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INTRODUCERE

Chimia structurilor supramoleculare a fost definita foarte sugestiv de catre un prim
lider promotor al domeniului, Jean-Marie Lehn, laureat al Premiului Nobel din anul 1987, in
felul urmator: “chimia ansamblurilor moleculare si a legaturii intermoleculare”. La Tnceput
prin compusi supramoleculari s-au subinteles numai structuri de tip “host-guest”, in zilele
noastre tot in aceastd categorie se incadreaza dispozitivele si masinile moleculare, structurile
formate prin auto-asamblare si auto-organizare si domeniul nu se poate separa clar de cel al
nanoparticulelor.

Scopul cercetdrilor stiintifice prezentate in aceastd lucrare de doctorat constd in
“captarea” de informatii moleculare, studiind prin diferite metode fizico-chimice (capitolul
1) diverse sisteme supramoleculare care se formeaza prin auto-asamblarea unor molecule
biologic active (capitolele 2-9).

Atat moleculele biologic active alese cat si metodele de studiu folosite au fost foarte
variate, Incercand sa acoperim domenii de interes stiintific cat mai “fierbinti”. Astfel, in
capitolul 2 s-a studiat micelizarea n sisteme bifazice care contin colatul de sodiu si
comportamentul acestuia la interfata lichid-lichid. Alte molecule biologic active studiate au
fost acidul stearic si anestezicele locale, dibucaina si tetracaina (capitolul 3). Studiul
autoorganizarii acestor molecule la interfata lichid-lichid a permis deducerea mecanismului
formarii unor suprastructuri moleculare cunoscute in literatura de specialitate sub numele de
filme Gibbs. Capitolul 4 cuprinde studiul unor nanostructuri formate din carotenoide la
interfata aer-apa si din dipalmitoil fosfatidil colini pe suport de aluminiu. in capitolul 5, prin
studiul interactiunii unor amino acizi si a acidului a-lipoic cu nanoparticule de metale nobile,
cum ar fi aurul si argintul, s-a urmarit modelarea structurilor supramoleculare care pot lua
nagtere prin contactul materiei vii cu metale nobile. Structurile supramoleculare formate din
proteine de origind vegetald sau animald prin interactiuni cu hormoni $i medicamente
anticancerigene au fost discutate in capitolul 6. Morfologia si structura agregatelor naturale
din amidon a fost studiatd prin AFM 1in capitolul 7. Capitolul 8 este consacrat structurilor
formate prin reactii “host-guest” intre B- ciclodextrind i quercetind precum si intre [-

ciclodextrina si acidul a -lipoic.



Structurile supramoleculare se formeaza fara a implica ruperi sau formari de legaturi
covalente (concluzii generale, in capitolul 9). S-a folosit un numar mare (12) de metode si
tehnici fizico-chimice prezentate succint n capitolul 1 si care sunt descrise in patru carti de
specialitate la care autorul tezei de doctorat este co-autor (capitolul 10). Cercetarile originale
cuprinse in teza de doctorat sunt publicate in 15 articole, din care 13 Tn reviste cotate ISI

(capitolul 10).

CUVINTE CHEIE

Sisteme supramoleculare nanostructurate
Compusi biologic activi

Interfete fluide

Auto-organizare Tn monostrat
Auto-organizare n faza apoasa

Filme subtiri



2. FORMAREA SI CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A
UNOR MICELE ALE COLATULUI DE SODIU 1IN SISTEME
BIFAZICE

2.1 RELATII INTRE STRUCTURA CHIMICA SI PROPRIETATILE
SUPERFICIALE IN SISTEME CARE CONTIN COLAT DE SODIU

Datorita structurii moleculare (Fig.2.1.1), sarurile biliare prezintd o suprafatd polara
cu grupari hidrofile, si anume hidroxil, si o suprafatd nepolard care contine segmente de
hidrocarbura ale nucleului steroidic rigid nepolar si o grupare carboxilat. Dupa cum se
observa, molecula contine trei grupari hidroxil, situate de aceeasi parte a moleculei si acestea
formeaza un triunghi in partea hidrofila din nucleul steoridic. Distanta dintre aceste trei

grupiri OH este de 5 A.

Fig. 2.1.1. Structura moleculara a acidului colic (3, 7, 12-trioxicolanic)

2.2 CONCENTRATIA CRITICA MICELARA A COLATULUI DE SODIU (CMC)

2.2.3 Determinarea concentratiei critice micelare in sisteme care contin colat de
sodiu
Valorile tensiunii interfaciale (o), la interfata tetraclorura de carbon/apa, determinate
utilizand metoda picaturii atarnate [3, 4], sunt prezentate in fig.2.2.1, in functie de logaritm

din concentratia de NaC. Intersectia celor doua portiuni liniare permite deducerea CMC.



G, mN/m

20r

logec

Fig.2.2.1. Tensiunea interfaciala (o)
masuratd utilizdnd metoda picaturii atarnate
functie de logaritm din concentratia de NaC

G, mN/m

Fig.2.2.2. Tensiunea interfaciala (c)
folosind metoda Wilhemy, in functie ca
de concentratia molara (c) a NaC

Reprezentarea conductantei echivalente ( A) vs. Jc, ridicina patratd din concentratia

de NaC, este data in fig. 2.2.3. Dupa cum se observa, la CMC apare o schimbare brusca de

panta. Turbiditatea (7 ) in functie de concentratia analiticd de NaC este prezentatd in figura

2.2.4. Apar doua portiuni liniare care se intersecteaza la CMC.
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Fig. 2.2.3. Conductanta echivalenta (A)
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Fig.2.2.4. Turbiditatea (7 )
in functie de concentratia molara de NaC



Valorile CMC deduse din datele noastre experimentale sunt prezentate in Tab. 2.2.1.
In acest tabel sunt prezentate si date din literatura. Din acestea s-au calculat maximul de

adsorbtie si valorile ariei moleculare, date in Tab. 2.2.2.

Tabelul 2.2.1. Valorile CMC pentru solutii apoase de NaC

Metoda temperatura CMC referinte
‘C) (mM/I)

Volumului picaturii 22 5,55 [123]
Placutei 20 5,31 [124]
Conductometrica 23 5,18 [123]
Turbidimetrica 22 4,91 [123]
Difuziei luminii 20 20 [94]
Solubilizarii 20 13 [92]
Tensiunii superficiale 20 5 [96]
Tensiunii superficiale 22 4,9 [90]
Tensiunii superficiale 22 3,25 [90]

Tabelul 2.2.2 Maximul de adsorbtie si aria moleculara a NaC la interfata lichid/lichid

Interfata I x10",mol -cm™ Ao, A’lmoleculd
CCla/apa 1,92 86,8
Benzen/apa 1,05 158,4

23 PARAMETRI TERMODINAMICI DE MICELIZARE A COLATULUI DE
SODIU

2.3.1 Deducerea parametrilor termodinamici

Tensiunea interfaciald (o, mN/m) la interfata benzen/solutie apoasd de surfactant a
fost masurata in functie de temperaturd la mai multe concentratii de surfactant, in jurul
concentratiei critice micelare (CMC). Sunt obtinuti parametri termodinamici care

caracterizeaza atat adsorbtia surfactantului cat si micelizarea lui.

10



2.3.4 Determinarea parametrilor termodinamici ai adsorbtiei colatului de sodiu la
interfata benzen/apa
Din valorile tensiunii interfaciale reprezentate in functie de temperatura si
concentratie s-a putut evalua variatia de entropie asociatd cu adsorbtia per mol de surfactant

(As/T;, entropia de adsorbtie). Aceasta are valori pozitive si scade foarte mult la m;<CMC.

Aceasta discontinuitate la CMC, indica la 298 K o entropie de micelizare destul de mica La
temperaturi mai mari, entropia de micelizare devine negativa.

S-a constatat cd geometria si hidrofilicitatea colatului au un efect considerabil
asupra proprietatilor filmelor adsorbite de colat de sodiu si asupra comportamentului de

formare de micele.

11



3. STUDIUL CINETIC AL REACTIEI DE AUTOASAMBLARE 1IN
CAZUL UNOR MOLECULE BIOLOGIC ACTIVE LA INTERFATA
LICHID/LICHID

Unul dintre obiectivele acestui studiu este acela de a dezvolta un model cinetic si de
a-1 aplica in cazul adsorbtiei unor compusi biologic activi, de exemplu doua anestezice locale
(dibucaina si tetracaina), din solutii apoase la interfata cu benzenul pur. Un obiectiv major al
acestei cercetari constd in elucidarea adsorbtiei unui alt compus biologic activ, si anume un
acid gras (acidul stearic) din faza organica (benzenicd) la interfata cu apa, acidul stearic fiind

considerat un model simplu de compus lipidic.

3.2.1 Tensiuni interfaciale dinamice

Valorile tensiunii interfaciale dinamice pentru adsorbtia celor doua anestezice la
interfata benzen-apa, impreuna cu valorile de echilibru, sunt prezentate in Tab.3.1.

Tabelul 3.1. Tensiunile interfaciale dinamice (mN/m) la interfata benzen/apa

Anestezice Dibucaina Tetracaina
t, min C,, mol dm™

0.001 0.005 0.010 0.001 0.005 0.010
1 31.9 28.7 26.4 328 311 29.9
2 311 27.1 24.3 31.9 305 28.9
3 30.2 25.4 22.2 317 29.2 275
4 29.7 24.6 20.8 313 28.7 27.0
5 29.2 235 20.0 311 28.2 26.2
6 28.8 23.1 19.2 30.8 21.7 25.9
7 28.4 221 18.6 30.7 275 25.3
8 28.1 21.9 18.2 305 27.2 25.1
9 27.8 21.2 175 30.3 27.0 24.7
10 275 20.9 17.3 30.1 26.7 24.5
11 27.3 20.4 16.8 30.0 26.6 24.3
12 27.0 20.1 16.6 29.9 26.4 24.0
13 26.9 19.7 16.2 29.8 26.3 23.9
14 26.6 194 16.0 29.6 26.1 23.8
15 26.5 19.2 15.8 295 26.0 23.7
© 26.0 18.6 15.6 29.3 25.6 23.3
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Pentru a testa validitatea ecuatiei cinetice (3.7) [177], a fost calculat membrul stang al

ecuatiei, notat cu y, folosind valorile experimentale o prezentate in Tab. 3.1, precum si
valorile lor de echilibru o, corespunzand la t=o , si luand o, =34.7mN/m. Folosind
ecuatiile cinetice, s-au evaluat valorile constantelor relative de adsorbtie si desorbtie date in
Tab. 3.3.

Tabelul 3.3. Constantele relative de adsorbtie si desorbtie

Biocompusul k /T, k,/T, r ki/kz
dm® mol™*min™ min™ mol™* dm’®
Dibucaina 7.250 0.1590 0.9914 45,6
Tetracaina 4.990 0.1490 0.9988 33,5
Acid stearic 0,212 0,0392 0,9990 54

Pentru o mai buna corelatie a datelor experimentale s-a propus un nou model teoretic §i 0
noua ecuatie cineticd, bazatd pe ecuatia de difuzie a lui Ward si Tordai asociata cu ecuatia de

stare bidimensionala van der Waals [177].

3.3 MECANISMUL DE ADSORBTIE LA INTERFATA ULEI/APA
Pentru a oferi o imagine mai bund asupra mecanismului de adsorbtie, in Fig. 3.14, am
reprezentat variatia de energie (E) 1n functie de distanta la interfata (Z) si am ilustrat barierele

enegetice pentru procesul de adsorbtie si desorbtie la interfata lichid-lichid.

stare activata

B S stare de solutie
E ;
i v

stare adsorbita

Fig.3.14 Relatia dintre bariera de adsorbtie E; (adica energia de activare de adsorbtie),
bariera de desorbtie E; (adica energia de activare de desorbtie) si energia de adsorbtie (Ea)
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Fortele motrice pentru adsorbtia anestezicelor (molecule solubile in apd) sunt
interactiunile hidrofobe dintre lanturile hidrofobe penetrate si faza de ulei, care sunt Insotite
de cresterea de entropie a sistemului cauzata de distrugerea structurii ordonate a moleculelor
de apa, formata in jurul lanturilor hidrofobe din faza apoasa.

Din contra, forta motrice pentru adsorbtia acidului stearic (un component practic
insolubil in apd) este schimbarea de entalpie a sistemului datoratd hidratarii grupdrii cap

polare hidrofile cand se imerseaza in faza apoasa [190].
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4. STRUCTURA MOLECULARA SI PROPRIETATI DE
MONOSTRAT : MODELARE SI EXPERIMENT

S-au determinat caracteristicile de monostrat a trei pigmenti carotenoidici (Fig. 4.1.1)
[207, 208].
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Figura 4.1.1 Structura moleculara a carotenoidelor: 3,p-caroten-4-ona (echinenona, ECH),
B,B-caroten-4,4’-diona (cantaxantind , CAN) si 4,4 '-diapo -y, y-caroten-4, 4'-dial ( denumit
deasemenea 4,4’-diapolicopendial, APO)

4.1.2 Calcul HMO, SCF-MO (AM 1 si PM 3 ). Momente de dipol
4.1.2.1.4 Momente de dipol din date HMO

Am utilizat calcule simple HMO pentru sistemul de electroni = delocalizati al celor
trei molecule [207]. Din densitatea electronilor & si ordinul legaturilor s-a realizat estimarea
momentelor de dipol in cazul diferitelor legaturi, pe baza unor presupuneri logice. Tn timp ce
pentru legaturile de tip CC s-au luat Tn considerare numai momente dipol de tip =, pentru
legdturi de tip CO s-a inclus si 0 componenta c. Aceste momente de dipol ale legaturilor
individuale au fost compuse vectorial (vezi Fig.4.1.9 pentru compunerea momentelor de dipol
pentru primele trei legdturi), incepand cu legatura CO, despre care se presupune cad este
orientata orizontal direct pe substratul de apa, presupunand totodatd ca unghiurile legaturilor

din sistemul conjugat sunt de 120° (hibridizare trigonald pentru toti atomii C si O).
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Figura 4.1.9.Compunerea dipol momentelor pentru primele 3 legaturi si descompunerea
momentului de dipol total in componente orizontale si verticale. Simboluri: cercuri negre-
atom de C(sp?); cercuri gri-atom de C(sp®); cercuri albe-atom de O(sp?).

4.1.2.2 Calcule SCF MO
S-au efectuat calcule MO mai complexe, referitor la toti electronii (o si 7t) pentru cele
trei carotenoide (ECH, CAN si APO) toate in forma trans. Calculele s-au efectuat la nivelul
Hartree-Fock restrictionat (RHF) prin utilizarea a doud metode semi-empirice SCF MO:
Modelul Austin 1 (AM1) si Modelul Parametric PM3, cu ajutorul pachetului de software

HyperChem?7.5. Ele au fost de asemenea folosite la estimarea momentelor de dipol.

4.1.3 Descrierea izotermelor de compresie

S-au inregistrat izotermele de compresie ale celor trei carotenoide (ECH, CAN si
APO) ectalate la interfata aer/apa (Fig.4.1.10). Avand ca punct de plecare aceste izoterme de
compresie, s-au stabilit caracteristicile superficiale, si anume: presiune de colaps ., modul
de compresie superficiala Cs”, si parametri de interactiune A", (Tabelul 4.1.1).

4.1.4 Geometrie moleculari. impachetare in monostrat

Componenta orizontalda a momentului de dipol in cazul primelor trei legaturi din
sistemul conjugat pns, adica momentul de dipol al grupului principal, scade in ordinea
ECH>CAN>APO, asemanator cu valorile o si Cs? stabilite experimental, a fiind o masura

pentru forta de atractie intermoleculard, si Cs* modulul de compresiune superficial.
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Figura 4.1.10. Izoterme de compresie: presiune superficiala functie de arie moleculara pentru
carotenoidele ECH, CAN si APO

Tabelul 4.1.1. Caracteristicile superficiale a celor trei carotenoide studiate

Carotenoid e (o o -10% Ay
(mN-m) (mN-m) (N-m?) (hm?)
ECH 32 151 9.02 0.438
CAN 36 145 8.74 0.432
APO 32 95 6.71 0.392

Fig.4.1.11. aratd geometriile optimizate asa cum rezultd din calcule PM3 in planul
primelor doua axe inertiale.

Calculele semi-empirice SCF-MO in cazul celor trei carotenoide studiate duc la
rezultate generale aseméanatoare cu cele indicate de calculele HMO. Momentele de dipol ale
grupelor polare se coreleazi cu caracteristicile termodinamice de suprafat urmdrite. Tn cazul
moleculelor de echinenona (ECH) si cantaxantind(CAN), oOrientarea moleculard 1in
monostratul condensat este considerata perpendiculara pe interfata aer/apa si monostratul care
rezulta din aceasta impachetare moleculara este destul de rigid, pe cdnd moleculele APO au o
orientare diferitd si compresibilitate ridicata. Aceste molecule sunt deviate din pozitia
verticald, adica inclinate pentru a diminua unghiul legaturii C=O cu linia de contact aer/apa

(4.1.15). Unghiul ar trebui si fie de aproximativ 40°.
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Figura 4.1.11. Geometrii optimizate (calc. PM3) pentru moleculele celor trei carotenoide

Fig. 4.1.15 Orientarea moleculelor de APO la interfata aer/apa
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4.2 CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A UNOR FILME DE DIPALMITOIL
FOSFATIDIL COLINA (DPPC) PE SUBSTRAT DE ALUMINIU

Pentru modelarea membranelor s-au folosit diferite modele printre care monostraturile
de dipalmitoilfosfatidilcolina, DPPC, denumite si nanostraturi, veziculele lipidice sau
lipozomii si filmele Langmuir-Blodgett (LB) studiate prin diferite tehnici: tehnica Langmuir,
tehnica Langmuir-Blodgett (LB) asociata cu microscopia de forta atomicda (AFM).
Nanostraturile Langmuir de DPPC 1in absenta si prezenta procainei (P) la interfata aer/apa au
fost studiate folosind izotermele de compresiune. Filmele Langmuir-Blodgett transferate pe
suport de sticla acoperitd cu aluminiu au fost vizualizate prin spectroscopie de fortd atomica
(AFM), de ex. Fig. 4.2.4 [249, 571]. Analiza imaginilor AFM releva diferentele dintre
suprafetele filmului LB de DPPC pur si DPPC cu P, sugerand faptul ca exista o modificare a

compozitiei suprafetei.

0pm

2 pm

Fig.4.2.4 Imaginile AFM bidimensionale (2D) topografice (A) si de faza (B) ale filmelor LB
de DPPC pur transferate pe suport de aluminiu la tranzitia de faza principald la 8 mN/m; aria
scanatd 2x2 umz. Imaginea C reprezinta profilul sectiunii transversale de-a lungul sagetii din
fig.A. Imaginea AFM topografica 3D (D) a imaginii 2D (fig.A).

19



Structurile experimentale ale filmului LB colapsat vizualizate cu AFM si profilul
sectiunilor transversale pot fi explicate sugestiv cu ajutorul modelului de colaps prin nucleatie
si cresterea nucleelor. Imaginile AFM ale DPPC cu P releva asocierea acestora in particule
slab agregate la colaps avansat fata de cazul filmului de DPPC pur.

Studiile noastre au aratat de asemeea, o stabilitate pe termen lung a filmelor de DPPC
pur si a filmelor de DPPC cu P transferate pe suport de aluminiu. Aceasta stabilitate ridicata
poate include interactiunea dintre moleculele de DPPC si dintre DPPC si P plus interactiunea

dintre suportul de aluminiu si moleculele formatoare de film.
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5. OBTINEREA SI CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A
UNOR STRUCTURI SUPRAMOLECULARE FORMATE DIN
METALE NOBILE SI COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI

S-a realizat sinteza unor solutii coloidale contnand nanoparticule de aur [328] si de

argint [329].

5.3 METODE DE CARACTERIZARE FIZICO-CHIMICA A SISTEMELOR CARE
CONTIN NANOPARTICULE DE AUR

Atat solutiile coloidale contindnd doar nanoparticule de metal nobil, cat si cele la care
s-au adaugat biomolecule (aminoacizi, acid lipoic) au fost caracterizate prin spectroscopie

UV-VIZ, microscopie electronica de transmisie (TEM) si AFM.

5.3.2.1 Spectre UV-VIZ
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Fig.5.3.7. Spectrul optic al solutiei coloidale de aur cu solutie de histidind 0,01 M in
diferite raporturi (a) si cu solutii de histidina de diferite concentratii (b) [328]

In spectrele UV-VIZ se remarci benzile caracteristice rezonantei plasmonilor de
suprafatd (SPR) ai nanoparticulelor metalice, iar adaugarea biomoleculelor duce la o
deplasare a maximelor benzilor spre lungimi de unda mai mare, cu atdt mai pronuntatd, cu cat
interactiunea este mai puternicd. Autoagregarea nanoparticulelor mediata de biomolecule se
reflectd printr-o largire a benzilor de absorbtie si o delasare batocroma pronuntatda (Fig.
53.7.}

Legarea aminoacizilor cu interfata nanoparticulei de aur se poate realiza prin functia

amino, sau 1n cazul celor contindnd sulf, prin intermediul acestui atom.
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5.4.1.2 Imagini TEM
Imaginile TEM vizualizeaza nanoparticulele metalice si agregatele formate din aceste

particule in prezenta biomoleculelor (Fig. 5.4.6).

c d.

Fig.5.4.6. Imagini TEM ale nanoparticulelor de argint cu acidul a-lipoic. Barele din
imagini corespund la 5 pm (a), 2 um (b), 200 nm (c) si 100 nm (d) [329]

Hydrophobic
yaraop

Fig. 5.3.17. Diagrama Venn grupand aminoacizii in functie de proprietatile lor (adaptata dupa
[45]). A - alanina, CS-H — cisteind, CS-S cistind, D — acid asparagic, E — acid glutamic, F -
fenilalanind, G — glicind, H — histiding, I — izoleucind, K — lizind, L — leucind, M — metionina,
N — asparagind, P — prolina, Q — glutamind, R — arginina, S — serind, T — treonind, V — valina,
W — triptofan, Y — tirozina.
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Pentru a rationaliza comportarea aminoacizilor cercetati fatd de nanoparticulele de
aur, folosim o diagrama Venn (Fig. 5.3.17), care grupeaza aminoacizii dupa proprietatile lor.
Aminoacizii pentru care s-a gasit ca interactioneaza puternic cu nanoparticulele de aur si
initiaza agregarea lor au fost notate cu “+”, iar cei care au produs doar usoare deplasari ale
benzii de absorbtie UV-VIZ, cu “-*.

Un mecanism posibil pentru legarea unui aminoacid la nanoparticula de aur si

formarea de agregate de particule este prezentat pentru cisteind in Fig.5.3.18.
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Fig. 5.3.18. Un model pentru legarea cisteinei la nanoparticula de aur acoperita cu
citrat (a) si pentru formarea de legaturi intre nanoparticule de aur (b)
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6. AUTOASAMBLAREA UNOR PROTEINE GLOBULARE SAU
FIBROASE

6.1. PROTEINA PRINCIPALA (PAC) DE REZERVA PROVENITA DIN
CELULELE ALEURONE DIN SAMANTA DE ORZ

Scopul acestui studiu este acela de a cerceta autoasamblarea straturilor de proteina
PAC adsorbita pe suport solid. Atentia principald se indreaptd spre determinarea structurii de
suprafatd a straturilor uscate de proteina si aparitia de nanoparticule de proteina in interiorul
straturilor de proteind. Structura straturilor de proteind adsorbitd pe sticla a fost studiatd in
functie de timpul de adsorbtie, de concentratia proteinei, pH si forta ionica. Din céte
cunoastem, acesta este primul studiu cu privire la adsorbtia proteinei PAC pe suport solid si
include detalii la scara nanometricd asupra structurii straturilor de proteina PAC [359].
Proteina PAC prezinta o structurare unicd in filmul adsorbit pe suportul de sticla investigat la
AFM. Un asemenea proces de structurare moleculard si supramoleculard poate sa apara in
interiorul vacuolelor care stocheaza proteinele in procesul de dezvoltare a grauntelor din

cereale.

6.2 SISTEME FORMATE DIN ALBUMINA SERICA BOVINA SI MELATONINA.
SIMULAREA UNOR FENOMENE INTERFACIALE DE LA NIVELUL
BIOMEMBRANELOR

Se urmadreste determinarea efectelor melatoninei asupra filmelor auto-asamblate de
albumind sericad bovina (BSA) adsorbite la interfata aer/solutie apoasa, aproape de pH-ul
fiziologic [337]. Datele noastre experimentale, care aratd cd melatonina interactioneaza
specific cu BSA. Melatonina creste presiunea interfaciala a filmelor de BSA adsorbite,
exercitind un substantial efect de stabilizare asupra filmelor interfaciale de BSA
autoasamblate la interfata aer/apa. Rezultatele noastre confirma atat implicarea melatoninei
in interactiuni specifice cu BSA, cat si efectul ei remarcabil asupra stabilizdrii compusilor

biologici la interfete fluide.
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6.3. MORFOLOGIA COLAGENULUI SI A UNOR MEDICAMENTE ANTI-CANCER
ASAMBLATE PE MICA

Autoasamblarile colagenului de tip I (COL) din tendonul lui Achille de bovina cu unele
medicamente anti-cancer, precum 5-fluorouracil (FLU) sau doxorubicina (DOX), pe substrat
de mica, au fost investigate folosind microscopia de forta atomica (AFM) [576]. Imaginile
AFM arata diferite morfologii ale auto-asamblarilor formate din COL, COL-FLU si COL-
DOX (Fig. 8). Datele sugereaza ca medicamentele anticancer conduc la formarea
autoasamblarilor de COL cu un grad mare de stabilitate, prezentand un nivel 1nalt de ordine,
la nivel nanometric in cazul straturilor adsorbite pe suprafatd de mica. Interactiunea acestor
autoasamblari cu suprafata de mica este puternicd, iar interactiunile specifice dintre molecule
n interiorul straturilor auto-asamblate ar putea fi explicata prin intermediul legaturilor de
hidrogen, dar nu se poate exclude nici mecanismul de simpld inglobare a moleculelor de

medicament in matricea de colagen.
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Figura 8. Filmul de colagen mixat cu 5-fluorouracil pe mica. A)topografie 2D; B) imagine de
faza; C) topografie 3D; D) Sectiune transversala de-a lungul sagetii in Fig. 8A. Aria scanata
0,5 pm x 0,5 pm.
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7. STRUCTURA CHIMICA SI MORFOLOGICA A GRANULELOR DE
AMIDON

7.2.1.2 Imagini AFM

Microscopia de fortd atomica (AFM) a fost folositd pentru a investiga micro si
nanostructurile granulelor de amidon din porumb cultivat in Romania [432, 433].
Dimensiunea, forma si morfologia de suprafata a granulelor de amidon nativ din porumb sunt
ilustrate prin astfel de imagini O selectie a imaginilor AFM ale granulelor de amidon din
porumb compactate in tablete este prezentata in Fig. 1, iar a celor intinse ca film subtire — n
Fig. 7. Din imaginile AFM, topografiile 2D (Figura 1a, 7a) si topografiile 3D (Figura 1d, 7d)
precum si din imaginile de faza (Figura 1b, 7b) si imaginile de amplitudine (Figura 1c, 7c), se
poate observa structurarea superficiald a granulelor de amidon, in special prezenta iesiturilor

(noduli sau particule mici rotunjite sau alungite).
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Figura 1. Imagini AFM ale amidonului din porumb compactat in tableta.
Aria scanatd 20 um x 20 pm. a) imagine topografica 2D; b) imagine de
faza; c) imagine de amplitudine;d) imagine topografica 3D; e) sectiune

transversala de-a lungul sdgetii in panoul a.
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Structurile de suprafata investigate prin imagistica AFM, precum nodulii iesiti in afara
de pe suprafata granulelor de amidon, au diverse dimensiuni, aflate Tntr-un spectru larg de
valori, de la 30 nm la 80 nm. In mod frecvent, particule fine s-au autoasamblat pe suprafata
granulei in aranjamente destul de puternice, formand siruri.

Organizarea superficiald a granulei de amidon este probabil constituitda din blocuri, ca
elemente structurale, care au fost deja propuse pentru asocierea si clusterizarea moleculelor
elicoidale de amilopectina induntrul granulei de amidon si pe suprafata acesteia. Noi sugeram
ca cele mai mici particule care au fost vizualizate ar putea de asemenea sd corespunda
clusterilor individuali ai amilopectinei, ceea ce este in acord substantial cu modelul de cluster
propus si cu conceptul blocurilor admise in literatura de specialitate. EXistenta unor zone
destul de netede cu o rugozitate superficiald scazutd ori zone mai rugoase pe granulele de

amidon este confirmata.
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Figura 7. Imagini AFM ale amidonului din porumb intins ca si film
subtire. Aria scanata 1 pm x 1 pm. a) imagine topografica 2D; b) imagine
de faza; c) imagine de amplitudine; d) imagine topografica 3D; e)
Sectiune transversala de-a lungul sagetii in panoul a.
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7.2.2 Imagistica SEM
7.2.2.2 Imagini SEM
Imagini SEM ale granulelor de amidon din cartof depuse in film subtire, examinate
folosind tehnica SEI, sunt prezentate in Figura 8 pentru diverse arii de masurare. Imaginile

analoage pentru granulele de amidon din porumb sunt date in Fig. 9.

Figura 8. Granule de amidon din cartof (proba 1) vizualizate cu ajutorul SEM (SElI),
Lungimea barelor : 50 pm (a); 10 um (b); 5 um (c); 5 um (d).

Din masurarea unui numar mare de particule (cateva sute), folosind SEM,
dimensiunea medie (echivalenta cu diametrul granulelor) si abaterea standard (SDEV) au fost
calculate, impreuna cu unele valori extreme ale granulelor. Histogramele care prezinta
distributia dupa marime a granulelor de amidon, obtinute din imaginile SEM, sunt date in
Figura 10. Distributia dupa marime este similara in cazul celor doua probe, adica nu exista
diferente semnificative intre granulele de amidon din cartof (Fig. 10a) si porumb (Fig. 10b).

Din aceste histograme a fost dedusa granulometria probelor de amidon.
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Figura 9. Granule de amidon din porumb (proba 2) vizualizate cu ajutorul SEM (SEI),
Lungimea barelor : 50 um (a); 10 um (b); 5 um (c); 5 um (d).
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Figura 10. Histogramele distributiei dupa marime a granulelor in cazul amidonului din
cartof, proba 1 (a) si a amidonului din porumb — proba 2 (b) in filme subtiri

Astfel, unele tipuri de amidon din Romania au fost investigate pentru prima data in
literatura de specialitate, folosind imagistica SEM, si granulometria lor a fost stabilitd din
histogramele rezultate din masurarea dimensiunii granulelor. S-a putut realiza de asemenea o

comparare a morfologiei granulelor de amidon romanesc cu alte feluri de amidon publicate.
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8. FORMAREA SI CARACTERIZAREA FIZICO-CHIMICA A
UNOR STRUCTURI SUPRAMOLECULARE FORMATE DIN
COMPUSI BIOLOGIC ACTIVI

8.1. STRUCTURI SUPRAMOLECULARE FORMATE DIN QUERCETINA SI f-
CICLODEXTRINA [489-496]

8.1.2 Metode de caracterizare fizico-chimica
8.1.2.1. Caracterizarea complexului de incluziune format din quercetina

(Q) si p-ciclodextrina (B-CD)

8.1.2.1. 1. Spectroscopia FTIR
In regiunea spectrali dati in Fig.8.1.1, frecventa de intindere O-H pe B-CD, localizati
la 3380 cm™, este deplasati la 3412 cm™ pentru compusii co si fd. Probabil ci unele legaturi
de hidrogen sunt rupte. Este clar din Fig.8.1.2 ca grupa C=0 este implicata in procesul de
complexare, frecventa ei de intindere fiind deplasata de la 1664 la 1660 cm™ pentru compusii
fd si co. Aceasta subliniaza faptul ca grupa C=O (grupa cetonicd), de la C4 al scheletului

quercetinei, este implicata in legaturi de hidrogen la complexarea dintre Q si $-CD.

Quercetin
----co
----B-CD
R pm

[ fd

Absorbance (a.u.)

. . . . .
4000 3500 3000 2500
Wavenumber (1/cm)

Fig. 8.1.1. Spectre FTIR ale quercetinei si 3-ciclodextrinei pure si pentru compusii de

incluziune ai Q cu B-CD, pentru domeniul spectral 4000-2500 cm™. Simboluri: coprecipitat
(co), liofilizat (fd) si amestec fizic (pm).
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Fig. 8.1.2. Spectre FTIR ale quercetinei si -ciclodextrinei pure si pentru compusii de
incluziune ai Q cu B-CD, pentru domeniul spectral 1725-1550 cm™.

8.1.2.1. 2. Calorimetria de baleiaj diferential (DSC)

Curba DSC pentru B-ciclodextrina prezinta un pic endoterm larg (Fig.8.1.3)
pentru domeniul de temperatura de la cca. 74 la 118°C, cu o temperaturd a picului de cca.
95,8 ++1,6 °C. S-a calculat entalpia, AH, de cca. 209,3 #+8,6 J/g si ea corespunde
dezhidratarii i pierderii moleculelor de apa prin evaporare, din umiditatea reziduala existenta
(sub 100°C), ca si din cele incluse in cavitate (peste 100°C). De la 290°C in sus existd un nou

pic endoterm, corespunzand topirii, urmate de descompunerea B-ciclodextrinei.

e guercetintb CO(f)
————— quercetin+bCDco) 7
T guercetintbCOprm) A

— == guercetin S
— bCD R

. BEmeCT g
; ;
.7 3 116.250

-

a1.1

10.00 R |
it 77.20C 103.16C

\.\ i
\ /122740

10000 300 00 300 00

Temp [C]

Fig.8.1.3: Termograme DSC, flux de caldura (efecte endoterme: in jos, mW, in functie de
temperaturd, grade Celsius, C) pentru compusii puri, -ciclodextrind (B-CD) si quercetina (Q)
dihidrat, si compusii de incluziune Q: 3-CD obtinuti prin metodele de preparare:
coprecipitare (co) si liofilizare (fd) si pentru amestecul fizic Q: B-CD (pm).
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Curba DSC a quercetinei, un compus dihidrat, prezintd doua procese endoterme.
Primul este un pic endoterm destul de larg la cca. 122,7 + 1,3 °C si corespunde pierderii apei
legate (entalpie 254,2 + 8,8 J/g). Al doilea profil endoterm prezinta o temperaturd a picului
de 319,9 + 0,8 °C si este legat de topirea compusului Q anhidru. Entalpia de 81,2 + 1,3 J/g si
corespunde topirii compusului Q, urmata probabil de descompunerea sa.

Termograma amestecului fizic de Q si B-CD prezintd doud endoterme largi intre 60 si
100°C, datorate pierderii moleculelor de api nelegate si o alta pentru domeniul de temperaturi
de la 103 la 140 °C, corespunzand moleculelor de api legate, cu valori AH de cca. 25,6++ 5,3
JIg si de aproximativ 64 ++10 J/g, respectiv. A treia endoterma, mai larg, incepe la 287°C si
corespunde topirii amestecului fizic de Q si B-CD, urmata de descompunerea sa.

Curba DSC a compusului de incluziune coprecipitat din Q si B-CD prezinta doua
endoterme largi. Primul pic este caracterizat printr-o temperatura a picului de 91,17°C si AH
de 68 + 8.3 J/g, iar al doilea pic are temperatura picului de 116,25°C si AH de 42,2 ++7,8 J/g.
Ambele picuri corespund la pierderea moleculelor de apa. Picul de topire a quercetinei
dispare din profilul termic, iar la cca. 280°C incepe descompunerea complexului de
incluziune.

Termograma compusului de incluziune al quercetinei si B-CD, obtinut prin metoda
liofilizarii prezintd un singur pic endoterm slab, la 109,26°C cu AH de 27,1 + 8,2 J/g
corespunzand pierderii moleculelor de apa. Decompunerea acestui complex incepe la cca.
300°C, prezentand o stabilitate termicd mai buna decat pentru complexul quercetind: B-CD
(co), indicamd ca cea mai buna metoda pentru prepararea complexului de incluziune ete prin
liofilizare.

Aceste constatdri ar putea fi considerate ca o evidenta a interactiunilor moleculare
dintre componentele Q si B-CD in complexul de incluziune, confirmand astfel formarea
complexului.

8.1.2.1. 3 Difractometria de raze X a pulberilor

In Fig.8.1.4 sunt prezentate spectrele de difractie a razelor X in pulberi, pentru p-CD,

quercetinad si pentru complecsii lor de incluziune, pentru raportul molar 1: 1, preparati prin

doua metode diferite, prin liofilizare (fd, Fig.8.1.4a) si prin framantare (kn, Fig.8.1.4b).
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Fig. 8.1.4. Spectre de difractie a razelor X in pulberi pentru 3-CD, Q si compusul lor de
incluziune Q: B-CD, obtinut prin tehnica (a) liofilizarii (fd) si (b) framantarii (kn).
Se poate vedea cid difractogramele de raze X au trasaturi diferite pentru ambii
compusi de incluziune, cel de coprecipitare (co) si de liofilizare (fd), fatd de compusii initiali
(Q si BCD). Aceste constatari confirma formarea complecsilor de incluziune ai Q si BCD prin

ambele tehnici co si fd.

8.1.22 Complexul de incluziune s§i geometria de asamblare

supramoleculara

Geometria complexului a fost optimizata folosind algoritmul de mecanicd moleculara
al programului HyperChem . Dupa cum se poate vedea in Fig.8.1.6, gruparile cetonice (C=0O
la C4 ale inelului C al quercetinei) pot participa la formarea unei legaturi de hidrogen cu

gruparea de hidroxil primar situata pe cavitatea de S-CD.
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Fig.8.1.6: Model molecular propus pentru complexul de incluziune format din quercetina si
B-ciclodextrina

8.1.3. Morfologie si structura

Quercetina, S-CD si complecsii lor de incluziune sunt investigati si
caracterizati folosind imagini TEM, SEM si AFM si astfel sunt identificate agregate de
diferinte dimensiuni Imaginile TEM (Fig.8.1.8) indica o organizare aleatoare a asociatiilor
supramoleculare alungite destul de liniare ale moleculelor de quercetina, care se extind la sute
de nanometri (Fig.8.1.8b) sau chiar extinse la cativa um. Toti complecsii de incluziune ce
contin S-CD si Q (obtinuti prin framantare, co-precipitare si fraimantare, co-precipitare sau
tehnici de liofilizare) prezinta o tendintd de a forma aproape acelasi tip de aranjamente in fire

ca si in cazul quercetinei pure, dupa cum se evidentiaza din masuratori TEM.

Fig. 8.1.8. Imagini TEM pentru quercetina (b) si complexul de incluziune Q: B-CD obtinut
prin liofilizare (fd) (d).
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Fig. 8.1.9. Imagini SEM pentru quercetina (a), -CD (b) complexul de incluziune Q: B-CD
obtinut prin fraimantare sau framantare si coprecipitare (c) complexul de incluziune Q: B-CD
obtinut prin liofilizare (d); Lungimea barei este 1 um.

Tn imaginile SEM (Fig. 8.1.9), complecsii de incluziune formati de B-CD si Q (Fig.
8.1.9¢ si d) prezinta particule cu o morfologie comparabild, practic independenta de modul de
preparare (framantare, respectiv liofilizare in Fig. 8.1.9d). Morfologia si forma acestor
particule sunt total diferite de a celor corespunzand componentilor puri, quercetina sau -CD,
relevand o structurd diferintd in faza solida datoratd interactiunilor moleculare din reteaua

complecsilor de incluziune, in acord total cu observatiile TEM.

8.1.6.2. Estimarea experimentali a constantei de echilibru

Cateva din spectreleUV-VIS pentru solutiile alcoolice apoase de quercetina cu fCD in
diferite proportii, sunt date in Fig.8.1.13. pentru pH = 3. In toate solutiile apar doua picuri, cu
maxime la 372 si 255 nm. Absorbanta la maxime prezinta o tendintd generala crescatoare cu
cresterea concentratiei de BCD. S-au folosit trei medii apoase diferite si anume: pH 3,
netamponat (pH 5.5) si pH 7.4, pentru a varia conditiile de mediu si interactiunea dintre

moleculele de BCD si Que.
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Fig.8.1.13. Spectre optice ale solutiilor de Que 0.04 mM cu continut variabil de BCD, la pH =
3 (tampon citrat), la 2 min. dupa amestecare (a) si dupa 24 h (b).

Constanta de echilibru K a formarii complexului molecular host-guest s-a evaluat folosind

metoda Benesi-Hildebrand in 4 variante [566], pentru cele doud picuri de absorbtie. In

Tabelul 8.1.2, sunt rezumate valori ale constantei de echilibru obtinute de noi prin diferitele

metode grafice.

Tabelul 8.1.2. Valori estimate pentru constanta de echilibru de legare pentru complexul

BCD-Que

Metoda Banda de abs. 371 nm Banda de absorbtie 256 nm
pH = 3, dupa 2 min. din ec.(2) | 300 (r=0,558) 150 (r = 0,434)

pH = 3, after 24 h
dinec. (1) 725+50 (0,996) 1100 £ 250 (0,931)
dinec. (2) 760 £ 100 (0,995) 650 =170 (0,973)
dinec. (3) 750+ 70 (0,967) 1040+ 250 (0,768)
dinec. (4) 810 £ 100 (0,995) 810 + 220 (0,973)
Media 750 £ 150 900 * 400

Media din 2 max 820

pH=55
dinec. (1) 710 £ 70 (0,990) 570 £ 170 (0,858)
dinec. (2) 610 £ 100 (0,990) 530 +160 (0,959)
dinec. (3) 740 £90  (-0,928) 670 £190 (-0,711)
dinec. (4) 680 + 110 (0,990) 710+ 210 (0,959)
Media 680 + 150 620 + 230

Media 2 max 650
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La pH 7,4 ionizarea partiald a quercetinei si stabilitatea scazuta a formei ei anionice
impiedica estimarea unor valori K sigure. Din valorile estimate ale constantelor de legare K,
se poate calcula energia libera Gibbs (entalpia liberd) de formare [524, 525] pentru complexul

molecular host-guest. Valorile obtinute din aceasta relatie sunt: -16,6 kJ/mol (pH = 3), -16,0
kd/mol (pH = 5,5).

8.2. STRUCTURI SUPRAMOLECULARE FORMATE DIN §-
CICLODEXTRINA SI ACID LIPOIC

8.2.3. Caracterizarea fizico-chimica a complexului de incluziune format din acid
a-lipoic (LA) si B-ciclodextrina [533-536]

e Spectroscopie FTIR

- - -pCD
—aAL

— = AL-CD (co)
OH - AL-pCD (fd)

Absorbance (a.u.)

T T
3500 3000

Wavenumber(cm")

Fig. 8.2.2 Spectre FTIR ale acidului lipoic si B-ciclodextrinei pure si pentru compusii de
incluziune ai LA cu B-CD, pentru domeniul spectral 3800-2700 cm™. Simboluri: coprecipitat
(co), liofilizat (fd).

Frecventa de intindere a grupei O-H, localizatda a ~3392 cm™ in B-CD purd, este
deplasata la 3386 (produs o) si 3383 cm™ (produs fd), respectiv datorita cresterii numarului
de legaturi de hidrogen in cursul procesului de complexare. Nu se poate neglija nici

expulzarea moleculelor de apa din cavitatea -CD.
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in regiunea spectrali 1800-1500 cm™ apar de asemenea modificiri in urma
complexarii.
- V5(C=0) a acidului lipoic este deplasata la frecventd mai inalta, probbil din cauza
distrugerii structurii cu legaturi puternice de hidrogen din substanta necomplexatd, dupa

formarea compusului de incluziune cu B-ciclodextrina.

- v(OH) (modul de Tncovoiere) de la B-CD este deplasata la o frecventa mai joasa, ceea ce s-

ar explica prin formarea de noi legaturi de hidrogen intre $-CD si LA

8.24 STRUCTURA RETELElI CRISTALINE FORMATA DIN
COMPLEXUL DE INCLUZIUNE, ACID LIPOIC SI §-
CICLODEXTRINA

X bckgr
X == _Calc

X obs

f—dift

10000 —

Intensity

5000 —

2Theta

Figure 8.2.4.3. Spectre de difractie in pulberi ale complexului de incluziune (1:1) o-CD-LA ;
spectru experimental (X x x x), spectrul calculat final dupa rafinare (linie) si diferenta spectru
experimental- calculat (linie, jos).

Pentru construirea modelului complexului de incluziune s-au folosit structurile de

referinta din Cambridge Structural Database [557-559].
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8.2.4.3. Impachetarea moleculari si legituri de hidrogen in complexul de

incluziune g-CD-acid lipoic (1:1)

Tabel 8.2.4.2. Caracteristicile moleculei de p-CD. D= distante intre atomii
04(Gyp)...04(Gn+1); @ = unghiuri intre atomii O4(Gp.1)...04(Gp)...04(Gnsq); d=abateri de la
planul celor mai mici patrate prin cei sapte atomi O4(Gn); a=unghi diedru intre planul
04(Gy) si planul celor mai mici patrate prin C2(Gy),C3(Gy), C5(Gp) si O5(Gy); D3=distante
intramoleculare intre atomii O3(Gp)...02(Gn+1). Unghi de torsiune 7,=05(Gn)-C5(Gn)-

C6(Gn)-06(Gn) si 7, =C4(Gn)-C5(G,)-C6(Gp)-06(Gy).

Reziduu | DAY | ¢ () d(A) a () D3A) [z.C) | 750
Gl 5.44(4) | 128.0(9) |0.123(14) |66.3(5) |3.10(3) | 93.1(18) | -135.2(19)
G2 558(4) | 127.8(7) |-0.07(3) |88.7(10) | 2.52(4) | -104(3) | 29(3)
G3 538(5) | 101.8(7) | 0.12(3) |89.0(13) | 3.23(4) | -120(4) | 11(4)
G4 471(5) | 153.8(10) | 0.30(4) | 81.9(11) |2.90(4) | -38(3) | 93(3)
G5 5.22(5) | 129.2(9) |-0.63(3) |69.7(11) | 3.33(3) | -157(3) | -33(4)
G6 555(3) | 98.8(6) 041(3) | 88.3(11) | 2.74(3) | -168(3) | -45(3)
G7 442(3) | 150.8(7) | 0.00(3) | 76.0(11) |2.99(2) | -54(4) | 75(4)

Cei sapte atomi de O4(Gn) glicozidici din S-CD-LA (1:1) formeaza un heptagon
distorsionat, avand Tn vedere abaterile mari ale distantelor interatomice (4.42 — 5.58 A) si ale
unghiurilor interatomice (99 — 154°) (Tab. 8.2.4.2) de la valorile de 4.38 A si 128.6° dintr-un
heptagon ideal nedistorsionat.

Cele sapte unitati de glucoza au conformatii scaun usor distorsionate cu unghiuri theta
de incretire intre 0 — 7°, provenind din modelul B-CD folosit pentru a construi compusul de
incluziune S-CD-LA.

Atomii de oxigen 06 din G, Gs, Gs, Gs, G7 sunt in afara cavitatii ciclodextrinei, iar
atomii O6 din G; si Gs sunt indreptati spre cavitatea macrociclului si ingusteaza fete opuse
ale fetei primare a $-CD.

In general, se formeaza legituri de hidrogen cu 06(Gy,) din moleculele vecine de
ciclodextrind, daca atomii O6(Gy) sunt in aceeasi pozitie ca si planul C2C3C505. Faptul ca
niciun atom de oxigen O6 din complexul de incluziune B-CD-LA nu satisface aceste criterii
explica prezenta unei singure legaturi de H intre O6(G4) — O6(G7) ai ciclodextrinelor vecine

si implicarea lor extensiva in legaturi de hidrogen intramoleculare (Tab. 8.2.4.3).
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Tabel 8.2.4.3. Lungimile legaturilor de hidrogen intramoleculare. Primul indice se refera la
notatia uzuald pentru unitatea glicozidica, ca in Fig. 8.2.4.1. Al doilea indice corespunde
numarului unitatii glicozidice in macrociclul 3-CD.

Grupe —OH primare | Grupe —OH secundare

ale B-CD ale B-CD
Atomi Lungi- Atomi Lungime
legati me (A) legati (A)

Os62 — Ouss3 2.32 022 -0z 3.10
Oeg2 - Os3 2.45 023 - O3 2.52
O63 — Ous 2.75 O25 — Oz 2.90
O63 — Os4 2.70 O27 - Ogss 2.74
Os64— Oss 2.84 021 — Oz7 2.99
Os5 — Ou 2.88
Os5 — Os6 2.38
Os6 — O47 2.71
Os6 — Os7 2.44
Os7 — Os7 2.83

Ciclodextrinele sunt Tmpachetate in aranjament tip canal, cap-la-cap, moleculele de
ciclodextrind foremaza dimeri tubulari in care muchiile lor primare sunt legate intre ele
printr-o legatura de hidrogen si putine contacte intermoleculare O6 ... O6 apropiate. Cele
doua muchii secundare ale fiecarui dimer sunt de asemenea implicate In doud interactiuni
prin legaturi de H cu muchiile secundare ale dimerilor adiacenti.

Trei molecule de apa (O71 — O73) contribuie la legaturile de H dintre fetele primare
ale dimerilor B-CD, iar o moleculd de apa (O74) la legatura de H a dimerilor corespunzand
fetelor secundare. impachetarea tip canal a moleculelor de CD cu molecule de api prezente

ntre straturile de CD este aratata Tn Figura 8.2.4.5.

8.2.4.4. Modul de incluziune si conformatia oaspetelui.

Molecula LA este inclusé 1n cavitatea ciclodextrinei prin muchia primara (fata ingusta)
cu inelul pentaatomic aproape de planul macrociclului O4(G,). Atomul de S4 al moleculei-
oaspete LA este localizat la o distantd d = 0.406(15) A de acest plan. Molecula LA este
conectatd printr-o legitura de hidrogen C-H...O de molecula de ciclodextrind in care este

docata, iar oxigenul ei carboxilic O11 este legat printr-o legatura de hidrogen de una dintre
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moleculele de apa (072).

In plus, oxigenul carboxilic O11 al LA este in contact strans cu glucoza G, a unei
molecule vecine de ciclodextrind. Vazute din josul axei b, doua molecule LA inrudite prin
simetrie au catenele lor de acid gras in afara cavitatii hidrofobe a CD si ele umplu spatiul

dintre CD-urile usor deplasate ale unui dimer (Fig. 8.2.4.4b, 8.2.4.5b).

(@) (b)

Fig. 8.2.4.4. Tmpachetarea moleculari a dimerilor B-CD cu acid lipoic (LA) inclus, vizuta de-
a lungul axei a (a), axei b (b) si axei ¢ (), respectiv. Atomii de H si atomii de O ai apei au
fost exclusi pentru claritate.

Tmpachetarea tip canal a complexului de incluziune a LA n -CD este stabilizata de
legaturi de hidrogen oaspete-gazda si prin contacte stranse, interactiunile intermoleculare S-

CD - B-CD si legaturile de H implicand moleculele de apa.

41



42



Fig. 8.2.4.5. Impachetarea moleculari a complexului de incluziune B-CD-LA, vizuti de-a
lungul axei a (a), axei b (b) si respectiv axei ¢ (C). Atomii de H au fost exclusi pentru
claritate.
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9. CONCLUZII GENERALE

Tensiunea interfaciald in sistemele bifazice (benzen-apa), in prezenta colatului de sodiu
(NaC) a fost masurata in functie de concentratia de surfactant la diferite temperaturi si s-
au determinat concentratia critica micelard si parametri termodinamici ai adsorbtiei. Din
analiza datelor experimentale, s-a constatat ca geometria si hidrofilicitatea colatului au un
efect considerabil asupra proprietatilor filmelor adsorbite de colat de sodiu si asupra
comportamentului de formare a micelelor cu impact major asupra stabilitatii sistemelor
micelare.

Mecanismul de adsorbtie pentru doud anestezice locale, dibucaina i tetracaina si pentru
acidul stearic a fost studiat din solutie apoasa la interfata ulei-apa Pentru a descrie
cinetica lor de adsorbtie a fost dezvoltat un nou model teoretic si a fost propusa o noua
ecuatie cineticdA de adsobtie controlatda prin difuziune. Aceste cercetari originale
orientate n filme de tip Langmuir.

Calculele semi-empirice SCF-MO (AMI1 si PM3) in cazul celor trei carotenoide studiate
duc la rezultate generale asemanatoare cu cele indicate de calculele HMO. Momentele de
dipol calculate ale grupelor polare au fost corelate cu caracteristici termodinamice de
suprafatd si s-au tras concluzii privind orientarea moleculara in monostratul condensat
Stabilitatea filmelor Langmuir mixte de DPPC cu procaina la interfata aer/apa, mult
crescutd in comparatie cu nanostraturile pure de DPPC, ceea ce se refleca invaloarea
ridicatd a presiunii de colaps a filmului mixt

Suprafata filmelor LB de DPPC pur si in amestec cu procaina, transferate pe suport de
aluminiu a fost pentru vizualizata prin AFM, Tn premiera mondiald. Ele oferda modele
pentru biomembranele celulare. Stabilitatea ridicata a filmelor LB si a nanostraturilor
Langmuir poate fi folositoare in diferite aplicatii in medicind, farmacie si biologie.

Au fost obtinute si caracterizate prin spectrometrie UV-Viz si imagini TEM solutii
coloidale stabile de aur si argint. Prin intermediul acestor tehnici s-au pus In evidentd
autoagregarea / autoasamblarea nanoparticulelor de metale sub influenta unor compusi
biologic activi (aminoacizi).

Datele noastre arata ca legarea aminoacizilor la nanoparticule de aur poate duce la auto-
asambluri bine organizate, in special pentru aminoacizii care poseda grupari functionale
in plus, precum amino, imidazol, tiol sau tioeter, pe langa functia amino din pozitia

a.aAfinitatea nanoparticulelor de aur fatd de aminoacizi poate duce la dezvoltarea unor
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noi metode de detectie in scopuri analitice, de diagnostic medical si biosenzori, ca si la
posibile aplicatii in sisteme de eliberare controlatd a medicamentelor, ca si pentru sinteza
de biomateriale nanostructurate cu importante implicatii in nanostiintd si nanotehnologie.

Filme de proteind de stocare provenita din celulele aleurone din orz (PAC) au fost
studiate prin adsorbtie pe suport solid, prin AFM. Imaginile AFM arata detalii
nanometrice de pe suprafata filmelor de proteina.care pot sugera existenta unei ordini la
distanta, datorate efectelor electrostatice si atractiei dintre suport si proteina. Proteina
PAC globulara poate fi un punct de plecare pentru generearea de noi materiale
supramoleculare, necesare in nanobiotehnologia moleculara si biomimetica membranei
naturale.

Studiind efectul melatoninei asupra proteinei BSA la interfete fluide, de tipul aer/solutii
apoase, s-a gasit cd melatonina exercitd un substantial efect de stabilizare asupra filmelor
interfaciale de BSA autoasamblate la interfatd. Ea se poate deci comporta ca un agent
protector asupra macromoleculelor in vitro si in vivo prin interactiuni fizico-chimice
specifice cu biomoleculele, precum BSA, si/sau cu ansamblele lor biologic active. In
consecintd, melatonina poate facilita inhibitia peroxidarii biomoleculelor prin cresterea
stabilitatii ansamblelor supramoleculare.

Tehnica AFM permite vizualizarea acestor asamblarilor dintre colagen si medicamentele
anticancer si determinarea morfologiei lor si a rugozitatii de suprafata. Aceste sisteme ar
putea fi de asemenea adecvate pentru realizarea unor suprafete biologice cu aplicatii
biomedicale, de eliberare a medicamentelor la locul lor de actiune si de constructie a
unor biosenzori.

Prin vizualizare AFM, pe suprafata granulelor de amidon din porumb au fost gasite
numeroase structuri, iesituri - protruzii (particule), pori sau zone joase si crapdturi, ele
avand un domeniu larg de dimensiuni. Aparitia protruziilor mici si sferice poate fi pusa
in legdtura cu moleculele puternic ramificate de amilopectind, ceea ce este in acord cu
modelul blocurilor (blocklets). Particule mai mari au fost de asemenea vizualizate,
reprezentdnd diferite asociatii de amilopectind si amiloza si alte componente de pe
suprafata granulei.

Investigarea probelor de amidon din porumb si cartof folosind microscopia electronica de
baleiaj, a evidentiat forma, morfologia de suprafatd si dimensiunea granulelor de
amidon. Pornind de la imaginile SEM a fost determinatd distributia granulelor dupa

dimensiune §i comparatd pentru diferite probe. Aceste investigatii vor contribui la
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caracterizarea granulelor de amidon, folosite ca materie prima pentru productia de
materiale plastice biodegradabile.

Complecsii de incluziune ai quercetinei (Q) si B-ciclodextrinei (B CD) au fost formati prin
tehnici de coprecipitare si liofilizare, care au fost optimizate pentru o complexare cat mai
buna. FTIR, difractia de raze X si DSC sunt metode adecvate si complementare care
oferd dovada incapsuldrii moleculare a Q n nanocavitatea de 3-CD, in stare solida.

Un model pentru complexul de incluziune al Q cu B-CD obtinut prin modelarea
moleculara sugereaza ca quercetina este inchisa in nanocavitatea hidrofobica a p-CD, Tn
principal prin interactiunea gruparii sale cetonice de la C4 cu gruparile OH ale
nanocavitatii de B-CD. Imaginile TEM, SEM si AFM au fost folosite pentru a evidentia
schimbarile in aspectul fizic, pornind de la compusii initiali puri, Q si B-CD, la
complecsii de incluziune obtinuti in stare solida prin diverse metode.
Rezultatele obtinute pot reprezenta o contributie directd la incapsularea molecularda a
quercetinei Tn f-ciclodextrind, care poate imbunatati stabilitatea quercetinei si
biodisponibilitatea, ludnd in considerare faptul cd quercetina este un supliment
nutritional important cu beneficii demonstrate asupra sanatatii.

Cercetarile spectroscopice asupra complexului molecular host-guest (stoichiometrie 1:1)
dintre BCD si Que permit estimarea constantei de echilibru de formare, K, in solutie
apoasa de diverse pH-uri si de aici a energiei libera Gibbs si a entalpiei de formare a
complexului de incluziune din substantele initiale pure. Valoarea negativa, AG’, se
datoreaza variatiei de entalpie, contributia entropiei nefiind esentiala. Forta motrice
principala pentru formarea complexului ar putea fi legatd de inlocuirea moleculelor de
apa din cavitatea hidrofoba a f-CD (host: molecule gazda) cu moleculele-oaspete (guest)
de quercetina.

Compusul de incluziune dintre acidul a-lipoic si B-ciclodextrina s-a obtinut prin tehnica
de liofilizare si prin coprecipitare. Cercetarile DSC releva 0 bun a stabilitate termica a
compusului de incluziune. Impreuna cu investigatiile FTIR ele demonstreaza existenta
interactiunilor moleculare LA si -CD, sustinand astfel formarea complexului.

Structura cristalind a retelei generatd de complexul de incluziune, format de LA si $-CD,
este descifratd pentru prima oara in literatura de specialitate, in aceasta teza de doctorat.
Structura cristalina este obtinuta din date de difractie de raze X pe pulberi (XRPD), cu
rezolutie inaltd, cu sursd de raze X de laborator, combinate cu tehnici de rafinare

avansate a datelor.
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