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REZUMAT

Flavonoidele reprezinta una dintre cele mai abundente clase de polifenoli
naturali intalniti In alimentatia umana. Datoritd gamei largi de proprietati benefice
pentru sanatate, precum efectele antioxidante, antiinflamatoare si protectoare,
suplimentele alimentare pe baza de flavonoide au castigat o popularitate tot mai mare
in ultimii ani In randul populatiei. Dintre acesti compusi, icariina, icarisida II si icaritina
au atras o atentie stiintifica considerabila. Utilizatd In mod traditional in tratamentul
bolilor cardiovasculare, osteoporozei si disfunctiilor sexuale, In prezent icarisida II a
demonstrat un profil farmacologic promitator si in gestionarea altor afectiuni frecvent
intdlnite. Cu toate acestea, in ciuda potentialului sau terapeutic, biodisponibilitatea
acestor compusi ramane redusa. In ceea ce priveste icarisida II (ICS), aceasti limitare
poate fi atribuita solubilitatii reduse In apa si permeabilitdtii slabe prin membrana.
Pentru a depasi aceste obstacole, studiul de fata investigheaza formarea de complecsi ca
strategie de imbunatatire a solubilitatii si, implicit, a biodisponibilitatii icarisidei II.

Dintre potentialii purtatori adecvati pentru formarea de complecsi, proteinele
din zer au demonstrat un potential ridicat din mai multe motive. Proteinele din zer
prezintd numeroase beneficii pentru sandtatea umand, incluzand proprietati
anticancerigene, antimicrobiene, antihipertensive, de suprimare a apetitului, de
reducere a colesterolului si de prevenire a cariilor dentare. Concentratul de proteine din
zer (WPC) este alcatuit in principal din (-lactoglobulina (B-lg, 50% w/w),
alactalbumind (20% w/w) si cantitditi mai mici de alte proteine, precum
imunoglobuline si albumina serica bovina.

B-lactoglobulina califica concentratul de proteine din zer drept un candidat
ideal pentru formarea de complecsi cu icarisida I, datorita capacitatii sale de a lega
molecule mici hidrofobe in cavitatea sa hidrofoba. In plus, proteinele din zer prezinti
caracteristici functionale precum solubilitate ridicata, capacitate de emulsificare,
formare de gel si spuma, precum si capacitate de legare a apei. Fortele care mediaza
formarea complecsilor includ legaturi de hidrogen, precum si interactiuni hidrofobe si
electrostatice. De asemenea, proteinele din zer sunt disponibile pe scarda larga ca
subprodus major al procesului de fabricare a branzeturilor, ceea ce asigura un cost
economic redus si un profil ridicat de sustenabilitate. in ansamblu, aceste proprietiti fac
din WPC un candidat ideal pentru incapsularea moleculelor bioactive, inclusiv icarisida
IL.

Au fost utilizate analize spectroscopice, precum si DSC si XRD, pentru a investiga
formarea si stabilitatea complecsilor ICS-WPC. Masuratorile spectrofluorimetrice au
fost aplicate pentru a evalua comportamentul termodinamic al reactiei, In timp ce
spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR), calorimetria diferentiala de
scanare (DSC) si difractia de raze X pe pulberi (XRD) au furnizat dovezi structurale
privind formarea unor complecsi amorfi noi. Aceste analize au demonstrat ca
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complexarea dintre icarisida II si WPC este favorabila din punct de vedere
termodinamic. A fost analizat impactul surfactantilor, precum Tween 80 si leciting,
asupra solubilitatii Tn apa. Desi complexarea exclusiv cu WPC a condus la cresterea
solubilitatii, addugarea surfactantilor a determinat iImbunatatiri suplimentare prin
dispersie si reducerea agregarii moleculare. Rezultatele indica faptul ca surfactantii sunt
necesari pentru maximizarea solubilitatii In mediu apos si a biodisponibilitatii ICS,
completand efectele formarii de complecsi.

Pe langa imbunatatirea solubilitatii, a fost evaluata si activitatea antioxidanta a
complecsilor. Masuratorile prin testul de captare a radicalilor DPPH- si reactia
oscilatorie Briggs-Rauscher au evidentiat faptul ca complexarea amplifica activitatea
antioxidanta a icarisidei II. Acest rezultat sugereaza ca modificarea bazata pe purtatori
nu numai ca optimizeaza proprietatile fizico-chimice, doar poate imbunatati si
activitatea biologica.

In ansamblu, aceasti cercetare ofera o strategie inovatoare biotehnologici de
imbunatatire a solubilitatii icarisidei Il prin complexarea cu proteine din zer completata
de adaugarea Tween 80 si a lecitinei. Rezultatele contribuie la domeniul mai amplu al
sistemelor de livrare a compusilor bioactivi, prin cresterea performantei compusilor
naturali slab solubili. In plus, prin valorificarea proteinelor din zer, un subprodus al
industriei lactatelor, studiul sustine obiectivele de sustenabilitate. Rezultatele obtinute
pot fi extinse si la alte flavonoide hidrofobe, deschizand calea pentru dezvoltarea unor
formulari de suplimente mai eficiente si cu functionalitate superioara. Studiile realizate
se Inscriu In domeniul biotehnologiei, demonstrand potentialul dezvoltarii unor sisteme
inovatoare de livrare a compusilor bioactivi.

Obiectivele principale

Ipoteza centrala a acestei teze de doctorat a fost ca icarisida II poate fi
solubilizata eficient prin formarea de complecsi supramoleculari cu concentrat de
proteine din zer (WPC), iar efectul poate fi amplificat prin Incorporarea surfactantilor.
S-a anticipat ca aceastd abordare va conduce la imbunatatirea solubilitatii in apa si a
capacitatii antioxidante, facilitind astfel incorporarea cu succes in suplimente
alimentare. In plus, utilizarea proteinei din zer, subprodus al productiei de branzeturi,
contribuie la sustenabilitate prin valorificarea resurselor.

Pentru validarea acestei ipoteze au fost definite mai multe obiective specifice,
menite sa ghideze directiile de investigatie si sa asigure o evaluare cuprinzatoare a
strategiei propuse pentru crestere a solubilitatii. Aceste obiective sunt:

01. Formularea si optimizarea complecsilor ICS-WPC, folosind concentratul de
proteine din zer ca purtator natural, cu cost redus si sustenabil, cu accent pe eficienta
complexarii si stabilitatea fizico-chimica.

02. Investigarea interactiunilor dintre icarisida Il si WPC in conditii variate (pH,
temperatura), utilizdnd masuratori spectrofluorimetrice pentru evaluarea parametrilor
termodinamici si a mecanismelor de legare.
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03. Caracterizarea transformarilor structurale si a stabilitatii complecsilor ICS-
WPC utilizand FTIR, XRD, DSC si simulari de andocare moleculara, cu scopul confirmarii
formarii unor noi ansambluri supramoleculare amorfe.

04. Investigarea efectului surfactantilor (Tween 80 si lecitind) asupra
complexelor ICS-WPC, pentru determinarea raportului optim care asigura cea mai mare
crestere a solubilitatii.

05. Evaluarea activitatii antioxidante a complecsilor utilizand testele DPPH- si
Briggs-Rauscher, pentru a determina daca complexarea si incorporarea surfactantilor
pot imbunatati bioactivitatea functionala a ICS.

Aceastd teza de doctorat a explorat abordari inovatoare pentru imbunatatirea
solubilitatii in apa si a activitatii antioxidante a icarisidei II. Prin formarea de complecsi
cu concentrat de proteine din zer si incorporarea diferitilor surfactanti, precum
Tween 80 si lecitina, studiul a urmarit dezvoltarea unui supliment alimentar sustenabil
si rentabil.

Concluziile generale

Principalele rezultate prezentate in aceastda teza sunt rezumate dupa cum
urmeaza:

In Capitolul 3 s-a investigat posibilitatea formarii unor noi complecsi
supramoleculari intre icarisida II si concentratul de proteine din zer. Difractia de raze X
pe pulberi, calorimetria diferentiala de scanare si spectroscopia FTIR au furnizat dovezi
ale formarii unor noi complecsi amorfi ICS-WPC. Analiza termodinamica a aratat ca cele
mai favorabile conditii pentru formarea complecsilor au fost pH 8 si 40°C. Rezultatele
obtinute prin spectroscopia de fluorescenta au indicat valori pozitive ale modificarilor
de entalpie si entropie, evidentiind faptul ca interactiunile hidrofobe reprezinta forta
majora responsabild formarea complecsilor.

Capitolul 4 s-a axat pe Imbundtatirea solubilitatii In apa a icarisidei II prin
complexare cu concentrat de proteine din zer si prin addugarea surfactantilor Tween 80
si lecitina. Studiul a demonstrat ca complexarea cu WPC a crescut semnificativ
solubilitatea ICS, de aproximativ 258 de ori. In combinatie cu surfactantii selectati,
solubilitatea a crescut pana la 554 de ori, evidentiind un efect sinergic intre purtatorii
proteici si surfactanti. Analizele spectroscopice si termice au confirmat formarea cu
succes a noilor complecsi, iar microscopia electronica de scanare a pus in evidenta
modificiri morfologice relevante. In plus, aceastd abordare a demonstrat atat eficienta
ridicatd, cat si potential de sustenabilitate prin valorificarea zerului, subprodus al
industriei lactatelor.

In Capitolul 5 a fost investigatid influenta addugirii surfactantilor asupra
activitatii antioxidante a icarisidei II, utilizind metodele BR si DPPH-. Rezultatele au
indicat ca ICS prezinta o activitate minima in medii apoase. Capacitatea antioxidanta a
fost Imbunatatita prin complexare cu concentrat de proteine din zer si surfactanti
(Tween 80 si lecitind), obtindndu-se o crestere de 4,16 ori. Aceste rezultate
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demonstreaza eficienta procedurii de complexare in cresterea functionalitatii icarisidei
IL.

Pe baza rezultatelor acestei cercetari, au fost formulate urmatoarele concluzii
si recomandari generale:

1. Formarea complecsilor dintre icarisida II si concentratul de proteine din zer
a prezentat cele mai favorabile rezultate la pH 8 si 40°C, conducand la formarea unor
complecsi amorfi ICS-WPC.

2. Analizele termodinamice au confirmat ca interactiunile hidrofobe reprezinta
forta principala care conduce la formarea complecsilor supramoleculare.

3. Complexarea icarisidei II cu concentrat de proteine din zer, in special la un
raport molar de 2:1, a imbunatatit semnificativ solubilitatea In apa, rezultand o crestere
de 258 de ori. In plus, incorporarea combinati a Tween 80 si lecitinei a crescut
solubilitatea pana la 554 de ori. Aceasta imbunatatire poate fi atribuita schimbarilor
morfologice si reducerii tensiunii interfatiale.

4. Investigatiile structurale si morfologice (DSC, XRD, FTIR, SEM) au confirmat
tranzitia de la starea cristalina la cea amorfa si formarea de noi legaturi de hidrogen.
Aceste transformari contribuie la imbunatatirea solubilitatii si stabilitatii icarisidei II.
Incorporarea concentratului de proteine din zer, subprodus al productiei de branzeturi,
impreuna cu utilizarea uscarii prin pulverizare, subliniazd sustenabilitatea si
scalabilitatea metodei, cu implicatii relevante pentru biotehnologie.

5. Complexarea icarisidei II cu WPC a imbunatatit semnificativ activitatea
antioxidanta. Adaugarea surfactantilor precum Tween 80 si lecitind a condus la o
crestere de 4,16 ori, confirmata prin testul DPPH-.

6. Metoda BR a demonstrat ca ICS pur prezinta bioactivitate limitata in conditii
apoase, subliniind importanta strategiilor biotehnologice de formulare pentru
imbunatatirea solubilitatii in apa si performantei functionale, in vederea unor aplicatii
potentiale in suplimente alimentare.

7.Formularea dezvoltatd S-ICS-WPC ofera o metodd noud, sustenabild si
scalabila pentru imbunatatirea biodisponibilitatii icarisidei II, compus natural slab
solubil in apa. Totusi, sunt necesare studii suplimentare, precum simulari
gastrointestinale in vitro si evaluari in vivo ale biodisponibilitatii, pentru a valida
eficienta sa ca supliment alimentar functional.

Originalitatea si contributiile personale

Prezenta teza de doctorat evidentiaza contributiile originale ale autorului in
domeniul biotehnologiilor si tehnologiilor verzi aplicate dezvoltarii alimentelor
functionale cu accent pe imbunatatirea solubilitatii in apa si a activitatii antioxidante a
compusilor naturali cu biodisponibilitate redusa avand ca studiu reprezentativ icarisida
II. Noutatea acestei cercetdri consta in formarea unor complecsi anterior neinvestigati,
introducand o strategie inovatoare pentru Imbunatatirea proprietatilor functionale ale
compusilor naturali slab solubili.
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Una dintre contributiile principale ale acestei teze este dezvoltarea unui sistem
biotehnologic de livrare bazat pe complexarea icarisidei Il cu concentrat de proteine din
zer. In limita cunostintelor actuale, acesta este primul studiu care investigheazi
formarea de complecsi intre icarisida II si concentratul de proteine din zer.
Caracterizarea fizico-chimica cuprinzatoare utilizdnd DSC, XRD si FTIR a confirmat
formarea cu succes a complecsilor, oferind o baza solida pentru dezvoltarea viitoare a
unor produse provenite din biotehnologii alimentare avansate.

Originalitatea contributiilor este amplificata de integrarea surfactantilor,
precum Tween 80 si lecitina, in sistemul ICS-WPC, ceea ce a permis formarea unui
complex mixt pe baza de surfactanti (S-ICS-WPC). Adaugarea surfactantilor a generat un
efect sinergic, amplificind semnificativ solubilitatea In apa a icarisidei II. Studiul a
demonstrat ca aceasta abordare biotehnologica a crescut solubilitatea in mediu apos a
de 554 de ori, oferind o solutie promititoare pentru cresterea biodisponibilitatii si
eficientei sale ca supliment alimentar.

Aceastd cercetare se numadra printre primele care au evaluat proprietatile
antioxidante ale complecsilor icarisida [I-WPC utilizdnd metoda sistemului oscilator
Briggs-Rauscher si testul de captare a radicalilor DPPH:. Aceste metode, relevante
pentru biotehnologiile aplicate, au furnizat atat informatii cantitative, cat si informatii
calitative in conditii care mimeaza mediul gastric uman.

Un aspect esential al cercetarii il constituie orientarea catre biotehnologii
sustenabile, reflectatd prin utilizarea concentratului de proteine din zer, subprodus
valorificat al industriei lactatelor, si prin alegerea uscarii prin pulverizare. Aceasta
tehnicad, specifica biotehnologiilor moderne, a fost aleasa datorita accesibilitatii,
costurilor reduse si scalabilitdtii industriale, contribuind la reducerea deseurilor si
promovand practici de productie ecologica.

In perspectiva dezvoltirilor viitoare, aceasti tezi de doctorat oferd un
fundament solid pentru investigatii suplimentare privind biodisponibilitatea in vitro si
in vivo, eficienta incapsuldrii si stabilitatea gastrointestinala a sistemelor dezvoltate.
Totodata, deschide perspectiva aplicarii unor strategii similare si in cazul altor compusi
hidrofobi din domeniul alimentar sau farmaceutic.
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