină/βCD 0,024 0,59 9,23 
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Tipul moleculelor de apă de cristalizare poate fi evaluat din curba de titrare 

a raportului volum de titrant/masă de probă (mL/g) în timp, unde cea mai mare 
parte a apei de cristalizare (“de suprafaţă”) reacţionează rapid în reacţia Karl 
Fischer, iar o parte (apă de cristalizare “puternic legată”, care se găseşte probabil în 
mare parte în interiorul cavităţii ciclodextrinei) reacţionează mai lent. Acest lucru se 
observă pentru αCD (figura 2.3.14) dar, în special pentru βCD comercială şi pentru 
complecşii bine formaţi ai βCD (figurile 2.3.15, 2.3.16). 

-50 0 50 100 150 200 250 300 350

Timp (s)

-2

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

V
/m

 (m
L/

g)

 aCD_01
 aCD_02
 aCD_03
 aCD_04
 aCD_05

  
Figura 2.3.14. Analiza Karl Fischer pentru α-ciclodextrina comercială, pentru cinci determinări 
(pantele dreptelor de corelare V/m vs. Timp (s) pentru intervalele de timp pe care variaţia este 
pseudoliniară – 10-30s, 30-80s şi 80-300s – s-au utilizat pentru determinarea vitezelor medii 

de reacţie a apei)  
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Figura 2.3.15. Analiza Karl Fischer pentru β-ciclodextrina comercială, duplicat (pantele 
dreptelor de corelare V/m vs. Timp (s) pentru intervalele de timp pe care variaţia este 

pseudoliniară – 10-30s, 30-80s şi 80-300s – s-au utilizat pentru determinarea vitezelor medii 
de reacţie a apei)  
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Figura 2.3.16. Analiza Karl Fischer pentru complecşii flavonoide/β-ciclodextrină (pantele 
dreptelor de corelare V/m vs. Timp (s) pentru intervalele de timp pe care variaţia este 

pseudoliniară – 10-30s, 30-80s şi 80-300s – s-au utilizat pentru determinarea vitezelor medii 
de reacţie a apei)  

 
 

Din pantele dreptelor de corelare  a raportului volum de titrant/masa de 
probă în timp (V/m (mL/g) vs. Timp (s)) pentru intervalele de timp pe care variaţia 
este pseudoliniară se pot determina vitezele medii ale reacţiei Karl Fischer, deoarece 
se cunosc titrul soluţiei de iod (4,485 mg/mL) şi volumul de reacţie (50 mL). 
Rezultatele calculelor vitezelor medii de reacţie Karl Fischer, pentru intervalele 10-
30s, 30-80s şi 80-300s sunt prezentate în tabelul 2.3.2. 

După cum se observă din tabelul 2.3.2, viteza de reacţie pe primul interval 
este de 6,4 mM/s pentru αCD şi de 9 mM/s pentru βCD, în timp ce pentru complecşii 
corespunzători aceste viteze sunt puţin mai mici sau apropiate de aceste valori: 
valori mici pentru complecşii bine formaţi ai crisinei şi naringeninei (5,7 mM/s şi 6,3 
mM/s pentru αCD, respectiv 6,1 mM/s şi 7,1 mM/s pentru βCD). Pentru quercetină 
şi rutină valorile vitezelor sunt mai mari, ceea ce sugerează în special apă “de 
suprafaţă”, slab legată (6,8-7,8 mM/s pentru αCD şi 8-8,2 mM/s pentru βCD). Acest 
fapt se poate observa inclusiv în cazul vitezei pe intervalul al doilea (doar în cazul 
complecşilor βCD), unde valoarea în cazul complecşilor bine formaţi ai crisinei este 
de 10 ori mai mică decât în cazul complecşilor quercetinei.  
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Tabelul 2.3.2. Vitezele de reacţie* Karl Fischer din analiza apei pentru ciclodextrine şi 

complecşii acestora cu flavonoide 
 

Nr. Compus 

Raport 
volum 

titrant/masă 
probă (1) 
(mL/g) 

Raport 
volum 

titrant/masă 
probă (2) 
(mL/g) 

Raport 
volum 

titrant/masă 
probă (3) 
(mL/g) 

Viteza 
medie 

de 
reacţie 

(1) 
(mM/s) 

Viteza 
medie 

de 
reacţie 

(2) 
 

(mM/s) 

Viteza 
medie 

de 
reacţie 

(3) 
 

(mM/s) 
1. αCD  1,158 0,006 0,006 6,44 0,040 0,040
2. βCD  1,628 0,069 0,017 9,05 0,390 0,090
3. Crisină/αCD 1,021 0,006 0,006 5,68 0,035 0,035
4. Naringenină/αCD 1,133 0,005 0,005 6,30 0,029 0,029
5. Hesperetină/αCD 1,147 0,007 0,007 6,38 0,040 0,040
6. Quercetină/αCD 1,398 0,005 0,005 7,77 0,029 0,029
7. Rutină/αCD 1,218 0,006 0,006 6,77 0,036 0,036
8. Crisină/βCD 1,107 0,051 0,010 6,15 0,284 0,057
9. Naringenină/βCD 1,281 - 0,004 7,12 - 0,024
10. Hesperetină/βCD - - 0,005 - - 0,029
11. Quercetină/βCD 1,483 0,469 0,013 8,25 2,608 0,073
12. Rutină/βCD 1,442 - 0,004 8,02 - 0,022
* Intervale pseudoliniare de evaluare a vitezelor de reacţie Karl Fischer: 
(1): 10-30s pentru complecşii flavonoide/αCD; complecşii flavonoide/βCD 
(2): 30-80s pentru complecşii flavonoide/αCD; complecşii flavonoide/βCD 
(3): 80-300s pentru complecşii flavonoide/αCD; complecşii flavonoide/βCD 

 
 
 

2.3.1.5. Studiul activităţii antioxidante 
 

Obiectivul prezentului studiu a fost de evaluare a activităţii antioxidante a 
complecşilor flavonoidelor (quercetină, rutină şi silibinină/α- şi βCD) comparativ cu 
activitatea antioxidantă a flavonoidelor neîncapsulate (quercetină, rutină şi 
silibinină). 

Activitatea antioxidantă a flavonoidelor, poate fi evaluată prin metode 
spectrofotometrice, utilizând metoda captării radicalilor cu DPPH. 

Un aspect care trebuie luat în considerare în aceste studii este 
competitivitatea reactantului la echilibrul de asociere-disociere 
biocompus/ciclodextrină. 

Un indicator important care cumulează aceste aspecte este viteza de reacţie 
a DPPH în prezenţa probelor de analizat, care sugerează reactivitatea compuşilor cu 
activitate antioxidantă, respectiv posibilitatea de eliberare controlată a acestora din 
complecşii cu ciclodextrine. Chiar dacă activitatea antioxidantă finală este 
semnificativă, o viteză de reacţie a DPPH nesemnificativă pe intervalul de timp final 
arată că nu mai există efect antioxidant (reactivitate mare şi/sau neexistenţa unei 
eliberări controlate pentru compusul cu activitate antioxidantă). 

Activitatea antioxidană (AAO) a fost calculată ca diferenţă faţă de 100 a 
raportului, exprimat procentual, al absorbanţei la timpul t faţă de absorbanţa iniţială 
(raportul dintre absorbanţa momentană şi absorbanţa iniţială la 517 nm). 

Pentru evaluarea comportării compuşilor bioactivi studiaţi în prezenţa unor 
specii reactive din organismul uman (de exemplu speciile de oxigen reactive, ROS, 
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radicalii liberi etc.) s-au determinat vitezele de reacţie ale radicalului DPPH pe 
porţiunile pseudoliniare ale curbelor de variaţie a concentraţiei în timp. 

Din absorbanţele amestecurilor de probă cu DPPH şi cu ajutorul unei curbe 
de etalonare pentru DPPH s-au putut determina concentraţiile momentane de DPPH 
pe parcursul analizei activităţii antioxidante, ceea ce a permis determinarea vitezelor 
de reacţie medii ale DPPH pe diferite intervale de timp. În tabelul 2.3.3 sunt 
prezentate valorile vitezelor medii de reacţie pe 3 intervale de timp reprezentative 
(10-60s, 60-180s şi 180-1800s) şi valoarea finală a activităţii antioxidante. 

Activitatea antioxidantă (figura 2.3.17) în cazul rutinei şi complexului 
corespunzător cu β-ciclodextrină (la concentraţii de compus bioactiv comparabile) 
prezintă valori de 82% şi, respectiv, 74%, însă vitezele de reacţie ale DPPH pe 
intervale de timp reprezentative (60-180s şi 180-1800s) sunt relativ apropiate 
(0,003-0,006 µM/s pentru ultimul interval), aşa cum se observă din tabelul 2.3.3. 
Probabil încapsularea nu s-a realizat în întregime, iar grupările hidroxil fenolice sunt 
expuse mediului de reacţie şi în cazul complexului solubilizat. 
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Figura 2.3.17. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de rutină (albastru) şi complex al rutinei cu β-ciclodextrină (roşu)  
 

În cazul silibininei şi a complexului corespunzător, din figura 2.3.18 şi 
tabelul 2.3.3 se observă că situaţia este diferită deoarece, comparativ cu rutina, 
există o viteză de reacţie mai mare pe ultimele două intervale de timp considerate 
(doar 0,02 µM/s pentru complexul rutină/β-ciclodextrină faţă de 0,25 µM/s pentru 
complexul silibininei, pe intervalul 60-180s, respectiv 0,002 µM/s şi 0,04 µM/s 
pentru cei doi compuşi pe ultimul interval, 180-1800s). În ceea ce priveşte silibinina 
şi complexul acesteia cu β-ciclodextrina, dacă pe primul interval de timp valorile 
sunt apropiate, pe cel doilea interval valoarea complexului este de aproape trei ori 
mai mare comparativ cu silibinina neîncapsulată, şi de două ori mai mare faţă de 
aceasta pe ultimul interval de timp. 
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Figura 2.3.18.  Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de silibinină şi complexul acesteia cu β-ciclodextrină  
 

Comparativ, activităţile antioxidante variază după o alură similară în cazul 
rutinei şi agliconului său, quercetină, având o valoare aproximativ constantă după 
~400s, în timp ce în cazul silibininei există o variaţie semnificativă a activităţii 
antioxidante în timp chiar şi după 1800s. Valorile activităţii antioxidante sunt destul 
de apropiate pentru aceste probe (80-90%) (figura 2.3.19 şi tabelul 2.3.3). 

 

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Timp (s)

-20

0

20

40

60

80

100

AA
O

 (%
)

 Quercetina
 Rutina
 Silibinina

 
Figura 2.3.19. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de quercetină, rutină şi silibinină  
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Tabelul 2.3.3. Vitezele de reacţie medii* şi activitatea antioxidantă 

Nr. 
crt. Compus 

Viteza 
medie de 

reacţie (1) 
(µM/s)

Viteza medie 
de reacţie 
(2) (µM/s) 

Viteza 
medie de 

reacţie (3) 
(µM/s) 

AAO (%) 

1. Rutina - 0,175 0,006 82,3 
2. Complex rutina/αCD (etanol) 0,032 0,024 0,008 58,4 
3. Complex rutina/αCD (apa) 0,010 0,044 0,003 88,3 
4. Complex rutina/βCD (etanol) 0,058 0,023 0,003 74 
5. Silibinina 0,486 0,100 0,029 91,1 
6. Complex silibinina/αCD (etanol) 0,403 0,183 0,005 61 
7. Complex silibinina/αCD (apa) 0,329 0,188 0,020 81 
8. Complex silibinina/βCD (apa) 0,431 0,245 0,044 59,5 
9. Quercetina 0,649 0,164 0,001 85,8 
10. Complex quercetina/αCD (etanol) 0,314 0,071 0,0004 79 
11. Complex quercetina/βCD (apa) 0,550 0,109 0,0004 74 

 
* Intervale pseudoliniare de evaluare a vitezelor de reacţie medii 
1: 10-60s pentru flavonoide şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
2: 60-180s pentru flavonoide şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
3: 180-1800s pentru flavonoide şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 

 
Fiecare probă analizată a fost preparată sub formă de soluţie, lucrându-se 

atât cu soluţii alcoolice cât şi cu soluţii apoase. În toate cazurile, pe primul interval 
s-a constatat o viteză medie de reacţie cu DPPH mai mare în mediu apos, probabil şi 
datorită unei solubilităţi mai mari a aerului/oxigenului în aceste sisteme de solvenţi. 
De exemplu, pentru complecşii rutinei cu αCD în mediul apos (figura 2.3.20) vitezele 
pe primul interval au fost de 0,1 µM/s, comparativ cu cazul utilizării etanolului, 0,03 
µM/s. 
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Figura 2.3.20. Vitezele de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor de rutină/α-ciclodextrină 
(soluţie alcoolică), rutină/α-ciclodextrină (soluţie apoasă)  şi rutină/β-ciclodextrină (soluţie 

alcoolică) pe cele trei intervale de timp considerate (10-60s, 60-180s, 180-1800s)  
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În ceea ce priveşte complecşii silibininei cu α-ciclodextrina în soluţie apoasă 

vitezele pe primele două intervale de timp au fost foarte apropiate cu cele din cazul 
utilizării soluţiei alcoolice, dar pe ultimul interval de timp aceste viteze au fost net 
diferite, cea din mediu apos a fost 0,02 µM/s faţă de doar 0,004 µM/s în cazul 
mediului alcoolic (figura 2.3.21). 
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Figura 2.3.21. Vitezele de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor de silibinină/α-ciclodextrină 
(soluţie alcoolică) şi silibinină/α-ciclodextrină (soluţie apoasă)  pe cele trei intervale de timp 

considerate (10-60s, 60-180s, 180-1800s)  
 

Complecşii quercetinei cu cele două ciclodextrine (αCD, βCD) prezintă viteze 
medii mari pe primele două intervale de timp, care după aproximativ 300s devin 
constante, tinzând spre zero, fapt ce sugerează terminarea efectului antioxidant 
(încetarea activităţii antioxidante) (figura 2.3.22).  
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Figura 2.3.22. Vitezele de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor de quercetină/α-ciclodextrină 

(soluţie apoasă), quercetină/β-ciclodextrină (soluţie apoasă) pe cele trei intervale de timp 
considerate (10-60s, 60-180s, 180-1800s)  
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Studiul comparativ al celor trei flavonoide încapsulate în α-ciclodextrină, 

figura 2.3.23, şi evaluate în mediu apos scoate în evidenţă diferenţa relevantă dintre 
complecşii rutinei şi quercetinei şi cel al silibininei. Dacă pe primul interval de timp 
valorile vitezelor medii sunt comparabile, pe ultimele două intervale de timp, 
vitezele medii ale complexului silibinină/αCD (0,18 µM/s, respectiv 0,02 µM/s) sunt 
mult mai mari faţă de cele ale complecşilor rutină/αCD (0.04 µM/s, respectiv 0,003 
µM/s) şi quercetină/ αCD (0.07 µM/s, respectiv 0,0004 µM/s). În cazul complecşilor 
rutinei şi quercetinei cu β-ciclodextrină se poate observa (figura 2.3.24) o viteză de 
reacţie foarte mare în primele secunde ale analizei pentru complexul quercetinei, 
faţă de o viteza scăzută dar semnificativă a complexului rutinei. 
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Figura 2.3.23. Vitezele de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor de rutină/α-ciclodextrină 
(soluţie apoasă), silibinină/α-ciclodextrină (soluţie apoasă)  şi quercetină/α-ciclodextrină 
(soluţie apoasă) pe cele trei intervale de timp considerate (10-60s, 60-180s, 180-1800s) 
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Figura 2.3.24. Vitezele de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor de rutină/β-ciclodextrină 

(soluţie alcoolică) şi quercetină/β-ciclodextrină (soluţie apoasă) pe cele trei intervale de timp 
considerate (10-60s, 60-180s, 180-1800s)  
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2.3.2. Sisteme supramoleculare acizi graşi/ciclodextrine 
 

Metodologia abordată pentru obţinerea şi analiza nanocapsulelor acizilor 
graşi saturaţi (decanoic, palmitic, stearic, arahidic şi behenic) cu α- şi β-
ciclodextrină a fost similară cu cea utilizată în cazul flavonoidelor. În urma 
procesului de complexare a acizilor de puritate analitică în αCD şi βCD s-au obţinut 
randamente de recuperare ridicate, cel mai bun fiind pentru complexul acid 
stearic/α-ciclodextrină (90,4%). Complexul cu βCD a fost obţinut cu un randament 
mai scăzut (57,2%), probabil datorită aceleiaşi solubilităţi mai ridicate a acestui 
complex în soluţia etanol-apă, faţă de cea a complecşilor cu αCD. În figura 2.3.25 
sunt prezentate randamentele masice obţinute în urma formării compuşilor de 
incluziune dintre acizii graşi saturaţi şi αCD, respectiv βCD. 
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Figura 2.3.25. Randamentele de recuperare obţinute în urma procesului de complexare a 

acizilor graşi saturaţi (1) cu α-ciclodextrină şi (2) cu β-ciclodextrină, prin metoda cristalizării 
din soluţie etanol-apă 

 
În cazul obţinerii sistemelor supramoleculare cu acizi nesaturaţi, acid 

oleic/α- şi β-ciclodextrină, respectiv acid linoleic/α- şi β-ciclodextrină, modul de lucru 
a fost similar cazurilor anterioare. În urma procesului de nanoîncapsulare a acizilor 
oleic şi linoleic de puritate analitică în α- şi β-ciclodextrină s-au obţinut randamente 
de recuperare ridicate, cel mai bun fiind pentru complexul acid linoleic/αCD 
(82,2%), iar cel mai scăzut pentru complexul acid oleic/αCD (75,4%) (figura 
2.3.26). 
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Figura 2.3.26. Randamentele de recuperare obţinute în urma procesului de complexare a 
acizilor graşi nesaturaţi (1) cu α-ciclodextrină şi (2) cu β-ciclodextrină, în soluţie etanol-apă 

 
2.3.2.1. Analiza prin spectroscopie FT-IR 

 
Analiza spectroscopică FT-IR confirmă, ca şi în cazul flavonoidelor, 

interacţiunea dintre acizii graşi saturaţi şi nesaturaţi şi ciclodextrine şi implicit 
formarea complecşilor acestora. Spectrele FT-IR ale complecşilor au fost comparate 
cu cele ale acizilor graşi puri şi ciclodextrinelor comerciale. Schimbările benzilor 
caracteristice ale substanţelor pure confirmă existenţa complexului, cu benzi 
caracteristice specifice. În figura 2.3.27 sunt prezentate spectrele β-ciclodextrinei, 
complexului acid palmitic/β-ciclodextrină şi cel al acidului palmitic, suprapuse, unde 
se pot observa diferenţele benzii caracteristice grupării carbonil, care în cazul 
acidului palmitic la numărul de undă 1701 cm-1 este mai intensă, iar în cazul 
complexului are o intensitate mult mai slabă şi o regăsim la 1706 cm-1. Banda 
caracteristică βCD, νCOC la 1027 cm-1, se regăseşte şi în complex la fel de intensă tot 
la 1027 cm-1. 
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Fig. 2.3.27. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului acid 

palmitic/β-ciclodextrină şi (3) acidului palmitic: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 
cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 

 
În figurile 2.3.28 – 2.3.30, sunt prezentate suprapunerile spectrelor FT-IR 

pentru acizii stearic, behenic şi oleic cu complecşii acestora cu βCD iar modificările 
spectrale sunt evidente în toate cazurile: banda caractertistică grupării carbonil 
foarte intensă la 1714 cm-1 (acid stearic), 1702 cm-1 (acid behenic) şi 1711 cm-1 
(acid oleic) este mult mai slabă în cazul complecşilor acestora: 1703 cm-1 (acid 
stearic/βCD), 1701 cm-1 (acid behenic/βCD) şi 1713 cm-1 (acid oleic/βCD), iar νCOC 
caracteristică βCD se regăseşte în cazul tuturor complecşilor la fel de intensă. 

 

 
Figura 2.3.28. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului acid 
stearic/β-ciclodextrină şi (3) acidului stearic: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 

cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
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Fig. 2.3.29. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului acid 
behenic/β-ciclodextrină şi (3) acidului behenic: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 

cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
 

 

 
 

Figura 2.3.30. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului acid 
oleic/β-ciclodextrină şi (3) acidului oleic: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 cm-1, 

(b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
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2.3.2.2. Analiza prin calorimetrie cu scanare diferenţială 
(DSC) 

 
Curbele DSC ale ciclodextrinelor comerciale, α şi β, obţinute pe intervalul de 

temperatură 20-400°C, cu o viteză de încălzire de 4°C /min, au fost prezentate şi 
discutate în capitolul 2.3.1.2.  

Ca şi în cazul flavonoidelor, se poate observa scăderea energiei de 
deshidratare din complecşii cu acizi graşi faţă de cea din ciclodextrinele pure şi, de 
asemenea, scăderea temperaturii picului corespunzător efectului endoterm.  

În figura 2.3.31 este redată suprapunerea curbelor DSC pentru acidul oleic 
(care prezintă un pic larg endoterm la 230ºC atribuit descompunerii acestuia), αCD 
comercială şi complexul acesteia cu acid oleic. Pierderea apei în cazul complexului 
are loc mai repede, la 57ºC, respectiv 76ºC, comparativ cu ciclodextrina, iar energia 
de deshidratare este 878 J/g, de asemenea mai mică. Până la 284ºC, când apare 
descompunerea ciclodextrinei, nu se mai observă nici un efect caloric. 

 
Figura 2.3.31.  Suprapunerea curbelor DSC  pentru complexul acid oleic/αCD (1), a acidului 

oleic (2) şi a αCD comercială (3), realizate pe intervalul de temperatură 20-400°C 
 

Comparativ cu analiza DSC a complexului acid oleic/αCD, în cazul 
complexului acidului linoleic cu αCD pierderea de apă are loc la o temperatură de 
85°C, cu o energie de deshidratare de 559 J/g, fapt ce sugerează că apa conţinută 
în complex este în special apă “de suprafaţă”, slab legată, în cantitate mică, apa de 
cristalizare din interiorul cavităţii, puternic legată, fiind înlocuită de molecula de acid 
gras. Se poate observa un pic endoterm, slab,  la 185°C, care poate fi atribuit 
transformărilor structurale din complexul supramolecular, iar până la 284°C când 
are loc descompunerea, nu mai este nici un efect caloric (figura 2.3.32). 
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Figura 2.3.32. Suprapunerea curbelor DSC  pentru acidul linoleic pur (1),  

complexul acid linoleic/αCD (2) şi a αCD comercială (3) realizate pe intervalul de temperatură 
20-400°C 

 
La analiza termică a complexului acidului linoleic cu βCD (figura 2.3.33) 

diferenţele dintre compuşii puri şi complexul format sunt mai pronunţate decât în 
cazul αCD. Dacă în βCD comercială pierderea de apă are loc la o temperatură de 
până la 150°C cu o energie de deshidratare de peste 1100 J/g, în cazul complexului 
pierderea de apă are loc la 62°C cu o energie mult mai mică, de 591 J/g, lucru ce 
indică absenţa apei puternic legate din ciclodextrina pură şi existenţa unor molecule 
de apă “de suprafaţă” în complex care sunt îndepărtate uşor din sistem. După 280°C 
are loc descompunerea compusului, reflectată printr-un pic endoterm. 

 
 

Figura 2.3.33. Suprapunerea curbelor DSC pentru  acidul linoleic pur (1), complexul acid 
linoleic/βCD (2) şi βCD comercială (3) realizate pe intervalul de temperatură 20-400°C 
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2.3.2.3. Analiza prin microscopie electronică cu scanare 
(SEM)  
 

La fel ca în cazul complecşilor flavonoidelor analiza prin microscopie 
elecronică cu scanare (SEM) pentru micro/nanoparticulele acizi graşi/α- şi β-
ciclodextrină s-a realizat pentru stabilirea dimensiunilor aproximative şi a 
morfologiei cristalelor de complecşi. Analizele efectuate la magnitudini între 75-
50000× au relevat faptul că cristalele complecşilor acizilor graşi cu αCD au 
dimensiuni sub 10 µm de formă romboidală regulată (figura 2.3.34), în timp ce 
complecşii acizilor graşi cu βCD prezintă dimensiuni de aproximativ 3 µm, cu forme 
hexagonale alungite (figura 2.3.35).  
 

   
  a)   b)    c) 
 

Figura 2.3.34. Imaginile SEM pentru a) αCD comercială, b) αCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul acid palmitic/αCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-

apă 
 
 

 

   
  a)   b)   c) 
 

Figura 2.3.35. Imaginile SEM pentru a) βCD comercială, b) βCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul acid arahidic/βCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-

apă 
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Pentru complexul acidului oleic cu αCD se pot observa diferenţele structurale 
legate de mărimea cristalelor şi forma acestora în figura 2.3.36. 

 

   
  a)   b)    c) 
 

Figura 2.3.36. Imaginile SEM pentru a) αCD comercială, b) αCD recristalizată din sistem 
etanol-apă şi c) complexul acid oleic/αCD obţinut prin metoda cristalizării din soluţie etanol-

apă 
 

2.3.2.4. Analiza concentraţiei de apă prin titrare Karl Fischer 
(KFT) 
  

Şi în cazul complecşilor ciclodextrinelor cu acizii graşi, cantitatea de apă 
reţinută în complex, comparativ cu ciclodextrina iniţială, poate fi considerată drept 
indicator al încapsulării. În tabelul 2.3.4 sunt prezentate concentraţiile de apă din 
probele analizate, cu precizarea că valorile sunt medie a cel puţin două determinări, 
iar deviaţia standard a fost sub 1,5%. Toţi complecşii acizi graşi/αCD prezintă 
concentraţii de apă cu 2-3% mai mici comparativ cu αCD comercială, deşi aceste 
concentraţii sunt relativ ridicate. Astfel, cea mai mică concentraţie de apă s-a 
determinat pentru complexul αCD cu acid decanoic (7%), în timp ce complecşii 
acizilor palmitic, stearic şi oleic au prezentat concentraţii de apă mai ridicate (8,2%, 
8,9% şi, respectiv, 8,8%). În cazul complecşilor corespunzători cu βCD 
concentraţiile de apă determinate prin KFT au variat în modul următor: cele mai mici 
concentraţii de apă s-au determinat pentru complecşii cu acizii arahidic, stearic şi 
oleic (9,2% şi 9,4% în celelalte două cazuri), iar cele mai mari pentru complecşii cu 
acid palmitic şi acid linoleic (9,8% şi, respectiv, 10,1%). Diferenţa faţă de βCD 
comercială a fost în acest caz mult mai mare (5-6%). 
 

Tabelul 2.3.4. Rezultatele analizei KFT pentru complecşii acizi graşi/α- şi β-
ciclodextrină 
 

Nr. 
crt. Compus Cantitatea de 

probă (g) 
Volumul de 
titrare (mL) 

Conc, apă 
(%) 

1. αCD 0,031 0,81 10,23 
2. βCD 0,036 1,21 15,27 
3. Acid decanoic/αCD 0,021 0,39 7,06 
4. Acid palmitic/αCD 0,022 0,49 8,20 
5. Acid stearic/αCD 0,022 0,52 8,96 
6. Acid oleic/αCD 0,021 0,51 8,87 
7. Acid decanoic/βCD 0,024 0,63 9,68 
8. Acid palmitic/βCD 0,021 0,56 9,82 
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9. Acid stearic/βCD 0,022 0,55 9,41 
10. Acid arahidic/βCD 0,022 0,55 9,22 
11. Acid behenic/βCD 0,028 0,72 9,56 
12. Acid oleic/βCD 0,023 0,57 9,42 
13. Acid linoleic/βCD 0,022 0,60 10,12 

 
Tipul moleculelor de apă de cristalizare poate fi evaluat din curba de titrare 

a raportului volum de titrant/masă de probă în timp, unde cea mai mare parte a 
apei de cristalizare (“de suprafaţă”) reacţionează rapid în reacţia Karl Fischer, iar o 
parte (apă de cristalizare “puternic legată”, care se găseşte probabil în mare parte în 
interiorul cavităţii ciclodextrinei) reacţionează mai lent. Acest lucru se observă 
pentru αCD comercială şi pentru complecşii formaţi ai acesteia (figura 2.3.37). 
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Figura 2.3.37. Analiza Karl Fischer pentru complecşii acizi graşi/α-ciclodextrină (pantele 
dreptelor de corelare V/m vs. Timp (s) pentru intervalele de timp pe care variaţia este 

pseudoliniară – 10-30s, 30-80s şi 80-300s – s-au utilizat pentru determinarea vitezelor medii 
de reacţie a apei)  

 
 

 
Compararea vitezelor de reacţie a complecşilor acizilor graşi saturaţi 

decanoic, palmitic şi stearic atât cu α-ciclodextrină cât şi cu β-ciclodextrină, figura 
2.3.38, scoate în evidenţă modul de legare al apei de hidratare în complecşi: apa de 
cristalizare din interiorul cavităţii βCD reacţionează cu o viteză medie care se poate 
calcula exact pe intervalul 30-80s (linearitate evidentă a dependenţei raportului 
volum de titrant/masă de probă în timp) şi care este mai mică în comparaţie cu 
primul interval corespunzător apei de suprafaţă. În cazul αCD această diferenţiere 
este mai greu de realizat, probabil datorită modului de legare a apei de cristalizare 
(mai slab sau mai puternic legată). 
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Figura 2.3.38. Analiza Karl Fischer pentru complecşii acizi graşi / β-ciclodextrină(pantele 
dreptelor de corelare V/m vs. Timp (s) pentru intervalele de timp pe care variaţia este 

pseudoliniară – 10-30s, 30-80s şi 80-300s – s-au utilizat pentru determinarea vitezelor medii 
de reacţie a apei) 

 
 

Din pantele dreptelor de corelare a raportului volum de titrant/masă de 
probă în timp, pentru intervalele de timp pe care variaţia este pseudoliniară se pot 
determina vitezele medii ale reacţiei Karl Fischer, deoarece se cunosc titrul soluţiei 
de iod (3,911 mg/mL) şi volumul de reacţie (50 mL). Rezultatele calculelor vitezelor 
medii de reacţie Karl Fischer pentru intervalele 10-30s, 30-80s şi 80-270s pentru 
complecşii cu α-ciclodextrină, respectiv pentru intervalele 10-20s, 20-40s, 40-360 şi 
360-450 pentru complecşii cu β-ciclodextrină sunt prezentate în tabelul 2.3.5. 

După cum se observă din tabelul 2.3.5, viteza de reacţie pe primul interval 
este de 6,4 mM/s pentru αCD şi de 9 mM/s pentru βCD, în timp ce pentru complecşii 
corespunzători aceste viteze sunt mai mici în comparaţie cu aceste valori: valori mici 
pentru complexul bine format al acidului decanoic (3,87% pentru αCD, respectiv 
5,97% pentru βCD). Pentru acizii palmitic şi stearic valorile vitezelor sunt mai mari, 
ceea ce sugerează în special apă “de suprafaţă”, slab legată (5,6-6,0 mM/s pentru 
αCD).  
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Tabelul 2.3.5. Vitezele de reacţie* Karl Fischer din analiza apei pentru complecşii 
ciclodextrinelor cu acizi graşi 

 

Nr. 
Crt. Compus 

Raport 
volum 

titrant/ 
masă probă 

(1a) 
(mL/g) 

Raport 
volum 
titrant
/masă 
probă 
(1b) 

(mL/g) 

Raport 
volum 

titrant/
masă 
probă 

(2) 
(mL/g) 

Raport 
volum 

titrant/
masă 
probă 

(3) 
(mL/g) 

Viteza 
medie 

de 
reacţie 

(1a) 
(mM/s) 

Viteza 
medie 

de 
reacţie 

(1b) 
(mM/s) 

Viteza 
medie de 
reacţie 

(2) 
 (mM/s) 

Viteza 
medie de 
reacţie 

(3) 
 (mM/s) 

1. αCD 1,158 - 0,006 0,006 6,44 - 0,04 0,04 

2. βCD 1,628 - 0,069 0,017 9,05 - 0,39 0,09 

3. Acid 
decanoic/αCD 0,695 - 0,058 0,015 3,87 - 0,32 0,08 

4. Acid 
palmitic/αCD 1,016 - 0,059 0,016 5,65 - 0,33 0,09 

5. Acid 
stearic/αCD 1,079 - 0,052 0,014 6,00 - 0,29 0,08 

6. Acid oleic/αCD 0,931 - 0,091 0,017 5,18 - 0,50 0,09 

7. Acid 
decanoic/βCD 1,074 0,508 0,009 0,006 5,97 2,83 0,05 0,04 

8. Acid 
palmitic/βCD 0,986 0,683 0,001 0,007 5,48 3,80 0,00 0,04 

9. Acid 
stearic/βCD 0,821 0,720 0,004 0,009 4,57 4,00 0,02 0,05 

10. Acid 
arahidic/βCD 0,426 0,923 0,005 0,009 2,37 5,13 0,03 0,05 

11. Acid 
behenic/βCD 1,186 0,481 0,006 0,007 6,59 2,68 0,04 0,04 

12. Acid oleic/βCD 1,225 0,488 0,003 0,008 6,81 2,71 0,01 0,04 

13. Acid 
linoleic/βCD 1,487 0,494 0,002 0,008 8,26 2,74 0,01 0,05 

 
* Intervale pseudoliniare de evaluare a vitezelor de reacţie Karl Fischer: 
1a: 10-30s pentru complecşi acizi graşi/αCD; 10-20s pentru complecşi acizi graşi/βCD 
1b: 20-40s pentru complecşi acizi graşi/βCD 
2: 30-80s pentru complecşi acizi graşi/αCD; 40-360s pentru complecşi acizi graşi/βCD 
3: 80-270s pentru complecşi acizi graşi/αCD; 360-540s pentru complecşi acizi graşi/βCD 

 

 
 

2.3.3. Sisteme supramoleculare bioconjugaţi/ciclodextrine 
 
 

Metodologia abordată pentru obţinerea şi analiza compuşilor de incluziune ai 
bioconjugaţilor/α- şi β-ciclodextrinei a fost similară cazului obţinerii complecşilor 
flavonoidelor şi acizilor graşi. 

În cazul bioconjugaţilor de tipul esterilor flavonoidelor cu acizi graşi saturaţi, 
în urma procesului de complexare s-au obţinut randamente de recuperare medii şi 
mari, cuprinse între 43,6%-74,9%, cel mai bun fiind pentru complexul rutin 
palmitat/β-ciclodextrină (74,9%). Complexul rutin decanoat cu β-ciclodextrină a fost 
obţinut cu un randament mai scăzut (43,6%). 

Complecşii bioconjugaţilor cu acizi graşi nesaturaţi s-au obţinut cu 
randamente mai bune: rutin oleat/β-ciclodextrină 79,8%, iar rutin linoleat/β-
ciclodextrină 82,1%. 
În ceea ce priveşte bioconjugaţii din clasa flavonolignanilor, în urma complexării s-
au obţinut randamente moderate: în cazul complexului silibinin stearat/β-
ciclodextrină 58,8%, iar în cel al complexului silibinin oleat/β-ciclodextrină 
randamentul a fost 72,2%.  
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Figura 2.3.39 este reprezentarea schematică a formării compusului de incluziune a 
rutin palmitatului (stearatului) cu ciclodextrine. 
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Figura 2.3.39. Reprezentarea schematică a procesului de încapsulare moleculară a 

bioconjugaţilor rutin-ester/ciclodextrină  

 
2.3.3.1. Analiza prin spectroscopie FT-IR 

 
Analiza spectroscopică FT-IR confirmă, ca şi în cazul flavonoidelor şi acizilor 

graşi, interacţiunea dintre bioconjugaţii obţinuţi şi ciclodextrine, şi implicit formarea 
complecşilor acestora. Spectrele FT-IR ale complecşilor au fost comparate cu cele 
ale bioconjugaţilor dintre flavonoide şi acizi graşi, obţinuţi pe calea esterificării 
enzimatice, separaţi şi purificaţi, şi ciclodextrinelor comerciale. Schimbările benzilor 
caracteristice ale substanţelor de pornire confirmă existenţa complexului cu benzi 
caracteristice specifice. În figura 2.3.40 sunt prezentate spectrele β-ciclodextrinei, 
complexului rutin palmitat/β-ciclodextrină şi cel al rutin palmitatului, suprapuse, 
unde se pot observa diferenţele benzilor caracteristice grupării carbonil, care în 
cazul rutin palmitatului la 1724 cm-1 şi 1655 cm-1 sunt mai intense, iar în cazul 
complexului intensităţile sunt mult mai slabe şi le regăsim la 1715 cm-1 şi 1653 cm-

1. Banda caracteristică β-ciclodextrinei, νCOC la 1027 cm-1, se regăseşte şi în complex 

BUPT



  Contribuţii oriiginale - 2 130 

la fel de intensă la 1030 cm-1. Aceleaşi schimbări specifice pot fi observate şi în 
cazul spectrelor rutin stearatului şi silibinin oleatului (figurile 2.3.41, 2.3.42). 

 

 
Figura 2.3.40. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului 

bioconjugatului rutin palmitat/β-ciclodextrină şi (3) rutin palmitatului: (a) spectrul compuşilor 
pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 

 

 
Figura 2.3.41. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului 

bioconjugatului rutin stearatului/β-ciclodextrină şi (3) rutin stearatului: (a) spectrul compuşilor 
pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
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Figura 2.3.42. Suprapunerea spectrelor FT-IR ale (1) β-ciclodextrinei, (2) complexului 
bioconjugatului silibinin oleatului/β-ciclodextrină şi (3) silibinin oleatului: (a) spectrul 

compuşilor pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1 
 
 
 

2.3.3.2. Analiza prin calorimetrie cu scanare diferenţială 
(DSC) 
 

 
Analiza DSC a complecşilor bioconjugaţi/ciclodextrine prezintă două aspecte 

importante care duc la confirmarea formării complexului: efectul endoterm 
corespunzător deshidratării este mai mic iar temperatura la care apare acesta este 
mai joasă, cel mai probabil datorită înlocuirii moleculelor de apă din cavitatea 
ciclodextrinei puternic legate, de către moleculele „oaspete”, flavonoide în cazul de 
faţă [190]. În figura 2.3.43, se poate observa scăderea energiei de deshidratare, în 
cazul complexului rutin decanoat/βCD, la o valoare de 880 J/g  şi temperatura 
corespunzătoare efectului endoterm 86°C, comparativ cu valorile mai ridicate ale 
ciclodextrinei pure. Pe intervalul 120-270°C se poate observa apariţia unui slab pic 
endoterm la 198°C care poate fi atribuit transformărilor structurale, iar efectele atât 
endo- cât şi exoterme care apar peste 270°C corespund descompunerii 
ciclodextrinei şi bioconjugatului. 
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Figura 2.3.43. Suprapunerea curbelor DSC pentru complexul rutin-decanoat/βCD (1) şi βCD 

comercială (2) realizate pe intervalul de temperatură 20-500°C 
 

Astfel, complexul rutin decanoat/βCD are o energie de deshidratare de 880 
J/g cu o temperatură a picului de 86,2°C (figura 2.3.43). În cazul complexului 
bioconjugatului rutin oleat/βCD această temperatură este ceva mai scăzută (85,1°C) 
(figura 2.3.44).  

 

 
Figura 2.3.44. Curbele DSC (suprapuse) pentru complexul rutin oleat/βCD (1) şi βCD 

comercială (2), realizate pe intervalul de temperatură 20-500°C 
 

În cazul nanoparticulelor bioconjugaţilor silibininei cu β-ciclodextrină, 
analizele DSC conduc la rezultate similare celor din cazul bioconjugaţilor rutinei, 
excepţie făcând complexul bioconjugatului silibinin stearat/βCD unde pot fi 
observate urme de acid gras (68,2°C), figura 2.3.45. Cele două picuri 
corespunzătoare deshidratării în cazul bioconjugaţilor cu acizi graşi nesaturaţi 
(corespunzătoare apei „de suprafaţă” şi celei puternic legate) apar în cazul silibinin 
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oleat/βCD la 57°C, respectiv 85°C iar pentru silibinin linoleat/βCD la 80,1°C, 
respectiv 107,5°C (figura 2.3.46) [191]. 

 

 
Figura 2.3.45. Suprapunerea curbelor DSC pentru complexul silibinin stearat/βCD (1) şi cea a 

βCD comerciale (2), realizate pe intervalul de temperatură 20-500°C 
 

 

 
Figura 2.3.46. Suprapunerea curbelor DSC pentru complexul silibinin oleat/βCD (1) şi  cea a 

βCD comerciale (2), realizate pe intervalul de temperatură 20-500°C 
 

2.3.3.3. Studiul activităţii antioxidante a bioconjugaţilor 
 
Obiectivul prezentului studiu a fost de evaluare a activităţii antioxidante a 

bioconjugaţilor (flavonoide/acizi graşi) şi complecşilor acestora cu β-ciclodextrină, 
comparativ cu activitatea antioxidantă a flavonoidelor şi complecşilor acestora cu β-
ciclodextrină, utilizând tot metoda captării radicalilor cu DPPH. Ca şi în cazul 
evaluării activităţii antioxidante a flavonoidelor şi complecşilor acestora cu 
ciclodextrinele, s-a determinat variaţia activităţii antioxidante în timp pe trei 
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intervale de timp: 10-60s, 60-180s şi 180-1800s, valorile fiind prezentate în tabelul 
2.3.6 pentru rutină şi derivaţii acesteia (bioconjugaţi şi complecşii corespunzători), 
respectiv 2.3.7 pentru silibinină şi derivaţii acesteia (bioconjugaţi şi complecşii 
corespunzători). 
 

Tabelul 2.3.6.  Vitezele de reacţie medii* şi activitatea antioxidantă** 

 

Nr. 
crt. Compus 

Viteza medie 
de reacţie (1) 

(µM/s) 

Viteza 
medie de 

reacţie (2) 
(µM/s)

Viteza 
medie de 

reacţie (3) 
(µM/s) 

AAO 
(%) 

1. Rutina - 0,175 0,006 82,3 
2. Rutin palmitat 0,056 0,044 0,019 92,6 
3. Rutin stearat 0,038 0,038 0,015 93,5 
4. Rutin oleat 0,343 0,018 0,001 92,1 
5. Rutin linoleat 0,075 0,066 0,020 93,3 
6. Complex rutina/βCD 0,154 0,045 0,002 74 
7. Complex rutin palmitat/βCD 0,552 0,075 0,025 86,2 
8. Complex rutin stearat/βCD 0,494 0,063 0,038 80,9 
9. Complex rutin oleat/βCD 0,133 0,077 0,022 87,8 
10. Complex rutin linoleat/βCD 0,085 0,038 0,020 34,3 

* Intervale pseudoliniare de evaluare a vitezelor de reacţie medii 
1: 10-60s pentru rutină, bioconjugaţii rutinei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
2: 60-180s pentru rutină, bioconjugaţii rutinei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
3: 180-1800s pentru rutină, bioconjugaţii rutinei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
** finală, după 1800s. 

 
Variaţia activităţii antioxidante în timp pentru bioconjugaţii rutinei cu acizi 

graşi este net diferită comparativ cu rutina nederivatizată. Acest lucru se observă 
foarte bine din valorile vitezelor medii de reacţie ale DPPH în prezenţa probelor 
studiate în special pentru ultimul interval de timp considerat: ~0,02 µM/s pentru 
bioconjugaţi şi doar 0,006 µM/s pentru rutină (figura 2.3.47).  
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Figura 2.3.47. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de rutină, rutin palmitat, rutin stearat şi rutin linoleat  
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Diferenţa este evidentă pentru complecşii bioconjugaţilor cu β-ciclodextrină: 
pe cel de-al doilea interval de timp vitezele de reacţie sunt aproximativ duble 
(~0,07 µM/s) comparativ cu bioconjugaţii neîncapsulaţi (~0,04 µM/s); acest lucru 
se constată şi pe cel de-al treilea interval de timp (de exemplu 0,04 µM/s pentru 
complexul rutin stearat/βCD şi doar 0,015 µM/s pentru biocompusul neîncapsulat), 
figurile 2.3.48 şi 2.3.49. 
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Figura 2.3.48. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 
probele de rutină, rutin palmitat şi rutin stearat, suprapuse cu complecşii acestora cu β-

ciclodextrină 
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Figura 2.3.49. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de rutină, rutin oleat şi rutin linoleat suprapuse cu cele ale complecşilor acestora cu β-
ciclodextrină  
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Variaţia activităţii antioxidante în timp pentru bioconjugaţii silibininei cu acizi 

graşi este diferită comparativ cu silibinina nederivatizată, valorile vitezelor medii de 
reacţie ale DPPH sunt apropiate sau mai mici în prezenţa probelor studiate (figura 
2.3.50). 
 

Tabelul 2.3.7. Vitezele de reacţie medii* şi activitatea antioxidantă** 

 

Nr. 
crt. Compus 

Viteza 
medie de 
reacţie 

(1) 
(µM/s)

Viteza 
medie de 
reacţie 

(2) 
(µM/s)

Viteza 
medie de 
reacţie 

(3) 
(µM/s) 

AAO (%) 

1. Silibinina 0,486 0,100 0,029 91 
2. Silibinin palmitat 0,269 0,090 0,014 31 
3. Silibinin behenoat 0,069 0,039 0,009 36,2 
4. Silibinin oleat 0,007 0,008 0,004 38,3 
5. Complex silibinina/βCD 0,425 0,248 0,039 59,5 
6. Complex silibinin behenoat/βCD 0,033 0,013 0,002 5 
7. Complex silibinin oleat/βCD 0,028 0,010 0,004 15,4 

* Intervale pseudoliniare de evaluare a vitezelor de reacţie medii 
1: 10-60s pentru silibinină, bioconjugaţii silibininei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
2: 60-180s pentru silibinină, bioconjugaţii silibininei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
3: 180-1800s pentru silibinină, bioconjugaţii silibininei şi complecşii acestora cu ciclodextrine; 
** finală, după 1800s. 
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Figura 2.3.50. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 
probele de silibinină, silibinin palmitat şi silibinin behenoat  

 
Diferenţa este evidentă doar pentru complecşii silibininei cu β-ciclodextrină: 

pe cel de-al doilea interval de timp vitezele de reacţie sunt aproximativ triple (~0,25 
µM/s) comparativ cu silibinina neîncapsulată (~0,09 µM/s); acest lucru se constată 
şi pe cel de-al treilea interval de timp, 0,04 µM/s pentru complexul silibinină/βCD şi 
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doar 0,02 µM/s pentru compusul neîncapsulat). În figurile 2.3.51 şi 2.3.52 se poate 
observa asemănarea dintre alura curbelor silibininei, bioconjugatului acesteia cu acid 
palmitic şi complexul silibininei cu β-ciclodextrina. În cazul bioconjugaţilor silibininei 
cu acizii oleic şi behenic şi complecşilor corespunzători cu β-ciclodextrină, rezultatele 
au fost neconcludente. 
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Figura 2.3.51. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 

probele de silibinină, silibinin palmitat şi silibinin behenoat suprapuse cu cele ale complecşilor 
acestora cu β-ciclodextrină  
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Figura 2.3.52. Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru 
probele de silibinină şi silibinin oleat suprapuse cu cele ale complecşilor acestora cu β-

ciclodextrină  
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2.3.3.4. Studiu asupra transferului prin membrană 

 
Transferul prin membrane semipermeabile a biocompuşilor şi complecşilor 

corespunzători cu ciclodextrine, care poate fi util pentru evaluarea comportării 
acestora în formulări farmaceutice sau în procese de separare, a fost modelată 
folosind celofanul (celuloză regenerată, cu caracter preponderent hidrofil), una 
dintre cele mai comune membrane.  

Monitorizarea transferului prin membrană a flavonoidelor, bioconjugaţilor cu 
acizi graşi, atât neîncapsulaţi cât şi sub formă de complecşi ai ciclodextrinelor, s-a 
efectuat spectrofotometric, la lungimea de undă de 362 nm, determinându-se 
variaţia concentraţiei de biocompus în timp (în general până la 5-6 ore, respectiv cu 
verificarea concentraţiei de biocompus şi după 12 ore de transfer în unele cazuri). S-
au utilizat soluţii de diverse polarităţi în compartimentul de transfer şi anume soluţie 
de clorură de sodiu 0,9% (ser fiziologic) şi soluţie alcoolică (etanol 60%), de 
polaritate mai redusă. 

În general, alura curbelor care redau variaţia concentraţiei în timp a fost 
logaritmică, sau liniară pe intervalele mai mici de timp. Acest lucru se constată în 
special în cazul complecşilor evaluaţi în ser fiziologic, probabil datorită unei 
solubilizări şi compatibilităţi mai bune a oligozaharidelor ciclice (ciclodextrinelor) cu 
structura celulozică a membranei. Pentru transferul în soluţii alcoolice alura curbelor 
a fost exponenţială pe domeniul de monitorizare. 

Dacă se compară variaţia concentraţiei de rutină la transferul prin 
membrană de celofan din soluţii ce conţin rutină sau complecşi ai acesteia cu αCD 
sau βCD, se constată că alura curbelor este similară, complexul cu αCD având 
comportare mai apropiată de cazul rutinei necomplexate. Fenomenul poate fi 
explicat prin faptul că rutina este incomplet/parţial încapsulată (probabil reţinută 
mecanic în complexul solid cu αCD şi eliberată rapid la dizolvare în fază apoasă) 
(figura 2.3.53). 
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Figura 2.3.53. Variaţia concentraţiei de rutină în ser fiziologic (mg/mL) funcţie de timp la 
transferul prin membrană de celofan, din soluţii conţinând rutină şi complecşi ai acesteia cu 

αCD şi βCD  
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Complecşii bioconjugaţilor rutinei cu βCD prezintă o solubilitate extrem de 
scăzută în soluţia de ser fiziologic şi de aceea s-a încercat evaluarea transferului prin 
membrană a acestora în soluţie alcoolică de 60%. Comportarea la transferul în 
soluţie alcoolică a complexului bioconjugatului rutin palmitat/βCD este comparabilă 
cu cea a complexului rutină/βCD, dar efectuată în soluţie de ser fiziologic. În figura 
2.3.54 sunt redate variaţiile concentraţiei complexului rutinei/βCD, a complexului 
rutin palmitat/βCD şi a complexului rutin linoleat/βCD în soluţie alcoolică, la 
lungimea de undă de 362 nm. O comparaţie a comportării rutinei, bioconjugaţilor cu 
acizi graşi şi complecşilor corespunzători la transferul prin membrană de celofan 
poate fi observată în figura 2.3.55.  
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Figura 2.3.54. Variaţia concentraţiei de rutină şi bioconjugaţi ai rutinei în etanol 60% 

(mg/mL) funcţie de timp la transferul prin membrană de celofan din soluţii conţinând complecşi 
ai rutinei şi bioconjugaţilor rutin palmitat şi rutin linoleat cu  βCD 
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Figura 2.3.55. Variaţia concentraţiei de rutină şi bioconjugaţilor rutinei în soluţie etanolică şi 

ser fiziologic (mg/mL) funcţie de timp, la transferul prin membrană de celofan din soluţii 
conţinând rutină, complecşi ai acesteia cu αCD şi βCD şi complexul bioconjugatului rutin 

linoleat cu  βCD  
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În cazul silibininei, bioconjugaţilor cu acid oleic şi complecşilor 

corespunzători cu βCD, transferul prin membrană în soluţii hidrofile (ser fiziologic) 
nu a fost semnificativ, în timp ce în soluţii alcoolice concentraţia biocompuşilor 
studiaţi a fost sensibil mai mare. 

 
 

2.3.4. Concluzii parţiale 
 
 

În urma studiilor efectuate privind micro/nanoîncapsularea flavonoidelor 
agliconice (crisina, naringenina, hesperetina, quercetina), flavonoidelor glicozilate 
(rutina) şi flavonolignanilor (silibinina), acizilor graşi saturaţi (decanoic, palmitic, 
stearic, arahidic şi behenic) şi nesaturaţi (oleic şi linoleic) şi bioconjugaţilor 
flavonoide/acizi graşi cu α- şi β-ciclodextrină şi analiza complecşilor obţinuţi, se pot 
trasa următoarele concluzii: 
 
▪ S-au obţinut doisprezece sisteme supramoleculare ciclodextrine/flavonoide,  
paisprezece sisteme supramoleculare ciclodextrine/acizi graşi şi zece sisteme 
supramoleculare bioconjugaţi/ciclodextrine prin metoda cristalizării din soluţie 
etanol-apă (care să permită stabilirea echilibrului de asociere-disociere) cu 
randamente de recuperare bune. 
 
▪ Cu ajutorul spectroscopiei FT-IR s-a confirmat în toate cazurile prezenţa în 
complecşii formaţi a grupărilor carbonil şi hidroxil fenolic din compuşii de plecare şi 
prezenţa benzii caracteristice β-ciclodextrinei, νCOC de la 1027 cm-1 
 
▪ Analizele DSC ale complecşilor obţinuţi prezintă două aspecte importante care duc 
la confirmarea formării complexului: efectul endoterm corespunzător pierderii apei 
este mai mic iar temperatura la care apare acesta este mai joasă, comparativ cu 
ciclodextrina pură, ceea ce confirmă înlocuirea moleculelor de apă de către 
moleculele „oaspete”, flavonoide, acizi graşi şi bioconjugaţi. 
 
▪ Analizele SEM au arătat în majoritatea cazurilor modificări ale dimensiunilor şi 
formelor complecşilor analizaţi comparativ cu ciclodextrinele comerciale şi formele 
acestora recristalizate din sistem etanol-apă. 
 
▪ Activitatea antioxidantă finală este semnificativă în cazul flavonoidelor, dar o viteză 
de reacţie a DPPH nesemnificativă pe intervalul de timp final arată că nu mai există 
efect antioxidant. În cazul bioconjugaţilor, activitatea antioxidantă finală este 
comparabilă cu cea a flavonoidelor dar viteza de reacţie  este dublă, triplă sau, în 
unele cazuri chiar şi de zece ori mai mare pe ultimul interval de timp faţă de 
flavonoidele pure (fapt ce confirmă existenţa unei eliberări controlate pentru 
compuşii cu activitate antioxidantă).  
 
▪ Monitorizarea transferului prin membrană a flavonoidelor, bioconjugaţilor cu acizi 
graşi, atât neîncapsulaţi cât şi sub formă de complecşi ai ciclodextrinelor, a arătat că 
rutina şi complecşii acesteia cu cele două ciclodextrine prezintă un transfer bun în 
soluţia de ser fiziologic, în timp ce bioconjugaţii acesteia şi complecşii corespunzători 
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cu βCD prezintă un transfer mai bun în soluţie alcoolică, probabil datorită solubilităţii 
mai bune a bioconjugaţilor în această soluţie. În cazul silibininei, bioconjugaţilor cu 
acid oleic şi complecşilor corespunzători cu βCD, transferul prin membrană în soluţii 
hidrofile (ser fiziologic) nu a fost semnificativ, în timp ce în soluţie alcoolică 
concentraţia biocompuşilor a fost mai ridicată şi cu un transfer mai bun în timp. 
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3. PARTEA EXPERIMENTALĂ 
 
 

 
3.1. Materiale utilizate 
 

 
Enzimele: Candida antarctica imobilizată (Novozyme 435), Pseudomonas 

fluorescens (Amano Lipase AK, Aldrich), Pseudomonas cepacia (Amano Lipase PS, 
Aldrich), Lipozyme RM, Candida cylindracea (Sigma), Aspergillus niger (BioChemika) 
şi Candida antarctica (C-Lecta, CalB).  

Flavonoidele: crisina (Sigma Aldrich), naringenina (Sigma Aldrich), 
hesperetina (Sigma Aldrich), quercetina (Fluka), rutina (Fluka) şi silibinina (Sigma 
Aldrich). 

Acizii graşi saturaţi şi nesaturaţi: acid decanoic (Fluka, ≥99%), acid palmitic 
(Fluka, ≥99%), acid stearic (Fluka, ≥99,5%), acid oleic (Fluka, >99%), acid linoleic 
(Fluka, >99%), acid arahidic (Sigma Aldrich, analytical standard) şi acid behenic 
(Sigma Aldrich, analitycal standard). 

Ciclodextrinele: α- şi β-ciclodextrină (puritate >99%, Merck&Co, Inc.). 
Solvenţii: acetona (Merck, 99,8%), acetonitril (Merck, HPLC grade), terţ-

butanol (Chimopar), hexan (Riedel de Haën, HPLC grade), cloroform (Merck, 
99,8%), metanol (Merck, 99,9%), acetat de etil (Chimopar), etanol (Chimopar, 
96%) şi apa distilată. 

Bioconjugaţii: rutin decanoat, rutin palmitat, rutin stearat, rutin oleat, rutin 
linoleat şi silibinin stearat, silibinin behenoat, silibinin oleat şi silibinin linoleat. 

  
3.2. Metoda generală de obţinere a bioconjugaţilor 

 
Pentru obţinerea bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi s-a utilizat metoda 

esterificării enzimatice. Sinteza propriu-zisă a avut loc într-un incubator, prevăzut cu 
agitator orbital, în care s-a lucrat în microreactoare de 10-50 mL. S-au cântărit la 
balanţa analitică flavonoidele şi acizii graşi, după care s-a adăugat solvent, uscat în 
prealabil cu site moleculare. Masa de reacţie s-a supus agitării magnetice, la 
temperatura de 50°C, timp de 10-12 ore. Iniţierea esterificării enzimatice s-a 
realizat odată cu adăugarea în masa de reacţie a enzimei, urmată de introducerea la 
incubator, la o temperatură de 50°C, 250 rpm, timp de 120 ore. În vederea 
îndepărtării apei formate pe parcursul reacţiei, la 24 de ore de la adăugarea 
enzimei, în fiecare microreactor au fost introduse site moleculare.  

Biosintezele au fost realizate iniţial pentru a obţine bioconjugaţi ai rutinei cu 
acizii graşi decanoic, palmitic, oleic şi linoleic în trei tipuri de solvenţi, tabelul 3.1, 
fără îndepărtarea apei din mediul de reacţie. 
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Tabelul 3.1. Esterificarea enzimatică a rutinei în acetonă, terţ-butanol şi acetonitril, 

fără îndepărtarea apei din sistem 
 

Nr. 
crt. Produs masaflavonoida (g) masaacid

(g) Solvent Volumsolvent 

(mL) 
masaenzima 

(g) 
1. Rutin palmitat 0,051 0,106 acetona

10,0 0,10 

2. Rutin decanoat 0,051 0,072 acetona
3. Rutin oleat 0,051 0,116 acetona
4. Rutin linoleat 0,051 0,119 acetona
5. Rutin palmitat 0,051 0,106 terţ-butanol
6. Rutin decanoat 0,050 0,072 terţ-butanol
7. Rutin oleat 0,050 0,116 terţ-butanol
8. Rutin linoleat 0,051 0,116 terţ-butanol
9. Rutin palmitat 0,051 0,105 acetonitril
10. Rutin decanoat 0,051 0,072 acetonitril
11. Rutin oleat 0,050 0,116 acetonitril
12. Rutin linoleat 0,050 0,118 acetonitril

 
Studiul influenţei apei din mediul de reacţie a presupus elaborarea de 

biosinteze atât în absenţă, cât şi în prezenţă de agent deshidratant. În cazul 
biosintezelor în prezenţa agenţilor deshidratanţi s-a lucrat cu site moleculare de 4Å 
(tabelul 3.2).  
 

Tabelul 3.2. Esterificarea enzimatică a rutinei cu/fără site moleculare, cu rapoarte 
molare flavonoidă/acid gras de 1/3, respectiv 1/5, în acetonă 
 
Nr. 
crt. Produs masaflavonoida (g) masaacid (g) Volumsolvent 

(mL) masaenzima (g) 

1. Rutin palmitat 0,123 0,154

20,0 0,20 

2. Rutin decanoat 0,123 0,105
3. Rutin oleat 0,124 0,168
4. Rutin linoleat 0,123 0,174
5. Rutin palmitat (sm) 0,122 0,167
6. Rutin palmitat (sm, 1/5) 0,125 0,257

 
Condiţiile optime de biosinteză au fost stabilite ca fiind: acetona solvent, 

raport molar flavonoidă/acid gras de 1/3, adăugarea de agent deshidratant (site 
moleculare) în mediu de reacţie, tabel 3.3. 
 

Tabelul 3.3. Esterificarea enzimatică rutinei şi silibininei în condiţii optime: raport 
molar 1/3, adaos de site moleculare, temperatură 50°C, solvent acetonă 
 

Nr. 
crt. Produs masaflavonoida (g) masaacid (g) Volumsolvent(mL) masaenzima (g) masasite mol (g) 

1. Rutin decanoat 0,153 0,131 25 0,250 3,75 
2. Rutin palmitat 0,153 0,192 25 0,250 3,75 
3. Rutin stearat 0,154 0,215 25 0,250 3,75 
4. Rutin oleat 0,154 0,224 25 0,250 3,75 
5. Rutin linoleat 0,153 0,208 25 0,250 3,75 
6. Silibinin decanoat 0,074 0,081 15 0,150 2,25 
7. Silibinin palmitat 0,073 0,116 15 0,150 2,25 
8. Silibinin stearat 0,072 0,128 15 0,150 2,25 
9. Silibinin oleat 0,074 0,134 15 0,150 2,25 
10. Silibinin linoleat 0,073 0,124 15 0,150 2,25 
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Pentru esterificarea flavonoidelor agliconice crisină, naringenină şi 
hesperetină, biosintezele au fost realizate în prezenţa a diferite enzime, în acetonă şi 
hexan (tabel 3.4). 

Tabelul 3.4. Esterificarea enzimatică a flavonoidelor agliconice,  în hexan (1-6) şi 
acetonă (7-18) 

 
Nr. 
crt. Flavonoida Acid gras Enzima masaflavonoida

(g) masaacid (g) Volumsolvent 

(mL) 
1. Crisina Ac. stearic AK 0,026 0,029 1 
2. Crisina Ac. stearic PS 0,026 0,029 1 
3. Crisina Ac. stearic Lipozyme 0,025 0,029 1 
4. Crisina Ac. stearic C.C. 0,025 0,028 1 
5. Crisina Ac. stearic A.n. 0,026 0,028 1 
6. Crisina Ac. stearic C-Lecta 0,025 0,029 1 
7. Crisina Ac. stearic AK 0,025 0,028 1 
8. Crisina Ac. stearic PS 0,025 0,029 1 
9. Crisina Ac. stearic Lipozyme 0,025 0,028 1 
10. Crisina Ac. stearic C.C. 0,025 0,029 1 
11. Crisina Ac. stearic A.n. 0,026 0,029 1 
12. Crisina Ac. stearic C-Lecta 0,025 0,028 1 
13. Naringenina Ac. palmitic Novozyme 0,054 0,513 10 
14. Hesperetina Ac. palmitic Novozyme 0,061 0,513 10 
15. Naringenina Ac. stearic Novozyme 0,054 0,569 10 
16. Hesperetina Ac. stearic Novozyme 0,060 0,569 10 
17. Naringenina Ac. oleic Novozyme 0,054 0,565 10 
18. Hesperetina Ac. oleic Novozyme 0,060 0,565 10 

 
 

Pentru esterificarea flavonoidelor agliconice quercetină, naringenină, 
hesperetină şi silibinină, s-au folosit lipazele PS, AK şi An şi s-a lucrat cu solvenţii 
acetonă şi acetonitril, atât în prezenţă de site moleculare, cât şi în absenţa acestor 
agenţi deshidratanţi (tabel 3.5). 

 
Tabelul 3.5. Esterificarea enzimatică a flavonoidelor agliconice cu acid palmitic în 

acetonitril (1-12, 25-27) şi acetonă (13-24, 28-30), cu/fără site moleculare 
 
Nr. 
crt. Flavonoida Enzima masaflavonoida

(g) masaacid (g) Volumsolvent 

(mL) masaenzima(g) 

1. Quercetina PS 0,006 0,016

2,0 

0,02 
2. Quercetina AK 0,006 0,016 0,02 
3. Quercetina An 0,006 0,016 0,02 
4. Naringenina PS 0,005 0,015 0,02 
5. Naringenina AK 0,006 0,016 0,02 
6. Naringenina An 0,005 0,016 0,02 
7. Hesperetina PS 0,007 0,017 0,02 
8. Hesperetina AK 0,007 0,016 0,02 
9. Hesperetina An 0,006 0,016 0,02 
10. Silibinina PS 0,009 0,016 0,02 
11. Silibinina AK 0,009 0,016 0,02 
12. Silibinina An 0,010 0,017 0,02 
13. Quercetina PS 0,006 0,016 0,02 
14. Quercetina AK 0,006 0,016 0,018 
15. Quercetina An 0,006 0,016 0,02 
16. Naringenina PS 0,005 0,015 0,02 
17. Naringenina AK 0,006 0,015 0,018 
18. Naringenina An 0,006 0,015 0,025 
19. Hesperetina PS 0,007 0,015 0,02 
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20. Hesperetina AK 0,007 0,015 0,017 
21. Hesperetina An 0,006 0,015 0,024 
22. Silibinina PS 0,010 0,015 0,02 
23. Silibinina AK 0,009 0,016 0,019 
24. Silibinina An 0,010 0,016 0,02 
25. Quercetina (sm) PS 0,006 0,016 0,02 
26. Quercetina (sm) AK 0,006 0,015 0,017 
27. Quercetina (sm) An 0,006 0,016 0,02 
28. Quercetina (sm) PS 0,006 0,017 0,02 
29. Quercetina (sm) AK 0,006 0,015 0,016 
30. Quercetina (sm) An 0,008 0,017 0,018 

 
 

3.3. Modelarea moleculară 
 

3.3.1. Materiale şi metode 
 

Modelarea moleculară pentru compuşii flavonoidici şi ciclodextrine s-a 
realizat cu ajutorul pachetului de programe HyperChem 7.02 (programul MM+), 
folosindu-se un gradient RMS de 0.01 kcal/mol. Pentru optimizare s-a utilizat 
algoritmul Polak-Ribiere cu gradient conjugat. 

Analiza conformaţională. Deoarece structurile sunt în general flexibile, în 
special restul de acid gras, numărul unghiurilor de torsiune necesare a fi variate a 
fost mare. Analiza conformaţională s-a realizat cu programul Conformational Search 
din pachetul de programe HyperChem 7.02. Condiţiile de lucru sunt cele prezentate 
mai jos: 
• variaţia unghiurilor de torsiune flexibile: ±60º - ±180º; 
• criteriu energetic de acceptare a conformaţiei: 4 kcal/mol peste minim; 
• anularea conformaţiilor: pentru atomii cu distanţe mai mici de 0.5 Å şi pentru 
diferenţe de unghiuri de torsiune sub 15º; 
• conformaţii duplicat: diferenţe de energie  sub 0.05 kcal/mol; 
• program de optimizare: MM+; 
• algoritm de optimizare: Polak-Ribiere; 
• gradient RMS de optimizare: 0.01 kcal/mol; 
• număr maxim de iteraţii: 1000; 
• număr maxim de optimizări: 1000; 
• număr de conformaţii maxim reţinut: 100. 

Docarea bioconjugaţilor în ciclodextrine. S-a realizat mai întâi modelarea 
moleculară şi analiza conformaţională a α-, β- şi γ-ciclodextrinei tot prin mecanică 
moleculară; structurile iniţiale au fost construite în concordanţă cu datele de raze X 
din literatura de specialitate. După construcţia structurii ciclodextrinelor, acestea au 
fost optimizate prin metoda prezentată, cu obţinerea unei conformaţii cu minim 
energetic local, cea mai stabilă conformaţie fiind utilizată în continuare în 
experimentele de docare. 

Docarea biocompuşilor în conformaţie de energie minimă în α-, β- şi γ-
ciclodextrină s-a realizat prin poziţionarea structurii bioconjugaţilor cu partea 
hidrofobă, mai puţin încărcată steric fie spre baza mare a ciclodextrinei (ce conţine 
grupele hidroxil secundare), fie spre baza mică a acesteia (ce conţine grupele 
hidroxil primare), pe axa OZ (corespunzătoare structurii “tronconice” a 
ciclodextrinei, axă ce trece prin centrele celor două baze) la o distanţă între centrele 
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de greutate ale celor două structuri implicate în interacţiune de ~8Å. Cele mai mari 
energii de interacţiune (cea mai mică energie absolută a complexului, valoare care a 
fost scăzută din suma energiilor absolute ale celor două componente ale 
complexului, modelate molecular separat, pentru obţinerea energiei de interacţiune) 
au fost obţinute pentru cazul orientării structurii biocompusului cu restul hidrofob 
spre baza mare a ciclodextrinei, ce conţine grupările hidroxil secundare. 
 
 
 

3.4. Metoda generală de obţinere a compuşilor de 
incluziune  
 
 

Obţinerea compuşilor de incluziune (sisteme supramoleculare) s-a realizat 
prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă. Astfel, s-au cântărit la balanţa 
analitică masele de α- sau β-ciclodextrină corespunzătoare unei molarităţi de 1:1, s-
au dizolvat în apă, s-au introdus într-un microreactor prevăzut cu termostatare, 
refrigerent ascendent şi agitare magnetică, şi s-au încălzit la temperatura de 50ºC. 
Peste soluţia de ciclodextrină s-a introdus în picături, în decurs de 15 minute, soluţie 
alcoolică de flavonoidă, acid gras sau bioconjugat (molecule „oaspete”), raport 
molar „oaspete”:ciclodextrină de 1:1. Soluţia s-a picurat dintr-o pâlnie de picurare 
montată la partea superioară a refrigerentului instalaţiei de complexare. După 
introducerea soluţiei alcoolice se mai agită amestecul timp de 15 minute, pentru 
perfectarea reacţiei, apoi se răceşte lent, tot sub agitare,  în timp de 4 ore până la 
temperatura camerei. Se lasă la frigider ~12 ore pentru perfectarea cristalizării 
după care se filtrează la vid, se spală cu etanol 96%, se uscă cristalele la 
temperatura ambiantă şi se cântăresc la balanţa analitică. Se determină 
randamentul de recuperare a complecşilor ca raport dintre masa de produs obţinută 
şi suma maselor de biocompuşi şi α- sau β-ciclodextrină utilizate la nanoîncapsulare 
(tabelele 3.6-3.10).  

 

Tabelul 3.6. Complexarea flavonoidelor cu α-ciclodextrină în sistem etanol-apă  

 
Nr. 
crt. Compus masaαCD 

(g) 
masaflav 

(g) 
VolumEtOH

(mL) 
Volumapă 

(mL) 
masaprobă 

(g) 
1. Naringenina/αCD 0,541 0,137 2 4 0,503 
2. Hesperetina/αCD 0,542 0,152 3 4 0,570 
3. Quercetina/αCD 0,541 0,151 3 4 0,566 
4. Crisina/αCD 0,542 0,128 3 4 0,547 
5. Rutina/αCD 0,540 0,306 3 4 0,669 
6. Silibinina/αCD 0,540 0,242 2 4 0,648 
7. αCD 0,540 2 4 0,429 
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Tabelul 3.7. Complexarea flavonoidelor cu β-ciclodextrină în sistem etanol-apă 

 
Nr. 
crt. Compus masaβCD 

(g) 
masaflav 

(g) 
Volumapă 

(mL) 
VolumEtOH 

(mL) 
masaprobă 

(g) 
1. Naringenina/βCD 0,672 0,137 4 2 0,547 
2. Hesperetina/βCD 0,672 0,152 4 3 0,578 
3. Quercetina/βCD 0,672 0,151 4 3 0,597 
4. Crisina/βCD 0,672 0,128 4 3 0,577 
5. Rutina/βCD 0,672 0,306 4 3 0,686 
6. Silibinina/βCD 0,671 0,241 4 2 0,688 
7. βCD 0,671 4 2 0,551 

 

Tabelul 3.8. Complexarea acizilor graşi cu α-ciclodextrină în sistem etanol-apă  

 
Nr. 
crt. Compus masaαCD 

(g) 
masaacid 

(g) 
Volumapă 

(mL) 
VolumEtOH 

(mL) 
masaprobă 

(g) 
1. Acid decanoic/αCD 0,542 0,086 4 2 0,516 
2. Acid palmitic/αCD 0,541 0,129 4 2 0,521 
3. Acid stearic/αCD 0,541 0,143 4 3 0,618 
4. Acid oleic/αCD 0,542 0,140 4 2 0,514 
5. Acid linoleic/αCD 0,541 0,143 4 2 0,562 
6. Acid arahidic/αCD 0,540 0,157 4 3 0,535 
7. Acid behenic/αCD 0,540 0,171 4 3 0,540 

 
Tabelul 3.9. Complexarea acizilor graşi cu β-ciclodextrină în sistem etanol-apă 

 
Nr. 
crt. Compus masaβCD 

(g) 
masaacid 

(g) 
Volumapă 

(mL) 
VolumEtOH 

(mL) 
masaprobă 

(g) 
1. Acid decanoic/βCD 0,671 0,086 4 2 0,593 
2. Acid palmitic/βCD 0,672 0,129 4 2 0,634 
3. Acid stearic/βCD 0,671 0,143 4 2 0,465 
4. Acid oleic/βCD 0,672 0,141 4 2 0,621 
5. Acid linoleic/βCD 0,672 0,141 4 2 0,664 
6. Acid arahidic/βCD 0,671 0,157 4 3 0,528 
7. Acid behenic/βCD 0,672 0,171 4 2 0,468 

 
Tabelul 3.10. Complexarea bioconjugaţilor cu β-ciclodextrină 

 
Nr. 
crt. Compus masaβCD 

(g) 
masaester 

(g) 
Volumapă 

(mL) 
VolumEtOH 

(mL) 
masaprobă 

(g) 
1. Rutin decanoat/βCD 0,070 0,040 1 1 0,048 
2. Rutin palmitat/βCD 0,031 0,019 1 1 0,037 
3. Rutin stearat/βCD 0,040 0,025 1 1 0,038 
4. Rutin oleat/βCD 0,072 0,048 1 1 0,096 
5. Rutin linoleat/βCD 0,108 0,070 1 1 0,035 
6. Silibinin palmitat/βCD 1,342 0,720 4 2 1,847 
7. Silibinin stearat/βCD 0,040 0,025 1 1 0,018 
8. Silibinin behenoat/βCD 0,050 0,034 1 1 0,050 
9. Silibinin oleat/βCD 0,178 0,099 1 1 0,201 

10. Silibinin 
oleat/βCD_MeOH 0,060 0,034 1 1 0,036 

11. Silibinin linoleat/βCD 0,075 0,041 1 1 0,059 
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3.5. Metode de analiză 

 
3.5.1. Analiza concentraţiei de apă prin titrare Karl Fischer 

(KFT)  
 

Titrarea Karl Fischer pentru determinarea conţinutului de apă din probe s-a 
realizat cu ajutorul unui aparat Karl Fischer Titrando 701 (Metrohm), echipat cu 
sistem de dozare Metrohm 10 şi sistem de amestecare Ti Stand 703. S-a utilizat 
tehnica bicomponent (Component 1: Titrant 5 apura ce conţine soluţie metanolică 
de iod şi Component 2: Solvent apura, ce conţine soluţie metanolică de imidazol şi 
dioxid de sulf). Titrul soluţiei de iod a fost determinat înainte de fiecare set de 
analize utilizând Water standard 1% apura. Cantităţile de probă luate în lucru au 
fost ~0.2g. Pentru analiza KFT s-au setat următorii parametri: I (pol) 50µA, „end 
point” 250mV, viteza maximă de titrare 5mL/min, panta curbei de titrare a fost 
utilizată drept criteriu de stop, cu o valoare a pantei de 15 µl/min. Timpul de 
extracţie a fost de 300s, toate determinările realizându-se cel puţin în duplicat. 
 

3.5.2. Analiza TLC 
 

Formarea produşilor a fost monitorizată calitativ, pe tot parcursul 
desfăşurării biosintezei, prin cromatografie în strat subţire (TLC, thin layer 
chromatography), pe plăcuţe de silica gel 60 F254 (Merck). S-a folosit ca eluent 
amestecul cloroform/metanol/apă (80/20/0.3, v/v/v, solvenţi pentru cromatografie, 
Merck), pentru flavonoidele glicozilate, respectiv a amestecului cloroform/acetat de 
etil (60/40, v/v, solvenţi pentru cromatografie, Merck), pentru flavonoidele 
agliconice şi flavonolignani. Atât flavonoidele, cât şi esterii acestora au fost 
vizualizaţi şi identificaţi la lumină ultravioletă. 
 

3.5.3. Analiza HPLC 
 

Analiza calitativă (în unele cazuri şi cantitativă) a probelor s-a realizat cu 
ajutorul cromatografiei de lichide de înaltă presiune, HPLC (high-pressure liquid 
chromatography). Toate probele s-au analizat cu cromatograful HPLC Jasco, echipat 
cu pompă cuaternară (PU-2080 Plus), unitate de amestecare (LG-2080), degazor 
(DG-2080-54 4), detector spectrofotometric (UV-2070 Plus Intelligent UV/VIS 
Detector) cu posibilitate de achiziţie de date  Jasco ChromPass Chromatography 
Data System ver. 1.7.403.1, interfaţă LC-Net II / ADC. Condiţiile de lucru au fost: 
coloană Nucleosil 100 C-18, 250 × 4.6 mm × mm, diametrul particulelor 5μm, 
lungimea de undă 280 nm. Separarea diferitelor componente din mediul de reacţie 
s-a realizat utilizând gradient de solvent (tabelul 3.11) cu debit de 1 mL/min, la 
temperatura de 25°C, volumul de probă injectat 20μL. 
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Tabelul 3.11. Gradientul de eluţie pentru HPLC folosit la separarea esterilor rutinei şi 
silibininei 
 

Timpul (min) Solvent A (apă, 0.1% AcOH) (%) Solvent B (acetonitril, 0.1% AcOH) (%) 
0 90 10
15 0 100
25 0 100
30 90 10

 
La finalul esterificării enzimatice, enzima imobilizată şi sitele moleculare au 

fost îndepărtate prin filtrare, iar probele au fost supuse centrifugării deoarece doar 
filtrarea nu îndepărtează complet urmele acestora. Ulterior, solventul a fost 
îndepărtat prin evaporare pe evaporator rotativ. Separarea bioconjugaţilor 
flavonoide/acizi graşi, obţinuţi în urma biosintezelor efectuate s-a realizat prin două 
metode: extracţie lichid-lichid şi separare pe coloană cromatografică. 

 
3.5.4. Extracţia lichid-lichid 

 
Pentru îndepărtarea acizilor graşi nereacţionaţi produsul brut obţinut în 

urma îndepărtării solventului a fost supus extracţiilor repetate (4x20mL) cu 
amestecul de solvenţi heptan/apă (30/20, v/v, solvent pentru cromatografie, 
Merck), la temperatura camerei, când în faza organică se extrag foarte bine acizii. 
La îndepărtarea flavonoidelor, s-a utilizat amestecul acetat de etil/apă (1/6, v/v, 
solvent pentru cromatografie, Merck), la temperatura de 60°C, cu agitare 
magnetică, timp de 30 minute. Flavonoidele se extrag în faza apoasă, iar esterii se 
găsesc în faza organică. Pentru grăbirea separării fazelor probele s-au centrifugat 5 
minute, la 2000 rot/min. Faza organică a fost supusă evaporării rezultând compuşii 
doriţi, fără urme de substraturi nereacţionate. Pentru purificare, compuşii obţinuţi 
au fost recristalizaţi din acetonă sau metanol. 

 

3.5.5. Separarea pe coloană cromatografică 

 
Pentru a fi supuse separării pe coloană, probele au fost pregătite în două 

moduri: a) s-au evaporat la sec şi au fost dizolvate ulterior în eluentul utilizat la 
separare; b) au fost concentrate şi ulterior introduse pe coloană. Coloanele folosite, 
prevăzute cu frită, au fost umplute cu silicagel (Kieselgel 60, 70-230 mesh, Merck). 
Amestecul de solvenţi utilizat la eluarea coloanei a fost: cloroform/metanol/apă 
(80/20/0.3, v/v/v, solvenţi pentru cromatografie, Merck) în cazul bioconjugaţilor 
flavonoidelor glicozidice şi cloroform/acetat de etil (60/40, v/v, solvent pentru 
cromatografie, Merck), în cazul bioconjugaţilor flavonolignanilor. Fracţiunile 
colectate, au fost analizate cu ajutorul TLC, iar cele în care a fost confirmată 
prezenţa bioconjugaţilor au fost supuse evaporării la sec, cu ajutorul evaporatorului 
rotativ, pentru izolarea esterilor. 
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3.5.6. Spectroscopia FT-IR 

 
Spectrele IR s-au realizat cu ajutorul spectrofotometrului FT-IR Jasco 430. 

Probele solide supuse analizei s-au preparat în pastile de bromură de potasiu iar 
cele lichide în peliculă între două geamuri de bromură de potasiu.  

 
3.5.7. Spectrometria RMN 

 
Spectrele de rezonanţă magnetică nucleară (1H-RMN şi 13C-RMN) s-au 

înregistrat la un spectrometru Bruker Avance DRX400. S-a folosit acetonă 
deuterată. 

Valorile deplasărilor chimice (δ) în spectrele de 1H-RMN se exprimă în ppm, 
iar constantele de cuplare (J) se exprimă în Hz. Abrevierile utilizate pentru 
multiplicitatea semnalelor sunt: s (singlet), d (dublet), t (triplet), q (cuartet) şi m 
(multiplet). 
 
 

3.5.8. Analiza prin calorimetrie cu scanare diferenţială (DSC) 
 

Calorimetria cu scanare diferenţială (DSC) pentru complecşi s-a realizat cu 
ajutorul unui aparat DSC Netzsch 204. S-au cântărit la balanţa analitică, direct în 
capsulele speciale de Al2O3 utilizate pentru analiza calorimetrică, mase de 
aproximativ 20±5 mg complex care s-au supus analizelor DSC în următoarele 
condiţii: program de temperatură de la 20°C la 400°C (în cazul complecşilor 
bioconjugaţuilor până la 500°C), cu o viteză de încălzire de 4°C/min. Achiziţia de 
date s-a realizat cu ajutorul programului DSC Netzsch 204-Acquisition Soft/2000; 
prelucrarea datelor s-a efectuat cu programul Netzsch Proteus-Thermal Analysis ver. 
4.0/2000. 
 

3.5.9. Analiza prin microscopie electronică cu scanare (SEM) 
 

Analiza prin microscopie elecronică cu scanare (SEM) pentru 
micro/nanoparticulele cu α- şi β-ciclodextrină (pentru evaluarea morfologiei 
cristalelor şi a dimensiunilor aproximative ale acestora) s-a realizat cu ajutorul unui 
aparat tip JEOL JEM 1010, dotat cu cameră video Mega View III CCD pentru 
preluarea imaginilor, la o tensiune de accelerare de 30kV, la o magnitudine de până 
la 50000 ×, focalizare 5.6mm. 
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3.5.10. Determinarea activităţii antioxidante 
 
Evaluarea activităţii antioxidante a acestor sisteme complexe s-a realizat 

utilizând soluţii separate de flavonoide (0.001 g/mL), complecşi ai flavonoidelor 
(0.004 g/mL), bioconjugaţi (0.002 g/mL) şi complecşi ai bioconjugaţilor (0.004 
g/mL). Analiza activităţii antioxidante s-a realizat cu ajutorul unui spectrofotometru 
CamSpec M501, iar datele obţinute s-au prelucrat cu ajutorul programului Analyst 
ver. 4.67, Camspec Ltd. S-a lucrat în modul următor: în cuva pentru probă s-au 
introdus 2 mL etanol 96% (sau 2 mL apă distilată), 0.5 mL soluţie de probă, 
alcoolică sau apoasă (flavonoidă, complex al acesteia, bioconjugat sau complex al 
acestuia cu ciclodextrine), şi 0.5 mL soluţie DPPH 1 mM şi s-a început înregistrarea. 
S-a înregistrat absorbanţa la 517 nm timp de 1800s. Soluţia se decolorează în timp 
pe măsură ce DPPH reacţionează cu radicalii liberi sau precursorii acestora din 
sistem, iar înaintarea reacţiei este monitorizată spectrofotometric. Toate citirile s-au 
făcut faţă de o soluţie alcoolică sau apoasă de referinţă. 

Activitatea antioxidantă s-a calculat conform formulei: 
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unde A%(t) reprezintă absorbanţa procentuală la timpul t a soluţiei analizate, faţă 
de absorbanţa probei martor (fără probă de analizat). 

Din absorbanţele amestecurilor de probă cu DPPH şi cu ajutorul unei curbe 
de etalonare pentru DPPH s-au putut determina concentraţiile momentane de DPPH 
pe parcursul analizei activităţii antioxidante, ceea ce a permis determinarea vitezelor 
de reacţie medii ale DPPH pe diferite intervale de timp: 
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t

cv DPPH μ
Δ

Δ−=  

 
unde:  v  – viteza medie de reacţie a DPPH (μM/s); 
 ΔcDPPH/Δt – variaţia concentraţiei de DPPH în timp pe intervalul considerat. 
 

Curba de etalonare pentru DPPH: 
 

)( 10
96.10

025.0. 3517, M
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c nmDPPH μ⋅
−

=  

 
Din ecuaţia dreptei: )()( stbaMc ⋅−=μ , rezultă Δc/Δt = -b, deci viteza 

medie pe porţiunea pseudoliniară a curbei va fi chiar panta cu semn schimbat a 
ecuaţiei dreptei de corelare pe intervalul de timp considerat, din reprezentarea 
variaţiei concentraţiei de DPPH în timp. 
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3.5.11. Evaluarea transferului prin membrană 

 
Analiza spectrofotometrică a flavonoidelor pure, a complecşilor acestora, a 

bioconjugaţilor precum şi a complecşilor acestora şi evaluarea transferului 
membranar s-a realizat cu ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS CamSpec 501, iar 
datele obţinute au fost prelucrate cu ajutorul programului UV-Vis Analyst, versiunea 
4.67. Toate citirile s-au făcut faţă de ser fiziologic sau soluţie etanolică 60% ca 
referinţă, în funcţie de soluţia în care s-a lucrat. Transferul membranar s-a realizat 
într-o instalaţie din sticlă cu o suprafaţă a membranei de 9 cm2; în instalaţie s-au 
introdus probe diluate în ser fiziologic sau etanol 60% (20 mg/50 mL solvent), iar în 
compartimentul de transfer s-au introdus 8 mL solvent (etanol 60% sau ser 
fiziologic). Sistemul a fost încălzit la 37ºC cu ajutorul unui termostat Julabo ED şi 
menţinut sub agitare magnetică timp de 4-8 ore, iar în unele cazuri analiza s-a 
realizat până la 12 ore; s-au prelevat probe din 30 în 30 de minute pentru analiza 
spectrofotometrică. Pentru flavonoidele pure s-a lucrat cu o concentraţie de 0.1 M.  
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4. CONCLUZII FINALE 
 

 
Principalele contribuţii proprii ale acestei teze constau în obţinerea prin 

esterificare enzimatică a unor bioconjugati ai flavonoidelor cu acizi graşi saturaţi şi 
nesaturaţi, modelarea moleculară a interacţiunii bioconjugaţilor obţinuţi cu 
principalele ciclodextrine naturale, obţinerea de compuşi de incluziune ai 
flavonoidelor, acizilor graşi şi bioconjugaţilor cu ciclodextrinele, studiul activităţii 
antioxidante şi comportării la transportul prin membrane semipermeabile a acestor 
compuşi. 

 
Concluziile cele mai importante rezultate din cercetările efectuate sunt: 
 
• S-au obţinut cu randamente bune (de peste 60%) bioconjugaţi ai rutinei 

(o flavonoidă glicozilată) şi silibininei (un flavonolignan), prin esterificare directă cu 
acizii graşi saturaţi decanoic, palmitic, stearic, arahidic şi behenic şi acizii graşi 
nesaturaţi oleic şi linoleic, în prezenţa lipazei Novozyme 435, în acetonă, utilizând 
site moleculare pentru controlul cantităţii de apă din sistem. 

 
• Studiul parametrilor care influenţează reacţia de esterificare enzimatică a 

scos în evidenţă rolul esenţial al cantităţii de apă prezente în sistemul de reacţie şi al 
solventului. Acilarea a avut loc foarte greu în cazurile în care apa formată nu a fost 
îndepărtată, în timp ce utilizarea de site moleculare pentru a reţine apa a 
determinat creşterea randamentelor cu până la 60%. Acetona s-a dovedit a fi cel 
mai bun mediu de reacţie, dar şi alţi solvenţi de polaritate medie au dus la rezultate 
apropiate. 

 
 • Monitorizarea sintezelor prin cromatografie în strat subţire şi 

cromatografie de lichide HPLC  a demonstrat că în majoritatea cazurilor s-a format 
un singur produs de reacţie, confirmându-se regioselectivitatea lipazei.  

 
• În cazul flavonoidelelor agliconice, acilarea enzimatică prin esterificare 

directă s-a realizat cu randamente scăzute (hesperetina, quercetina), sau nu s-a 
format  ester (crisina, naringenina), deşi au fost încercate şapte tipuri de lipaze 
microbiene de diferite provenienţe drept biocatalizator şi mai mulţi solvenţi organici 
ca mediu de reacţie. 

 
• Separarea şi purificarea bioconjugaţilor sintetizaţi s-a realizat prin tehnicile 

de extracţie lichid-lichid şi/sau cromatografie pe coloană de silicagel, cea de-a doua 
metodă dovedindu-se mai eficientă, în sensul că analiza prin HPLC a bioconjugaţilor 
separaţi prin această metodă nu a mai indicat prezenţa flavonoidei sau a unor 
produşi secundari. Purificarea compuşilor separaţi s-a făcut prin recristalizare din 
acetonă sau metanol, randamente mai bune fiind obţinute în acetonă. 

  
• Structura de esteri de flavonoide a bioconjugaţilor separaţi şi purificaţi a 

fost confirmată prin spectroscopie FT-IR, iar analiza prin spectrometrie 1H-RMN şi 
13C-RMN, a demonstrat că acilarea rutinei cu acizii graşi saturaţi şi nesaturaţi a avut 
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loc la hidroxilul din poziţia C-4''', dar şi faptul că produsul mai conţine acid gras, 
care nu fost complet îndepărtat la separarea pe coloană cromatografică.  

 
• Modelarea moleculară a interacţiunii bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi 

cu α-, β- şi γ-ciclodextrina a arătat că bioconjugaţii pot fi încapsulaţi molecular în 
cavitatea ciclodextrinelor datorită compatibilităţii sterice în special cu restul 
neramificat de acid gras, dar apar totuşi unele impedimente sterice legate de 
conformaţia spiralată a bioconjugaţilor, ceea ce determină o interacţiune mai puţin 
eficientă în cazul α-ciclodextrinei. 

 
• Stabilitatea complexului bioconjugat/ciclodextrină este demonstrată de 

energiile de interacţiune calculate, care pentru β- şi γ-ciclodextrină sunt semnificativ 
mai mari comparativ cu α-ciclodextrina. Pentru bioconjugaţii de rutină stabilitatea 
este mult mai bună în cazul γ-ciclodextrinei comparativ cu complexul cu β-
ciclodextrină, iar pentru derivaţii silibininei valorile sunt foarte apropiate.  

 
• S-au obţinut sisteme supramoleculare (compuşi de incluziune) ai 

flavonoidelor (crisină, naringenină, hesperetină, quercetină, rutină şi silibinină) cu α- 
şi β-ciclodextrina, ai acizilor graşi (decanoic, palmitic, stearic, arahidic, behenic, 
oleic şi linoleic)  cu α- şi β-ciclodextrina şi ai bioconjugaţilor (rutin decanoat, rutin 
palmitat, rutin stearat, rutin oleat, rutin linoleat şi silibinin palmitat, silibinin stearat, 
silibinin behenoat, silibinin oleat şi silibinin linoleat) cu  β-ciclodextrina, prin metoda 
cristalizării din soluţie etanol-apă, cu randamente de recuperare bune. 

 
• Formarea complecşilor a fost demonstrată cu ajutorul spectroscopiei FT-

IR, prin prezenţa benzilor de absorbţie caracteristice, atât ai compuşilor care au fost 
supuşi încapsulării cât şi ai ciclodextrinei.  

 
• Analizele calorimetrice au indicat formarea complecşilor 

flavonoide/ciclodextrine, acizi graşi/ciclodextrine, respectiv 
bioconjugaţi/ciclodextrine, prin faptul că s-au micşorat pierderile de masă şi efectele 
calorice corespunzătoare pierderii apei la încălzire şi au fost identificate efecte 
calorice pe intervalul de asociere-disociere a unor astfel de complecşi. Cele mai 
importante dovezi aduse de analizele DSC, care confirmă formarea complecşilor, 
sunt: micşorarea efectului endoterm corespunzător deshidratării şi scăderea 
temperaturii la care apare acest efect, comparativ cu ciclodextrina pură. Explicaţia 
acestor fenomene este înlocuirea moleculelor de apă de către moleculele „oaspete” 
(flavonoide, acizi graşi sau bioconjugaţi). 

 
• Complecşii obţinuţi au avut în marea majoritate a cazurilor concentraţii de 

apă mai mici comparativ cu ciclodextrinele comerciale. În consecinţă, cantitatea de 
apă reţinută în complex poate fi considerată drept indicator al încapsulării 
ciclodextrinelor cu substanţele biologic active. 

 
• Microscopia electronică cu scanare (SEM) a oferit informaţii utile privind 

dimensiunile aproximative şi morfologia cristalelor de complecşi, scoţând în evidenţă 
schimbările survenite în urma complexării, comparativ cu ciclodextrinele comerciale. 
Acestea se prezintă sub formele romboidală pentru α-ciclodextrină, respectiv 
hexagonală pentru β-ciclodextrină, în timp ce complecşii obţinuţi au avut forme şi 
dimensiuni diferite de acestea. 
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• Activitatea antioxidantă a flavonoidelor a fost evaluată spectrofotometric, 
utilizând metoda captării radicalilor cu DPPH. În cazul rutinei şi derivaţilor acesteia, 
valorile activităţii antioxidante a flavonoidei şi complecşilor acesteia cu β-
ciclodextrină au scos în evidenţă diferenţe relevante comparativ cu activitatea 
antioxidantă a bioconjugaţilor (flavonoide/acizi graşi) şi complecşilor acestora cu  β-
ciclodextrină. Astfel, bioconjugaţii rutinei au prezintat o activitate antioxidantă mai 
mare comparativ cu rutina nederivatizată, iar complecşii acestora cu β-ciclodextrina 
au avut activitate antioxidantă apropiată sau mai mică comparativ cu rutina şi/sau 
complexul acesteia cu β-ciclodextrina.  

 
• Viteza de reacţie a DPPH în prezenţa flavonoidelor, bioconjugaţilor şi 

complecşilor acestora poate fi considerată o măsură a reactivităţii compuşilor cu 
activitate antioxidantă, respectiv a posibilităţii de eliberare controlată a acestora din 
complecşii cu ciclodextrinele. S-a determinat variaţia activităţii antioxidante în timp 
pe trei intervale de timp: 10-60s, 60-180s şi 180-1800s. Activitatea antioxidantă a 
rutinei a fost foarte mare pe primul interval, iar pe ultimele două intervale a fost 
neînsemnată, în timp ce derivaţii acilaţi şi complecşii acestora au prezentat 
activitate şi pe ultimele două intervale. În ceea ce priveşte silibinina şi derivaţii 
acesteia, rezultatele nu au fost la fel de relevante. Toţi derivaţii au prezentat 
activitate antioxidantă mai slabă comparativ cu silibinina pură, care însă nu este de 
neglijat, deoarece se manifestă într-un timp mai îndelungat. Activitatea antioxidantă 
a flavonoidelor se manifestă cu precădere pe primul interval de timp, în timp ce 
bioconjugaţii şi complecşii acestora prezintă o activitate semnificativă şi pe ultimele 
două intervale de timp, ceea ce confirmă existenţa unei eliberări controlate în timp. 

 
• Evaluarea comportării la transfer prin membrane semipermeabile a 

flavonoidelor şi bioconjugaţilor acestora cu acizi graşi, atât neîncapsulaţi cât şi sub 
formă de complecşi ai ciclodextrinelor, s-a realizat folosind membrane de celofan. 
Rutina şi complecşii acesteia cu cele două ciclodextrine au prezentat un transfer bun 
în soluţia de ser fiziologic, în timp ce la bioconjugaţii rutinei şi complecşilor 
corespunzători cu β-ciclodextrina transferul a fost mai bun în soluţie alcoolică 
(etanol 60%), probabil datorită solubilităţii mai ridicate. În cazul silibininei, 
bioconjugaţilor cu acid oleic şi complecşilor corespunzători cu β-ciclodextrina, 
transferul prin membrană în soluţia de ser fiziologic nu a fost semnificativ, în timp 
ce în soluţie alcoolică (etanol 60%) concentraţia biocompuşilor a fost mai ridicată şi 
cu un transfer mai bun în timp.  

 
• Rezultatele acestor cercetări au deschis calea utilizării compuşilor de 

incluziune, obţinuţi prin încapsularea unor bioconjugaţi de tipul esterilor 
flavonoidelor, în aplicaţii care necesită eliberare controlată de substanţe bioactive. 
Aceste cercetări vor putea fi continuate şi aprofundate prin optimizarea proceselor 
biocatalitice, sinteza de derivaţi noi, caracterizarea activităţii biologice a acestora şi 
obţinerea unor compuşi de incluziune cu eficienţă superioară de protejare şi control 
pentru biodisponibilizare şi eliberare controlată.  

 
Rezultatele obţinute în cadrul prezentei teze de doctorat au constituit 

subiectul unui număr de 10 lucrări ştiinţifice, dintre care 3 articole publicate în 
reviste cotate ISI, 1 articol aflat în curs de eveluare la o revistă cotată ISI 
(European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics), 2 lucrări comunicate la 
conferinţe internaţionale din străinătate şi 4 articole publicate în reviste indexate în 
baze de date internaţionale (categoria B+ în clasificarea CNCS). 
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ANEXA A – FLAVONOIDE 
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Figura 1. Cromatograma HPLC a quercetinei obţinută în condiţiile: solvenţi H2O (0.1% AcOH) 

şi acetonitril (0.1% AcOH), lungime de undă de 280 nm, timp de 30 minute 
 

 
 

 
 

Figura 2. Spectrul FT-IR  al quercetinei în pastilă de KBr 
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Figura 3. Spectrul FT-IR al complexului quercetinei/βCD în pastilă de KBr 
 
 

 
 

Figura 4. Variaţia absorbanţei DPPH, în timp, în prezenţa complecşilor quercetină/αCD  
(soluţie apoasă  - roşu) şi quercetină/βCD (soluţie apoasă - albastru) 
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Figura 5. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru quercetină/αCD (soluţie apoasă)   
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Figura 6. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul quercetină/βCD (soluţie 
apoasă)   
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Figura 7. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru quercetină 
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Figura 8. Cromatograma HPLC a hesperetinei obţinută în condiţiile: solvenţi H2O (0.1% AcOH) 
şi acetonitril (0.1% AcOH), lungime de undă de 280 nm, timp de 30 minute 
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Figura 9. Spectrul FT-IR al hesperetinei în pastilă de KBr 
 

 
 

Figura 10. Spectrul FT-IR al complexului hesperetină/βCD în pastilă de KBr  
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Figura 11. Analiza DSC a complexului hesperetină/βCD (pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min) 

 
 
 

 
 

Figura 12. Variaţia absorbanţei DPPH în timp în prezenţa complexului hesperetină/αCD 
(soluţie apoasă - rosu) şi hesperetină/βCD (soluţie apoasă - albastru) 
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Figura 13. Imaginile SEM pentru complexul hesperetină/βCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă 
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Figura 14. Cromatograma HPLC a rutinei obţinută în condiţiile: solvenţi H2O (0.1% AcOH) şi 

acetonitril (0.1% AcOH), lungime de undă de 280 nm, timp de 30 minute 
 

 
 

Figura 15. Spectrul FT-IR al rutinei în pastilă de KBr 
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Figura 16. Spectrul FT-IR al complexului rutină/βCD în pastilă de KBr 
 

 
 

Figura 17. Variaţia absorbanţei DPPH în timp în prezenţa complecşilor rutină/αCD (soluţie 
apoasă - albastru) şi rutină/αCD (soluţie etanolică - rosu) 
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Figura 18. Variaţia absorbanţei DPPH în timp în prezenţa complexului rutină/βCD (soluţie 
apoasă) 
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Figura 19. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/αCD (soluţie 
etanolică)   
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Figura 20. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/αCD (soluţie apoasă)   
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Figura 21. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/βCD (soluţie 
etanolică)   
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Figura 22. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru rutină/βCD  
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Figura 23. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/βCD  
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Figura 24. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/βCD  

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Timp (s)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

C
on

ce
nt

ra
tia

 D
PP

H
 (R

ut
in

a_
bC

D
_C

am
S

p)
 (u

M
)

 
 

Figura 25. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul rutină/βCD  
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Figura 26. Imaginile SEM pentru complexul rutină/αCD obţinut prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă 

 

   
 

Figura 27. Imaginile SEM pentru complexul rutină/βCD obţinut prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă 

 

 
 

Figura 28. Spectrul UV-VIS al rutinei, la transfer membranar în soluţie de ser fiziologic 
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Figura 29. Spectrul UV-VIS al complexului rutinei cu αCD, la transfer membranar în soluţie de 
ser fiziologic 

 
 

Figura 30. Spectrul UV-VIS al complexului rutinei cu βCD, la transfer membranar în soluţie de 
ser fiziologic  

BUPT



 Anexe 182 

 
 

Figura 31. Spectrul UV-VIS al complexului rutinei cu βCD, la transfer membranar în soluţie 
etanolică 60%  
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Figura 32. Cromatograma HPLC a crisinei,  în acetonă 
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Figura 33. Spectrul FT-IR al crisinei în pastilă de KBr 

 

 
 

Figura 34. Spectrul FT-IR al complexului crisină/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 35. Imaginile SEM pentru complexul crisină/αCD obţinut prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă 

 
 
 

 

    
 

Figura 36. Cromatograma HPLC a naringeninei cu acid palmitic, în prezenţa enzimei PS, în 
acetonă 
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Figura 37. Spectrul FT-IR al naringeninei în pastilă de KBr 
 
 

 
 
 

Figura 38. Spectrul FT-IR al complexului naringenină/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 39. Analiza DSC a complexului naringenină/βCD (pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min) 

 

     
 

 
Figura 40. Imaginile SEM pentru complexul naringenină/αCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
 

   
 
 
Figura 41. Imaginile SEM pentru complexul naringenină/βCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
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Figura 42. Cromatograma HPLC a silibininei, în acetonă 
 
 

 
 
 
 

Figura 43. Spectrul FT-IR al silibininei în pastilă de KBr 
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Figura 44. Spectrul FT-IR al complexului silibinină/ βCD în pastilă de KBr 
 
 
 

 
 
 

Figura 45. Analiza DSC a complexului silibinină/βCD (pe intervalul de temperatură 20-400°C, 
cu o încălzire de 4°C/min) 
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Figura 46. Variaţia absorbanţei DPPH în timp în prezenţa complexului silibinină/αCD (soluţie 
apoasă) 
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Figura 47. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul silibinină/αCD (soluţie 
etanolică) 
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Figura 48. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul silibinină/αCD (soluţie 
apoasă) 
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Figura 49. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru silibinină 

BUPT



 Anexa A 191 

 

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Timp (s)

60

80

100

120

140

160

180

C
on

ce
nt

ra
tia

 D
P

PH
 (S

ili
bi

ni
na

_b
C

D
1)

 (u
M

)

 
 

Figura 50. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul silibinină/βCD 
 

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Timp (s)

60

80

100

120

140

160

180

200

220

C
on

ce
nt

ra
tia

 D
P

P
H

 (S
ilib

in
in

a_
bC

D
2)

 (u
M

)

 
Figura 51. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul silibinină/βCD 
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Figura 52. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru complexul silibinină/βCD 

 
 
 

    
 
 

Figura 53. Imaginile SEM pentru complexul silibinină/βCD obţinut prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă 
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Figura 54. Spectrul UV-VIS al silibininei, la transfer membranar în soluţie etanolică 60% 

 
 

Figura 55. Spectrul UV-VIS al complexului silibininei cu βCD, la transfer membranar în soluţie 
etanolică 60% 
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Figura 56. Spectrul UV-VIS al silibininei, la transfer membranar în soluţie de ser fiziologic 
 
 

ANEXA B - ACIZI GRAŞI 
 
 
 

 
 

Figura 57. Spectrul FT-IR al complexului acid decanoic/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 58. Imaginile SEM pentru complexul acid decanoic/αCD obţinut prin metoda cristalizării 
din soluţie etanol-apă  

   
 
Figura 59. Imaginile SEM pentru complexul acid decanoic/βCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
 

 
 

Figura 60. Spectrul FT-IR al acidului palmitic în pastilă de KBr 
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Figura 61. Spectrul FT-IR al complexului acid palmitic/βCD în pastilă de KBr 
 
 
 

   
 
 

Figura 62. Imaginile SEM pentru complexul acid palmitic/αCD obţinut prin metoda cristalizării 
din soluţie etanol-apă  
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Figura 63. Spectrul FT-IR al acidului stearic în pastilă de KBr 
 

 
 

Figura 64. Spectrul FT-IR al complexului acid stearic/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 65. Spectrul FT-IR al acidului arahidic în pastilă de KBr 

 
 

 
 

Figura 66. Spectrul FT-IR al complexului acidului arahidic/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 67. Imaginile SEM pentru complexul acid arahidic/αCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
 

     
 
Figura 68. Imaginile SEM pentru complexul acid arahidic/βCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
 

 
 

Figura 69. Spectrul FT-IR al acidului behenic în pastilă de KBr 
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Figura 70. Spectrul FT-IR al complexului acidului behenic/βCD în pastilă de KBr 

 
 

    
 

 
Figura 71. Imaginile SEM pentru complexul acid behenic/αCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
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Figura 72. Spectrul FT-IR al acidului oleic în peliculă între geamuri de KBr 
 
 

 
 
 

Figura 73. Spectrul FT-IR al complexului acidului oleic/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 74. Analiza DSC a acidului oleic pe intervalul de temperatură 20-400°C, cu o încălzire 

de 4°C/min 
 
 
 

 
 
 

Figura 75. Analiza DSC a complexului acidului oleic/αCD pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min 
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Figura 76. Analiza DSC a complexului acidului oleic/βCD pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min  

 

   
 

   
 

Figura 77. Imaginile SEM pentru complexul acid oleic/αCD obţinut prin metoda cristalizării din 
soluţie etanol-apă  
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Figura 78. Spectrul FT-IR al acidului linoleic în peliculă între geamuri de KBr 
 
 

 
 
 

Figura 79. Spectrul FT-IR al complexului acidului linoleic/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 80. Analiza DSC a acidului linoleic  pe intervalul de temperatură 20-400°C, cu o 
încălzire de 4°C/min 

 
 
 

 
 
 
 

Figura 81. Analiza DSC a complexului acidului linoleic/αCD pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min 

 

BUPT



 Anexe 206 

 
 
 

Figura 82. Analiza DSC a complexului acidului linoleic/βCD pe intervalul de temperatură 20-
400°C, cu o încălzire de 4°C/min  

 
 

   
 
 
 

Figura 83. Imaginile SEM pentru complexul acid linoleic/αCD obţinut prin metoda cristalizării 
din soluţie etanol-apă  
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Figura 84. Imaginile SEM pentru complexul acid linoleic/βCD obţinut prin metoda cristalizării 

din soluţie etanol-apă  
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Figura 85. Cromatograma HPLC a quercetin palmitatului obţinut în prezenţa enzimei AK, în 

acetonă 
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Figura 86. Cromatograma HPLC a quercetin palmitatului obţinut în prezenţa enzimei PS, în 

acetonă 
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Figura 87. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH pentru bioconjugatul quercetin palmitat 
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Figura 88. Cromatograma HPLC a hesperetin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei PS, în 
acetonă 
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Figura 89. Cromatograma HPLC a hesperetin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei AK, în 
acetonă 
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Figura 90. Cromatograma HPLC a hesperetin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei An, în 
acetonă 
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Figura 91. Cromatograma HPLC a silibinin decanoatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă 

 

BUPT



 Anexe 210 

 
 

3029282726252423222120191817161514131211109876543210

1,200

1,100

1,000

900

800

700

600

500

400

300

200

100

0 S
P

W
 

0
.

2
0

S
T

H
 

1
0

.
0

0

RT [min]

05b_S_P_Nz_Ac1.DATAmV

 
 

Figura 92. Cromatograma HPLC a silibinin palmitatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă 

 
 

 
 

Figura 93. Spectrul FT-IR al silibinin palmitatului în pastilă de KBr 
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Figura 94. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa bioconjugatului silibinin palmitat 
 
 
 

 
 

Figura 95. Spectrul FT-IR al bioconjugatului silibinin behenoat în pastilă de KBr 
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Figura 96. Spectrul FT-IR al complexului bioconjugatului silibinin behenoat/βCD în pastilă de 
KBr 
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Figura 97. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa bioconjugatului silibinin behenoat 
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Figura 98. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului 
silibinin behenoat/βCD 
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Figura 99. Cromatograma HPLC a silibinin stearatului, obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, 
în acetonă 
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Figura 100. Analiza DSC  a complexului silibinin stearat/βCD 
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Figura 101. Cromatograma HPLC a silibinin oleatului, obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, 
în acetonă 
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Figura 102. Spectrul FT-IR al bioconjugatului silibinin oleat în pastilă de KBr 
 
 

 
 

Figura 103.  Spectrul FT-IR al complexului bioconjugatului silibinin oleat/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 104. Analiza DSC a complexului bioconjugatului silibinin oleat/βCD 
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Figura 105. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului 
silibinin oleat/βCD 
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Figura 106. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului 
silibinin oleat/βCD 
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Figura 107. Cromatograma HPLC a silibinin linoleatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă 
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Figura 108. Analiza DSC a complexului bioconjugatului rutin decanoat/βCD 
 

 
Figura 109. Analiza DSC a complexului bioconjugatului silibinin linoleat/βCD  
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Figura 110. Cromatograma HPLC a silibinin behenoatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în acetonă 
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Figura 111. Cromatograma HPLC a silibinin behenoatului, obţinut în prezenţa enzimei 
Novozyme, în metanol 
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Figura 112. Cromatograma HPLC a rutin linoleatului, obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, 
în acetonă 

 
Figura 113. Spectrul FT-IR al rutin linoleatului în pastilă de KBr 
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Figura 114. Spectrul 1H RMN al rutin linoleatului 
 

 
 

Figura 115. Spectrul 1H RMN al rutin linoleatului 
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Figura 116. Spectrul 13C RMN al rutin linoleatului 
 

 
 

Figura 117. Spectrul 13C RMN al rutin linoleatului 
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Figura 118. Spectrul COSY al rutin linoleatului 
 

 
 

Figura 119. Spectrul DEPT al rutin linoleatului 
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Figura 120. Spectrul HMQC al rutin linoleatului 
 

 
 

Figura 121. Spectrul FT-IR al complexului rutin linoleat/βCD în pastilă de KBr 
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Figura 122. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa rutin linoleatului 
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Figura 123. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa rutin linoleatului 
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Figura 124. Evaluarea vitezei de reacţie a DPPH în prezenţa complexului rutin linoleat/βCD 
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Figura 125. Cromatograma HPLC a rutin oleatului, obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, în 
acetonă 
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Figura 126. Spectrul FT-IR al rutin oleatului în pastilă de KBr 
 
 

 
 

Figura 127. Analiza DSC a complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 
 
 

BUPT



 Anexa C 227 

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Timp (s)

0

20

40

60

80

100

120

C
on

ce
nt

ra
tia

 D
P

P
H

 (R
ut

in
 o

le
at

) (
uM

)

 
 

Figura 128. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa rutin oleatului 
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Figura 129. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 
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Figura 130. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 
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Figura 131. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 

BUPT



 Anexa C 229 

-200 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Timp (s)

0

20

40

60

80

100

120

140

160

C
on

ce
nt

ra
tia

 D
P

P
H

 (
R

ut
in

 o
le

at
_b

C
D

4)
 (

uM
)

 
Figura 132. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 
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Figura 133. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin oleat/βCD 

 

BUPT



 Anexe 230 

302826242220181614121086420

850

800

750

700

650

600

550

500

450

400

350

300

250

200

150

100

50

0 S
P

W
 

0
.

2
0

S
T

H
 

1
0

.
0

0 RT [min]

08b_R_P_Nz_Ac1.DATAmV

 
Figura 134. Cromatograma HPLC a rutin palmitatului obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, 

în acetonă, separat pe coloană cromatografică 
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Figura 135. Cromatograma HPLC a rutin palmitatului obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, 

în metanol, separat pe coloană cromatografică 
 

 
Figura 136. Spectrul FT-IR al rutin palmitatului în pastilă KBr 
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Figura 137. Spectrul FT-IR al complexului bioconjugatului rutin palmitat/βCD în pastilă KBr 

 

 
 

Figura 138. Spectrul 1H RMN al rutin palmitatului 
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Figura 139. Spectrul 1H RMN al rutin palmitatului 

 
Figura 140. Spectrul 13C RMN al rutin palmitatului 
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Figura 141. Spectrul 13C RMN al rutin palmitatului 

 
Figura 142. Spectrul COSY al rutin palmitatului 
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Figura 143. Spectrul DEPT 135 al rutin palmitatului 

 
Figura 144. Spectrul HMQC al rutin palmitatului 
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Figura 145. Analiza DSC  a bioconjugatului rutin palmitat 
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Figura 146. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa rutin palmitatului 
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Figura 147. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa rutin palmitatului 
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Figura 148. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin palmitat/βCD 
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Figura 149. Cromatograma HPLC a rutin stearatului obţinut în prezenţa enzimei Novozyme, în 
metanol, separat pe coloană cromatografică 

 
 

 
 
 

Figura 150. Spectrul FT-IR  al rutin stearatului în pastilă de KBr 
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Figura 151. Spectrul FT-IR  al complexului bioconjugatului rutin stearat/βCD în pastilă de KBr 

 

 
 
Figura 152. Variaţia absorbanţei DPPH, în timp, în prezenţa complecşilor bioconjugaţilor rutin 

stearat/βCD (negru), rutină/βCD (rosu), rutin linoleat/βCD (albastru), rutin palmitat/βCD 
(verde) 
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Figura 153. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa rutin stearatului 
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Figura 154. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa complexului bioconjugatului rutin stearat/βCD 
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Figura 155. Variaţia vitezei DPPH în prezenţa rutin stearatului 

 

 
 
 

Figura 156. Spectrul UV-VIS al complexului rutin linoleat cu βCD, la transfer membranar în 
soluţie etanolică 60% 

BUPT



 Anexa C 241 

 
Figura 157. Spectrul UV-VIS al complexului rutin palmitat cu βCD, la transfer membranar în 

soluţie etanolică 60% 
 

 
 

Figura 158. Spectrul UV-VIS al silibininei, la transfer membranar în soluţie etanolică 60% 
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Figura 159. Spectrul UV-VIS al complexului silibininei cu βCD, la transfer membranar în 
soluţie etanolică 60% 

 
 

Figura 160. Spectrul UV-VIS al complexului silibinin oleat cu βCD, la transfer membranar în 
soluţie etanolică 60% 
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Figura 161. Curba de etalonare a rutin palmitatului 
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Figura 162. Curba de etalonare a rutin stearatului 
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Figura 163. Curba de etalonare a rutin linoleatului 
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Figura 164. Curba de etalonare a silibinin palmitatului 
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Figura 165. Curba de etalonare a silibinin behenoatului 
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Figura 166. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 

în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru rutină în soluţie de ser fiziologic  
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Figura 167. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 

în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru complexul rutină/αCD în soluţie de ser 
fiziologic  
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Figura 168. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 

în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru complexul rutină/βCD în soluţie de ser 
fiziologic  
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Figura 169. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 
în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru complexul rutină/βCD în soluţie etanolică 

60% 
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Figura 170. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 

în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru complexul rutin linoleat/βCD în  
soluţie etanolică 60% 
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Figura 171. Variaţia concentraţiei la lungimile de undă 362 nm (stânga) şi 257 nm (dreapta) 

în funcţie de timp, la transferul membranar, pentru s complexul rutin palmitat/βCD în 
soluţie etanolică 60% 
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 Figura 172. Variaţia concentraţiei la lungimea de undă 287 nm, în funcţie de timp, pentru  
complexul silibinină/βCD în soluţie etanolică 60% (stânga) şi pentru silibinină în soluţie de ser 

fiziologic (dreapta) 
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CURBE ETALONARE FLAVONOIDE 
 

( ) )/(257, 214.09.155 . mLmgRutinanmRutina cAbs ⋅±=  
n = 5, r2 = 0.998, s = 0.049, F = 1831 

 
( ) nmRutinamLmgRutina Absc 257,)/( .003.0109.0 ⋅±=  

n = 5, r2 = 0.999, s = 0.054, F = 1831 
 
 
( ) )/(362, 223.07.307 . mLmgRutinanmRutina cAbs ⋅±=  

n = 5, r2 = 0.996, s = 0.051, F = 1078 
 

( ) nmRutinamLmgRutina Absc 362,)/( .004.0136.0 ⋅±=  
n = 5, r2 = 0.998, s = 0.007, F = 1078 

 
( ) )/(287, 247.120.319 . mLmgSilibininanmSilibinina cAbs ⋅±=  

n = 5, r2 = 0.985, s = 0.171, F = 266 
 

( ) nmSilibinamLmgSilibina Absc 287,)/( .003.0048.0 ⋅±=  
n = 5, r2 = 0.993, s = 0.008, F = 266 

 
 

( ) )/(265, 098.011.502 . mLmgQuercetinanmQuercetina cAbs ⋅±=  
n = 7, r2 = 0.999, s = 0.015, F = 13818 

 
( ) nmQuercetinamLmgQuercetina Absc 265,)/( .001.0087.0 ⋅±=  

n = 7, r2 = 0.999, s = 0.001, F = 13818 
( ) )/(371, 246.014.542 . mLmgQuercetinanmQuercetina cAbs ⋅±=  

n = 7, r2 = 0.998, s = 0.038, F = 3485 
 

( ) nmQuercetinamLmgQuercetina Absc 371,)/( .001.0069.0 ⋅±=  
n = 7, r2 = 0.998, s = 0.003, F = 3485 
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Tabelul 1. Determinările conţinutului de apă pe parcursul biosintezei: iniţial, la 24h, la 72h, 
final, în cazul probelor cu/fără site moleculare 
 

Nr. 
crt. Proba masa proba (g) % apa 

Volum 
titrant 
(mL) 

1. 
Rutin palmitat 

 
 

0,385
0,431 
0,422 
0,053 

0,69
1,118 
1,468 
1,585 

0,86 
1,56 
2,00 
0,28 

2. Rutin decanoat 
 

0,392
0,143 
0,278 
0,051 

0,698
1,311 
1,592 
1,828 

0,88 
0,61 
1,43 
0,31 

3. Rutin oleat  
 

0,217
0,182 
0,244 
0,139 
0,209 

0,950
0,868 
0,928 
0,963 
1,033 

0,68 
0,52 
0,73 
0,44 
0,70 

4. Rutin linoleat  
 

0,190
0,165 
0,199 
0,186 

0,736
0,823 
0,915 
0,930 

0,46 
0,45 
0,61 
0,58 

5. Rutin palmitat (sm) 
 

0,266
0,238 
0,173 
0,343 
0,221 

0,699
1,087 
0,309 
0,289 
0,259 

0,60 
0,83 
0,18 
0,32 
0,19 

6. Rutin palmitat (sm, 1/5)  
 

0,212
0,165 
0,272 
0,199 

0,8025
0,9328 
0,4596 
0,3552 

0,57 
0,51 
0,42 
0,23 

 
Tabelul 2. Determinările conţinutului de apă din precursori şi pe parcursul biosintezei rutinei şi 
silibininei, în acetonă, în prezenţă de Novozyme (iniţial, 24h, 72h, final) 
 

Nr. crt. Proba masa proba (g) % apa Volum titrant (mL) 
1. Acetona 0,183 0,180 0,11 
2. Rutina 0,020 9,586 0,64 
3. Silibinina 0,010 5,020 0,17 
4. Ac. decanoic 0,035 1,308 0,15 
5. Ac. palmitic 0,018 0,868 0,05 
6. Ac. stearic 0,017 1,220 0,07 
7. Ac. oleic 0,057 0,285 0,05 
8. Ac. linoleic 0,102 0,153 0,05 

9. Rutin decanoat 
 

0,140
0,086 
0,104 
0,166 

0,313
0,458 
0,564 
0,340 

0,15 
0,13 
0,19 
0,19 

10. Rutin palmitat 
 

0,164
0,111 
0,201 
0,107 

0,238
0,281 
1,148 
0,125 

0,13 
0,10 
0,77 
0,03 

11. Rutin stearat 
 

0,121
0,182 
0,100 
0,132 

0,347
0,911 
0,417 
0,203 

0,14 
0,55 
0,14 
0,06 

12. Rutin oleat 
 

0,245
0,079 
0,162 
0,191 

0,285
0,347 
0,523 
0,249 

0,23 
0,09 
0,28 
0,10 

13. Rutin linoleat 0,150 0,336 0,17 
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 0,199
0,172 
0,230 

0,778
0,300 
0,264 

0,52 
0,17 
0,13 

14. Silibinin decanoat 
 

0,144
0,148 
0,157 
0,131 

0,332
0,736 
0,468 
0,329 

0,16 
0,36 
0,16 
0,09 

15. Silibinin palmitat 
 

0,164
0,125 
0,138 
0,160 

0,609
0,635 
0,336 
0,206 

0,22 
0,17 
0,15 
0,11 

16. Silibinin stearat 
 

0,171
0,129 
0,120 
0,152 

0,635
0,806 
0,393 
0,340 

0,23 
0,34 
0,16 
0,11 

17. Silibinin oleat 
 

0,097
0,189 
0,161 
0,149 

0,286
0,360 
0,269 
0,227 

0,09 
0,15 
0,14 
0,11 

18. Silibinin linoleat 
 

0,135
0,161 
0,143 
0,166 

0,363
0,947 
0,471 
0,244 

0,16 
0,33 
0,14 
0,13 

 
Tabelul 3. Determinarea conţinutului de apă formată, la biosinteza rutinei cu acizi graşi, în 
prezenţă de Novozyme, la utilizarea solvenţilor acetonă (1-4), terţ-butanol (5-8) şi acetonitril 
(9-12) 
 

Nr. 
crt. Proba masa proba (g) % apa 

Volum 
titrant 
(mL) 

1. Rutin palmitat 0,115 0,940 0,23 
2. Rutin decanoat 0,169 0,598 0,34 
3. Rutin oleat 0,164 0,321 0,11 
4. Rutin linoleat 0,196 0,490 0,21 
5. Rutin palmitat 0,240 1,000 0,52 
6. Rutin decanoat 0,269 1,009 0,59 
7. Rutin oleat 0,318 0,786 0,54 
8. Rutin linoleat 0,283 0,997 0,61 
9. Rutin palmitat 0,228 1,184 0,58 
10. Rutin decanoat 0,215 0,464 0,21 
11. Rutin oleat 0,272 0,437 0,26 
12. Rutin linoleat 0,263 0,248 0,14 
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