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1. Introducere
Obiectivele prezentei teze de doctorat, intitulată „Stabilizarea unor principii bioactive din plante din familia Compositae  prin nanoîncapsulare în ciclodextrine” sunt: realizarea unui studiu care abordează posibilitatea de încapsulare şi eliberare controlată a unor sisteme bioactive în matrici de încapsulare (ciclodextrine şi liposomi), care permit, în plus, obţinerea unor forme pulverulente uşor manevrabile, creşterea hidrofiliei produselor, eliberarea lentă (retard) în mediul biologic şi prelungirea timpului de acţiune a compuşilor bioactivi din plante aparţinând familiei Compositae.
Problema nanoîncapsulării biomoleculelor este actuală în orice moment al cercetării şi cunoaşterii ştiinţifice odată cu descoperirea de noi metode şi mijloace de investigare a proceselor lumii vii, a constituenţilor acesteia, a separării şi utilizării eficiente a potenţialului lor biologic.
Problema stabilităţii constituenţilor naturali cu valoare alimentară, farmaceutică şi cosmetică şi încercarea de protejare a acestora la diferiţi factori de mediu şi de eliberare controlată în vederea măririi valorii lor de utilizare, ca şi înţelegerea mecanismului de degradare şi de interacţiune cu diferite medii chimice (alimentare, farmaceutice, cosmetice etc.), respectiv a mecanismului de interacţiune ciclodextrină-biomoleculă, prin coroborarea datelor experimentale cu rezultatele teoretice de modelare moleculară a acestor interacţiuni, acaparează tot mai mulţi cercetători din diverse domenii adiacente chimiei compuşilor naturali.

Particularitatea familiei Compositae constă în faptul că ceea ce pare la prima vedere o singură floare este, de fapt, un compus format din mai multe flori mici. Discul floral al acestor plante este format din sute de floricele mai mici, fiecare dintre acestea producând o singură sămânţă. Fiecare disc floral are 5 petale unite, precum şi 5 stamine fuzionate în jurul unui pistil cu stigmate sub forma unor antene. Studiind cu atenţie petalele mari care înconjoară mijlocul florii, se poate observa că fiecare petală este la rândul ei o floare, numită o „floare radiară”, cu petalele fuzionate şi atârnând într-o parte. La maturitate seminţele cad şi lasă în urma lor un disc care seamănă izbitor cu o parcelă dintr-o gradină, în care au fost plantate floricele minuscule.
Ciclodextrinele, matrici ideale pentru nanoîncapsulare, obţinute pe cale exclusiv biochimică, reprezintă o serie de oligozaharide ciclice formate din 6, 7, 8 (alpha-, beta- şi gamma-ciclodextrină) sau chiar mai multe unităţi glucopiranozice, solubile în apă şi cu capacitate mare de complexare a multor compuşi hidrofobi, conducând la complecşi solizi cu stabilitate ridicată şi cu hidrosolubilitate mărită.
Cele mai utilizate sisteme de protejare şi eliberare controlată a biomoleculelor sunt liposomii, în special în industria farmaceutică şi în practica medicală. Liposomii sunt vezicule sferice ce prezintă central o cavitate hidrofilă, înconjurată de un număr variabil de lamele biomoleculare, compuse din fosfolipide, cu dimensiuni între 15 şi 3500 nm. Liposomii mimează foarte bine procesele care se desfăşoară la nivelul membranelor celulare, datorită structurilor chimice care le formează şi anume fosfolipidele.

2. Separarea şi încapsularea moleculară a unor biosisteme (uleiuri volatile) din diverse părţi anatomice ale unor plante din familia Compositae
Separarea biosistemelor (uleiuri volatile) s-a realizat prin antrenare cu vapori de apă generaţi direct, la presiune atmosferică. Ulterior uleiurile volatile obţinute au fost supuse nanoîncapsulării (în β-ciclodextrină) în vederea protejării compuşilor bioactivi împotriva factorilor degradativi de mediu. De asemenea, s-a realizat reextracţia biocompuşilor din complex (prin extracţie repetată în hexan) şi degradarea nanocapsulelor/nanoparticulelor în cuptor termostatat la temperaturi de 50°C şi 100°C, în prezenţa aerului. Probele astfel obţinute au fost supuse analizelor gaz-cromatografice cuplate cu spectrometrie de masă (GC-MS), termogravimetrice (TG), calorimetrice de scanare diferenţială (DSC), microscopiei cu scanare electronică (SEM), precum şi analizei componentelor principale, utilizând ca date de intrare procentele masice GC ale compuşilor identificaţi în uleiurile volatile proaspete şi recuperate din complecşi. S-a realizat modelarea moleculară pentru compuşii principali din uleiurile volatile obţinute din specii din familia Compositae (camazulenă, bisabolol, bisabolol-oxizii A şi B, cariofilenă şi compuşi oxigenaţi), pentru α- şi β-ciclodextrină, respectiv docarea biocompuşilor în ciclodextrine.
Datorită multitudinii de date obţinute, în continuare se prezintă doar rezultatele obţinute pentru muşeţel (Matricaria chamomilla L.).S-au separat şi analizat biosisteme de tip ulei volatil din flori, frunze, tulpină şi rădăcină, cele mai bune randamente fiind obţinute pentru flori (~0.5%). Analiza GC-MS a biosistemelor a indicat concentraţii însemnate pentru α-bisabolol (26-31%; la RT 22.6 min), bisabolol-oxizi A şi B (12-14% şi 18-26% la RT 23.8 şi 22.1 min) şi camazulenă (3-3.6% la la 23.5 min) în cazul uleiului volatil din flori (tabel 1) (dependent de partea anatomică a plantei din care s-a extras uleiul volatil). În cazul uleiului volatil din frunze, α-bisabololul a fost doar 2.4-3.3%, bisabolol-oxizii 0.4-2.4%, iar camazulena 18.7%, aici sesquiterpenele fiind majoritare.

Tabel 1. Concentraţiile relative ale principalilor componenţi ai uleiurilor volatile (uv) din Matricaria chamomilla L. (Salonta flori), brut, după recuperare din complex (cplx) şi după degradare la 50ºC şi respectiv la 100ºC

	Nr.
	RT (min)
	Denumire
	Area%

(flori)
	Area%

(cplx)

(flori)
	Area%

(uv* 50)

(flori)
	Area%

(uv* 100)

(flori)

	1
	17.373
	Caryophyllene
	0.7
	0.7
	0.7
	0.3

	2
	17.878
	beta-Farnesen
	1.17
	1.2
	1
	0.4

	3
	18.131
	Humulen
	0.11
	0.1
	0.1
	0

	4
	18.243
	Caryophyllene oxide
	0.22
	0.2
	0.3
	0.4

	5
	18.654
	beta-Cubeben
	0.59
	0.5
	0.5
	0.4

	6
	18.954
	Elixen
	0.66
	0.7
	0.6
	0.4

	7
	22.073
	alpha-Bisabolol oxid B
	18.83
	19
	19
	21

	8
	22.626
	alpha-Bisabolol
	30.93
	30
	28.8
	23.4

	9
	23.548
	Camazulene
	3.62
	3.4
	2.9
	2.6

	10
	23.836
	Bisabolol-oxid A
	12.52
	12.45
	12.22
	13.11


uv* = ulei volatil 
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Figura 1 (a). Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din flori de muşeţel
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Figura 1 (b). Cromatograma din analiza GC-MS pentru uleiul volatil din frunze de muşeţel
În cazul uleiurilor volatile analizate şi încapsulate în β-ciclodextrină, din analiza termogravimetrică (figura 2) a rezultat un procent de ulei volatil încapsulat în proporţie de 4-7.5%. Cel mai mare procent a fost observat în cazul uleiului volatil din flori de muşeţel. Randamentul etapei de complexare a fost între 63-85%. 

Din analiza TG şi DSC s-a observat formarea complecşilor prin diferenţele apărute comparativ cu ciclodextrina pură. 

Analiza prin microscopie cu scanare electronică (SEM) a complecşilor a indicat dimensiuni ale particulelor la nivel de sute de nanometri-micrometri (figura 3). 

De asemenea, din analiza GC-MS a uleiurilor volatile recuperate din complecşi s-a observat încapsularea în concentraţii relative mai mari a monoterpenelor şi chiar a compuşilor de interes, comparativ cu sesquiterpenele.

S-a observat clar o protejare a biocompuşilor labili la acţiunea oxidantă a aerului, fapt observat în special la reducerea concentraţiei compuşilor sesquiterpenici în favoarea formării compuşilor de oxidare/epoxidare în condiţii neprotejate (bisabolol-oxizi şi cariofilen-oxid).
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Figura 2. Analiza TG a nanoparticulelor ulei volatil din muşeţel (flori: albastru, frunze-tulpină: violet şi rădăcină: roşu)/β-ciclodextrină, comparativ cu ciclodextrina pură (verde)
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Figura 3. Analiza prin microscopie cu scanare electronică  (SEM) a nanoparticulelor ulei volatil de muşeţel/β-ciclodextrină

La prelucrarea PCA a datelor pentru toate uleiurile volatile s-a obţinut o clasificare evidentă a probelor, anghinarea (A) fiind poziţionată în special în partea stângă a graficului înregistrărilor (figura 4), în timp ce muşeţelul (M), coada şoricelului (CS) şi podbalul (P) sunt situate în partea dreaptă, mult mai bine grupate. Varianţa explicată a datelor este de 52% pentru prima componentă principală (PC1) şi de 19% pentru cea de-a doua. Această clasificare este dată în special de β-pinen, bisabolol şi camazulenă (figura 5).
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Figura 4. Graficul înregistrărilor în cazul analizei GC-MS a biocompuşilor din specii ale familiei Compositae
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Figura 5. Graficul înregistrărilor în cazul analizei GC-MS a biocompuşilor din specii ale familiei Compositae

În urma modelării moleculare a ciclodextrinelor şi a biocompuşilor, s-au evaluat energiile de interacţiune dintre β-ciclodextrină şi principalii biocompuşi din specii ale familiei Compositae, demonstrându-se capacitatea de încapsulare pentru compuşii valoroşi din punct de vedere terapeutic.
3. Obţinerea biocompuşilor cu activitate hepatoprotectoare potenţială prin metode optimizate în vederea nanoîncapsulării
Obţinerea biocompuşilor cu activitate hepatoprotectoare potenţială prin metode optimizate în vederea nanoîncapsulării şi testării activităţii biologice a presupus parcurgerea următoarelor etape: aplicarea metodei „two-level factorial design” pentru optimizarea preliminară a obţinerii biocompuşilor din Matricaria chamomilla (muşeţel); obţinerea efectivă a biocompuşilor din M. chamomilla, A. millefolium şi S. marianum (armurariu;  etalon pentru activitatea hepatoprotectoare) prin extracţie solid-lichid în solvenţi de polarităţi diferite; analiza biocompuşilor prin cromatografie de lichide de înaltă performanţă (HPLC) şi prin  spectrofotometrie (UV-VIS) în cazul  extractelor în solvenţi.
Optimizarea obţinerii biocompuşilor din M. chamomilla s-a realizat prin metoda proiectării factoriale, condiţiile optime fiind stabilite pe baza abundenţei totale a biocompuşilor în urma analizelor HPLC; astfel, condiţiile optime de separare sunt: metoda extracţiei solid-lichid în solvent de polaritate mai ridicată, timp de extracţie de 3 ore (extracţie repetată) şi reducerea pe cât posibil a etapei de concentrare (la presiune atmosferică).

Pentru determinarea cantitativă a principalelor flavonoide şi compuşi înrudiţi din speciile aparţinând familiei Compositae (Matricaria chamomilla, A. millefolium şi Silybum marianum) a fost necesară obţinerea curbelor de etalonare HPLC pentru cele 3 flavonoide etalon: rutină, separat prin HPLC la timp de retenţie 2.3 şi 3.1 minute, quercetină, la 4.2 minute, respectiv silibină la 4.4 minute.
În cazul extractelor de Matricaria chamomilla L. obţinute prin extracţie solid-lichid utilizând solvenţi de diverse hidrofobicităţi, Cele mai bune rezultate (în sensul posibilităţii de identificare şi dozare a compuşilor bioactivi importanţi) s-au obţinut la utilizarea metanolului ca solvent de extracţie (figura 6). Analiza HPLC a extractelor metanolice din frunze şi flori de M. chamomilla a indicat o concentraţie de 0.75-1 mg quercetină/g probă (calcule corespunzătoare concentraţiilor de compus determinate din extracte), în timp ce tulpina şi în special rădăcina au condus la concentraţii reduse de quercetină (0.3 mg/g şi, respectiv, 0.02 mg/g). Rutina a fost cuantificată în tulpină pe baza extractelor metanolice la concentraţii de 0.5 mg/g, însă acesta a fost prezent şi în celelalte probe, fiind dificil de cuantificat datorită, probabil, prezenţei altor compuşi care au fost separaţi la timpi de retenţie apropiaţi (tabel 2).
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Figura 6. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele metanolice de M. chamomilla

Tabel 2. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor metanolice de M. chamomilla

	Nr.
	Cod
	Material vegetal
	cRutina (mg/g)
	cQuercetina (mg/g)

	1
	Cm_Rd_M
	M. chamomila (rădăcină)
	0.460
	0.024

	2
	Cm_Tu_M
	M. chamomila (tulpină)
	
	0.295

	3
	Cm_Fr_M
	M. chamomila (frunze)
	
	1.076

	4
	Cm_Fl_M
	M. chamomila (flori)
	
	0.744


Concentraţia de rutină în probele de flori, evaluată pe baza analizelor HPLC pentru extractele etanolice, nu a variat în limite mari, fiind cuprinsă între 0.5 şi 1.2 mg/g (tabel 3).

Tabel 3. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor etanolice de M. chamomilla (flori)

	Nr.
	Cod
	Material vegetal
	cRutina (mg/g)

	1
	Cm_Fl_20
	M. chamomilla (flori), extr. în etanol 20%
	1.223

	2
	Cm_Fl_40
	M. chamomilla (flori), extr. în etanol 40%
	0.687

	3
	Cm_Fl_80
	M. chamomilla (flori), extr. în etanol 80%
	1.400


Cele mai concludente rezultate s-au obţinut la utilizarea unui alt solvent de hidrofobie redusă, tetrahidrofuranul, pentru care rezultatele au fost similare extractelor metanolice. Valorile quercetinei în probele de flori şi frunze, determinate pe baza analizelor HPLC a extractelor tetrahidrofuranice (figura 7), au fost cele mai ridicate (1 mg/g şi, respectiv, 0.7 mg/g), în timp ce tulpina şi rădăcina au prezentat doar o concentraţie de 0.48 mg/g şi 0.04 mg/g (tabel 4). Rutina a variat în acelaşi mod, dar cu valori mai mici decât în cazul quercetinei: 0.28-0.35 mg/g în flori şi frunze şi 0.1-0.26 mg/g în tulpină şi rădăcină.
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Figura 7. Cromatogramele HPLC suprapuse pentru extractele tetrahidrofuranice de M. chamomilla
Tabel 4. Rezultatele analizei HPLC pentru cazul extractelor tetrahidrofuranice de M. chamomilla

	Nr.
	Cod
	Material vegetal
	cRutina (mg/g)
	cQuercetina (mg/g)

	1
	Cm_Rd_THF
	M. chamomilla (rădăcină)
	0.103
	0.038

	2
	Cm_Tu_THF
	M. chamomilla (tulpină)
	0.259
	0.481

	3
	Cm_Fr_THF
	M. chamomilla (frunze)
	0.282
	0.956

	4
	Cm_Fl_THF
	M. chamomilla (flori)
	0.352
	0.695


4. Eliberarea controlată a biocompuşilor din nanoparticule
Experimentele privind obţinerea şi analiza nanoparticulelor cu biocompuşi puri cu activitate hepatoprotectoare potenţială şi eliberarea controlată a biocompuşilor din nanoparticule au presupus parcurgerea în laborator a mai multor etape: obţinerea nanoparticulelor (prin metoda cristalizării din soluţie etanol-apă) prin încapsularea extractelor de Matricaria chamomilla (muşeţel) şi Sylibum marianum (armurariu) în ciclodextrine naturale şi modificate; obţinerea nanoparticulelor prin încapsularea amestecurilor de biocompuşi puri (silibină şi silimarină) în ciclodextrine naturale şi modificate; obţinerea de micro/nanocapsule de tip liposomi (prin metoda ultrasonării) conţinând complecşi ai ciclodextrinelor preparaţi anterior; analiza nanoparticulelor obţinute prin microscopie cu scanare electronică; analiza nanoparticulelor obţinute prin calorimetrie cu scanare diferenţială (DSC); analiza conţinutului de apă din nanoparticulelor obţinute prin titrare Karl Fischer; analiza eliberării controlate a biocompuşilor din nanoparticule.

Analiza DSC a complecşilor amestecuri de biocompuşi din Matricaria chamomilla/β-ciclodextrină a confirmat formarea compuşilor de incluziune prin prezenţa picului endotermic larg în domeniul 130-250°C şi reducerea picului corespunzător eliberării apei de cristalizare comparativ cu ciclodextrina pură (figura 8). 
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Figura 8. Analiza DSC a complexului Cm_Fl/bCD

Analiza TEM pentru cele 14 nanocapsule realizate au indicat faptul că unele nanoparticule de complex sunt acoperite de fosfolipide, în timp ce o parte din complecşii neîncapsulaţi sunt aderenţi la aceste nanocapsule (figura 9).
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Figura 9. Analiza TEM a liposomilor (lecitină) cu conţinut de complex Arm_Se/bCD

Eliberarea controlată a biocompuşilor bioactivi hepatoprotectori potenţiali se realizează după o curbă logaritmică (relativ greu de evidenţiat la o primă privire). Astfel, pentru cazul complecşilor silibinei şi silimarinei, eliberarea controlată în etanol diluat (20%) se realizează foarte lent, pentru toate cele trei tipuri de complecşi (aCD, bCD şi HPbCD) absorbanţa nedepăşind valoarea de 0.1, chiar după 30 de minute de monitorizare (fig. 10).
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Figura 10. Evaluarea spectrofotometrică (288nm) a eliberării silibinei din complecşii cu α-ciclodextrină (roşu), β- ciclodextrină (albastru) şi HP-β-ciclodextrină (roz) (în etanol 20%)

Mărirea scării absorbanţei pe domeniul 0 – 0.007 (figura 11) evidenţiază în mod clar eliberarea compusului „oaspete” (principiul bioactiv).
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Figura 11. Evaluarea eliberării controlate a silibinei din complexul silibină/β- ciclodextrină (Sb_bCD) (în EtOH 20%)

La mărirea concentraţiei etanolului utilizat ca solvent model de eliberare (60% şi 96%), s-a observat o eliberare mai accentuată a silibinei şi silimarinei, atât pentru etanol 60% cât şi pentru etanol concentrat.
În cazul complecşilor bCD obţinuţi cu amestecuri de biocompuşi din extracte M. chamomilla eliberările biocompuşilor s-au observat în special în cazul utilizării etanolului de concentraţie mai ridicată. 

În general, eliberarea continuă şi după 30 minute în cazul ciclodextrinelor. 

5. CONCLUZII

În urma studiilor efectuate privind obţinerea, analiza, nanoîncapsularea şi evaluarea proprietăţilor biocompuşilor din specii ale familiei Compositae se pot trasa următoarele concluzii principale:

· S-au separat 23 tipuri de biosisteme de tip ulei volatil din plante aparţinând familiei Compositae (muşeţel, coada şoricelului, anghinare, podbal) cu randamente sub 1%, care au fost analizate prin GC-MS;
· S-au cuantificat compuşii din uleiurile volatile obţinute, concentraţiile cele mai mari fiind observate în cazul uleiurilor obţinute din flori, astfel: α-bisabololul, bisabolol-oxizii A şi B şi camazulena au fost principalii compuşi din uleiurile volatile din muşeţel şi coada şoricelului, iar β-cubebenul şi 2-hexenalul au fost principalii compuşi din uleiurile volatile de anghinare;
· S-au obţinut 23 de complecşi ulei volatil/β-ciclodextrină, cu randamente cuprinse între 63% şi 85%, cu un conţinut în principii bioactive între 4 şi 7.5%; complecşii au fost analizaţi prin TG, DSC şi SEM, demonstrându-se formarea compuşilor de incluziune şi evaluându-se morfologia şi dimensiunile particulelor;
· S-a realizat recuperarea şi cuantificarea biocompuşilor încapsulaţi în β-ciclodextrină, constatându-se o încapsulare mai avansată a monoterpenelor, bisabololului, oxizilor acestuia şi camazulenei, şi o încapsulare mai redusă a sesquiterpenoidelor;
· S-au analizat statistic rezultatele obţinute, analiza statistică multivatiată relevând similitudinea speciilor Matricaria, Achilea şi Tussilago, respectiv s-a evidenţiat capacitatea de protecţie a ciclodextrinelor împotriva acţiunii oxigenului atmosferic, în special asupra sesquiterpenelor labile (cum este cariofilenul);

· S-au evaluat energiile de interacţiune dintre β-ciclodextrină şi principalii biocompuşi din specii ale familiei Compositae, demonstrându-se capacitatea de încapsulare pentru compuşii valoroşi din punct de vedere terapeutic. 

· S-au obţinut 126 extracte (56 din M. chamomilla, 56 din A. millefolium şi 14 din seminţe de S. marianum) în diverşi solvenţi organici (diverse polarităţi): metanol, etanol 20-96%, benzen, toluen, hexan, acetonă, acetat de etil, dicloretan, tetrahidrofuran care au fost analizaţi prin cromatografie de lichide de înaltă performanţă (HPLC) şi spectrofotometrie;

· S-a realizat optimizarea obţinerii biocompuşilor din M. chamomilla prin metoda proiectării factoriale, condiţiile optime fiind stabilite pe baza abundenţei totale a biocompuşilor în urma analizelor HPLC; astfel, condiţiile optime de separare sunt: metoda extracţiei solid-lichid în solvent de polaritate mai ridicată, timp de extracţie de 3 ore (extracţie repetată) şi reducerea pe cât posibil a etapei de concentrare (la presiune atmosferică);

· Extractele de M. chamomilla obţinute prin metoda optimizată (solid-lichid, în etanol de diverse concentraţii) prezintă concentraţii totale însemnate de flavonoide şi flavonozide, evidenţiate de analizele HPLC şi UV-VIS, în special quercetină, rutina, crisină şi compuşi similarinici. Reamintim că probele de M. chamomilla obţinute prin hidrodistilare prezintă un conţinut însemnat de camazulenă, dar şi bisabololi şi bisabolol-oxizi, în special în cazul florilor;

· Extractele model de S. marianum conţin concentraţii semnificative de silibină în jur de 1,5 mg/g, fapt dovedit de analizele spectrofotometrice;

· Prezenţa compuşilor de tip flavonoidic din extractele de M. chamomilla (înrudite structural cu flavonolignanii din S. marianum), dar şi a compuşilor sesquiterpenici volatili (camazulenă, bisabololi), face ca aceste extracte să prezinte activitate hepatoprotectoare potenţială, asemănătoare celei cunoscutepentru S. marianum;

· S-au obţinut şi analizat cinci complecşi biocompuşi şi amestecuri din Matricaria chamomilla şi Silybum marianum cu β-ciclodextrină;

· S-au obţinut şi analizat parţial 14 noi micro/nanocapsule tip liposomi multilamelari (lecitină) şi unilamelari (amestecuri lipidice artificiale) cu conţinut de complecşi ai biocompuşilor hepatoprotectori potenţiali în ciclodextrine;

· Eliberarea controlată a compuşilor bioactivi hepatoprotectori potenţiali se realizează după o curbă logaritmică mai mult sau mai puţin evidentă; în general eliberarea continuă şi după timpul de analiză de 30 de minute, în cazul complecşilor cu ciclodextrine.
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