TEZA DE DOCTORAT
“FLAVONOIDE ŞI BIOCONJUGAŢI CU ACTIVITATE BIOLOGICĂ: OBŢINERE, ANALIZĂ ŞI BIODISPONIBILIZARE PRIN ÎNCAPSULARE MOLECULARĂ”
REZUMAT
Este foarte bine cunoscut faptul că flavonoidele, atât cele agliconice cât şi cele glicozilate dispun de o remarcabilă activitate biologică. Pe baza analizelor, 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 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, caracteristici referitoare la protecţia hepatică, efect care influenţează funcţionarea 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 derivaţi acilaţi, cu acizi carboxilici de diverse structuri, oferă posibilitatea de a introduce in 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.
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 în industriile alimentară, cosmetică şi farmaceutică preponderent. Avantajele încapsulării în ciclodextrine a substanţelor cu activitate biologică sunt: îmbunătăţirea biodisponibilizării, creşterea stabilităţii, reducerea efectelor secundare.
În prima parte a tezei de doctorat este prezentat studiu documentar cu privire la structura, identificarea, izolarea şi caracterizarea, biosinteza şi proprietăţile biologic active ale compuşilor naturali din clasa flavonoidelor; biodegradarea şi protejarea cu antioxidanţi a acizilor graşi saturaţi şi nesaturaţi; modalităţile de derivatizare a flavonoidelor cu acizi graşi pe calea sintezelor chimică şi enzimatică şi proprietăţile ciclodextrinelor, alături de avantajele utilizării acestora pentru încapsularea compuşilor biologic activi.

Partea a doua cuprinde contribuţiile proprii legate de esterificarea enzimatică a flavonoidelor cu acizi graşi saturaţi şi nesaturaţi în vederea obţinerii de bioconjugaţi, modelarea moleculară a interacţiunii bioconjugaţilor obţinuţi cu principalele ciclodextrine naturale şi obţinerea de sisteme supramoleculare (compuşi de incluziune) flavonoide, acizi graşi şi bioconjugaţi cu ciclodextrine.

Prin bioconjugare se înţelege cuplarea a două biomolecule prin intermediul unei legături covalente. 

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 dificilă de realizat datorită necesităţii controlului cantităţii de apă din sistem pentru a deplasa echilibrul reacţiei.

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 ale acestei selectivităţi.  
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Biosintezele au fost monitorizate permanent, pentru a avea confirmarea formării produşilor, iar formarea esterilor a fost confirmată cu ajutorul TLC (cromatografie în strat subţire) şi HPLC (cromatografie de lichide de înaltă performanţă).

În cadrul analizei TLC 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. 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. 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.

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 desfăşurat în acetonă şi s-a putut observa formarea esterilor doar în cazul utilizării lipazelor PS şi AK. Datele din literatura de specialitate descriu posibilă acilarea quercetinei doar în prezenţa lipazei PS; rezultatele obţinute în urma acilării în prezenţa celor trei enzime enumerate anterior relevă faptul că, acilarea în prezenţa lipazei PS este foarte slabă chiar şi la 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. Lipaza din Aspergillus niger nu s-a dovedit eficientă pentru acilarea quercetinei cu acid palmitic. 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.
Dacă în cazul flavonoidelor agliconice esterificarea directă nu s-a realizat sau a avut loc cu randament scăzut, în cazul rutinei, care este o flavoniodă glicozilată şi a silibininei, care este un flavonolignan, s-au obţinut rezultate mult mai bune. 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. În urma studiului factorilor care influenţează desfăşurarea biosintezei (concentraţia reactanţilor, alegerea solventului, temperatura de reacţie, formarea apei pe parcursul desfăşurării 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.
Pentru separarea bioconjugaţilor s-au utilizat metodele de extracţie lichid-lichid şi coloana cromatografică. 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 coloană, cu umplutură de silicagel, au fost eluate cu un amestec de cloroform/metanol/apă, în cazul esterilor rutinei şi cloroform/acetat de etil, în cazul esterilor silibininei, iar 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.
Spectroscopia FT-IR a fost folosită pentru caracterizarea bioconjugaţilor separaţi şi purificaţi. Din această analiză s-a evidenţiat în toate cazurile dispariţia benzii caracteristice grupării carbonil acide din domeniul 1700-1710 cm-1 şi apariţia benzii caracteristice grupării carbonil esterice în domeniul 1715-1750 cm-1. De asemenea, benzile caracteristice grupărilor carbonil şi hidroxil fenolic ale flavonoidelor sunt regăsite şi în bioconjugaţii acestora la fel de intense şi la aceleaşi lungimi de undă.
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Suprapunerea spectrelor FT-IR a (1) rutin palmitatului, obţinut în urma esterificării enzimatice a rutinei cu acid palmitic în prezenţă de Novozyme 435, separat pe coloană cromatografică şi purificat 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 
Cu ajutorul spectroscopiei 1H-RMN, 13C-RMN, s-a putut demonstra că acilarea rutinei cu acizii graşi saturaţi şi nesaturaţi a avut loc la hidroxilul din poziţia C-4''', dar produsul nu a fost pur, conţinând şi urme de acid gras, care nu a putut fi complet îndepărtat la separarea pe coloană cromatografică. 
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Spectrul 1H-13C-HMBC al rutin linoleatului

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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Complexul rutin palmitat/β-ciclodextrină, obţinut prin experimente teoretice de “docare”

În urma studiillor efectuate privind modelarea moleculară a interacţiunii bioconjugaţilor flavonoide/acizi graşi cu α-, β- şi γ-ciclodextrina s-au constatat următoarele: 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 (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).

Compuşii bioactivi naturali, 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.
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 flavonoide 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 membranar.
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Complex bioconjugat/ciclodextrina


Formarea compusului de incluziune al quercetinei cu ciclodextrine

S-au obţinut sisteme supramoleculare (compuşi de incluziune): flavonoide (crisină, naringenină, hesperetină, quercetină, rutină şi silibinină) cu α- şi β-ciclodextrina, acizi graşi (decanoic, palmitic, stearic, arahidic, behenic, oleic şi linoleic)  cu α- şi β-ciclodextrina şi bioconjugaţi (rutin decanoat, rutin palmitat, rutin stearat, rutin oleat, rutin linoleat şi silibinin palmitat, silibinin stearat, silibinin behenoat, silibinin oleat şi silibinin linoleta) cu  β-ciclodextrina prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă, cu randamente de recuperare bune.

Cu ajutorul spectroscopiei FT-IR s-a evaluat formarea complecşilor şi, în toate cazurile s-au putut observa deplasări sau scăderi în intensitate a benzilor caracteristice grupărilor carbonil şi hidroxil fenolic din compuşii de plecare şi prezenţa benzii caracteristice β-ciclodextrinei, νCOC de la 1027 cm-1, în complecşii formaţi.
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Suprapunerea spectrelor FT-IR a (1) β-ciclodextrinei, (2) complexulului rutina/β-ciclodextrina si (3) rutinei: (a) spectrul compuşilor pe domeniul 4000-400 cm-1, (b) spectrul compuşilor pe domeniul 2000-600 cm-1
Calorimetria de 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 natura anorganică şi de natură 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 βCD comerciale, prezintă o energie de disociere 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, cel mai probabil datorată moleculelor de apă puternic legate în ciclodextrina hidratată. Nu se mai observă niciun efect calorimetric până la temperatura de 270ºC când are loc descompunerea ciclodextrinei. Formarea complecşilor (compuşilor de incluziune) este sugerată de absenţa pic-urilor 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), acizilor graşi: 31.6°C (acid decanoic), 62.9°C (acid palmitic), 69.6°C (acid stearic), 75.5°C (acid arahidic) şi 80°C (acid behenic).  Analiza DSC a complecşilor flavonoide, acizi graşi, bioconjugaţi/ciclodextrine prezintă două aspecte importante care duc la confirmarea formării complexului: efectul endoterm corespunzător disocierii moleculelor de apă 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, acizi graşi şi/sau bioconjugaţi în cazul de faţă.
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Suprapunerea curbelor DSC pentru complexul rutin oleat/βCD şi cea a βCD comerciale, realizate pe intervalul de temperatură 20-500°C, cu o viteză de încălzire de 4°C/min
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 αCD au dimensiuni de aproximativ 10 µm de formă romboidală regulată, în timp ce βCD comercială prezintă dimensiuni sub 10 µm, cu forme hexagonale alungite. Cristalele de complecşi au fost de dimensiuni şi forme sensibil diferite. Pentru o analiză cât mai concludentă s-au analizat atât cristalele ciclodextrinelor pure cât şi cele ale ciclodextrinelor recristalizate în sistem etanol-apă.
Analizele concentraţiei de apă prin titrare Karl Fischer pentru complecşii flavonoide/ciclodextrine au indicat valori ale concentraţiilor de apă relativ ridicate. Toţi complecşii flavonoide/αCD prezintă concentraţii de apă cu 1-3% mai mici, faţă de α-ciclodextrina comercială, iar în cazul complecşilor flavonoide/βCD diferenţele au fost mai mult mari 4-7% faţă de β-ciclodextrină comercială.
Tipul moleculelor de apă de cristalizare poate fi evaluat din curba de titrare V/m (mL/g) vs. Timp (s), 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 în special pentru βCD comercială şi pentru complecşii bine formaţi ai βCD. Din pantele dreptelor de corelare V/m 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 (3.9108 mg/mL), volumul de reacţie (50 mL). 
Activitatea antioxidantă a flavonoidelor, bioconjugaţilor şi complecşilor corespunzători 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. 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.
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Reprezentarea variaţiei activităţii antioxidante (AAO, %) în timp pentru probele de rutină, rutin palmitat, rutin stearat şi rutin linoleat

Chiar dacă activitatea antioxidantă finală este semnificativă în cazul flavonoidelor, 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.
Pentru evaluarea comportării la transfer prin membrane semipermeabile (care poate fi utilă pentru evaluarea comportării biocompuşilor şi complecşilor corespunzători cu ciclodextrine în formulări farmaceutice sau în procese de separare) s-a apelat la una dintre cele mai comune membrane şi anume cellophane (celuloză regenerată, cu caracter preponderent hidrofil).

Monitorizarea transferului prin membrană a flavonoidelor, bioconjugaţilor cu acizi graşi, atât neîncapsulaţi cât şi sub formă de complecşi ai ciclodextrinelor, s-a efectuat spectrofotometric, 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 0.5% (ser fiziologic) şi soluţie alcoolică de polaritate mai redusă.

În general, alura curbelor Concentraţie vs. Timp a fost logaritmică sau liniară pe intervalele mai scurte 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 etanolice alura curbelor este exponenţială pe domeniul de monitorizare.
Dacă se compară variaţia concentraţiei de rutină la transferul prin membrană de cellophane din soluţii ce conţin rutină sau complecşi ai acesteia cu αCD sau βCD se constată că alura curbelor Concentraţie vs. Timp 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).
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Variaţia concentraţiei de rutină în etanol 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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