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PLANUL DE REALIZARE AL PROIECTULUI - Etapa 2023

Obiectivele Act1v1jca‘g11ve'§1 Rezultate livrate
Anul | Etapa . subactivitatile A .
etapei in cadrul etapei
derulate
A2.1. Evaluarea afinitatii si stoichiometriei de legare in stare lichida a
principiilor active cu ciclodextrine
A2.2. Caracterizarea fizico-chimicd a hidrogelurilor Col-HA si optimizarea
a) D.eﬁni'rea” metodelor de includere a complecsilor nou formati
functionalitatii |"A3 3 Prezicerea teoreticd a conformatiilor de energie minima a complecsilor
t-'l21co—ch1rn.1c'e' de incluziune
$1a compozitiel | Ap 4. Sinteza hidrogelurilor Col-HA functionale obtinute prin includerea
produselor complecsilor supramoleculari
Inovatoare. A2.5. Evaluarea analiticd a gradului de eliberare a activelor din complecsii
9 ) § fb) Model;trge 4 | de incluziune
5 5 lﬁ?fgniieltgn A2.6. Evaluarea actiunii hidrogelurilor functionalizate asupra viabilitatii
deter r§i narea | umor .rn.ic.rogrganis.m.e procariote si influenta asupra unor factori de virulenta
parametrilor fenotipici si genotipici
tehnologici A2.7. Analiza in vitro a citotoxicitatii si a raspunsului inflamator al
pentru obtinerea | hidrogelurilor functionalizate
produselor A2.8. Studiul stabilitatii complecsilor supramoleculari inclusi In hidrogelusi
inovatoare si evaluarea gradului de eliberare a activelor
A2.9. Obtinerea hidrogelurilor functionale in conditii de productie la nivel
micro-pilot
A2.10. Diseminarea rezultatelor

Descrierea stiintifica si tehnica a rezultatelor proiectului, obtinute in etapa 2023
Preambul

Proiectul GRACE vizeaza dezvoltarea, in cadrul S.C. Sanimed International Impex S.R.L., a unei game
integratoare de produse destinate asistentei in regenerarea epidermei afectata de radiatiile solare, radioterapie, escare
sau leziuni superficiale. Produsele finale vizate vor consta Intr-o matrice de baza, alcatuitd din biomacromolecule
biologic active (colagen si acid hialuronic), in care se vor incorpora sisteme functionalizate destinate eliberarii
controlate a principiilor active (curcumind, vitamina A, C, E, acid ferulic) incapsulate in molecule gazda de tipul
ciclodextrinelor. Complecsii nou sintetizati vor fi inclusi in formulari de tipul hidrogelurilor, in vederea extinderii
portofoliului de produse din sfera cosmetico-medicald ale S.C. Sanimed International Impex SRL, destinate
domeniului cosmeticii regeneratoare. In acest sens, proiectul va stimula realizarea de investitii in cercetare —
dezvoltare tehnologica din partea companiei beneficiare, precum si consolidarea potentialului de actor al companiei
pe piata internd si internationald, inalt concurentiald, a produselor dermato-cosmetice. In subsidiar, proiectul va
dezvolta parteneriatele traditionale ale companiei cu institutiile de cercetare stiintifica, in scopul racordarii cercetarii
aplicative romanesti la exigentele mediului socio-economic national si european.

In termeni concreti, proiectul GRACE vizeazi obtinerea unei game compusi din trei produse: hidrogel uni-
doza (pentru leziuni superficiale), gel crema (pentru pielea afectatd de radiatii) si gel de curatare (pentru eliminarea
blanda debriurilor si curitarea leziunilor superficiale).

Ideea fructificata in cadrul proiectului deriva din necesitatea utilizarii iIn managementul plagilor superficiale
de la nivelul epidermei a unor produse integratoare, bioactive, cu componente naturale, menite sd favorizeze
restaurarea barierei epidermale afectatd In urma unor agresiuni de mica amploare, a interventiilor medicale, sau a
actiunii unor factori fizico-chimici nocivi. Proiectul isi propune dezvoltarea unei game de produse utilizabile de catre
non-profesionisti in dermato-cosmetica, sub forma unor solutii self care aplicabile Tnafara unitatilor sanitare, fie dupa
externare, iTn managementul cicatricilor chirurgicale, fie in timpul radioterapiei, fie In cazul unor leziuni minore,
situatii care necesita continuarea asistentei in zona afectata.
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Activititile derulate si rezultatele obtinute in Etapa 2023

A2.1. Evaluarea afinitétii si stoichiometriei de legare in stare lichida a principiilor active cu ciclodextrine

Activitatea a avut ca scop analiza si interpretarea constantelor de asociere a pricipiilor active fatd de ciclodextrine si evaluarea
stoichiometriei de legare pe baza datelor experimentale (1H RMN, ITC), precum si a gradului de complexare (RMN, difractie de raze X, IR si
DSC).

Caracterizarea complecsilor de incluziune prin spectroscopie 'H NMR

Analiza complexului de incluziune format dintre acidul ferulic (FER) si
BCD s-arealizat pe dilutii din solutii stoc de FER si BCD, cu concentratie de 4 mM
in DO (apa deutaratd 99,8 % D, folosita 1n prepararea probelor apoase. Procedeul
a constat In amestecarea celor doua solutii la volum constant in diverse proportii
astfel incat sa fie acoperit un domeniu complet (0 <r < 1) de fractii molare r =
[XW([G] + [H]). X =H sau G iar [H] si [G] sunt concentratiile moleculei gazda
(BCD) respectiv oaspete (FER). In acest mod concentratia totald [H}+ [G]; = 4
mM a fost mentinuta constanta pentru fiecare proba. Acest set de probe va fi folosit
si pentru evaluarea constantei de asociere K.

(b)

Figura 1. a) Stuctura moleculei FER; b) structura moleculara a unitatii de glucoza din BCD. Numerotarea corespunde pozitiilor protonilor la care
se va face referire 1n studiul RMN.

Toate masuratorile 'H NMR au fost efectuate cu spectrometrul Bruker AVANCE 111 care opereazi la o frecventd de 500.13 MHz pentru
proton, echipat cu un cap de proba de banda larga cu detectie inversa (BBO).

Procesul de incluziune a moleculelor de FER in cavitatea BCD a fost evidentiat de catre modificarea deplasarilor chimice ale unor
protoni caracteristici atat moleculei oaspete cét si moleculei gazde, in comparatie cu deplasarile chimice ale acelorasi protoni in componentii aflati
in stare libera.
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Figura 4. Spectrele 'H RMN din Figura 5. Spectrele 'H RMN din

Figura 2. Spectrul 'HRMN
pentru FER 1n D;O.

Figura 3. Spectrul 'H-'H COSY RMN
pentru FER.

zona aromaticd, (de sus in jos): FER
si BCD 1n stare liberd si in diferite
rapoarte molare, cu atribuirea
semnalelor descrisa in Figura 1.

zona 3.5—4.7 ppm, (de sus in jos):
FER si BCD 1n stare libera si in
diferite rapoarte molare, cu
atribuirea semnalelor descrisa in
Figura 1.

in Figura 2 este prezentat spectrul 'H RMN pentru FER, atribuirea semnalelor s-a ficut cu ajutorul spectrului bidimensional 'H-"H
COSY RMN (Correlated Spectroscopy) prezentat in Figura 3, 1n care se pot pune in evidentd interactiunile intramoleculare dintre semnalele
urmatorilor protoni: H(c) cu H(d), H(d) cu H(e) si H(g) cu H(f). Comparand spectrele din Figurile 4 si 5, se pot observa usoare variatii ale
deplasarilor chimice (AJ) pentru diferiti protoni ai FER, respectiv H3 si HS din BCD, evidentiind existenta interactiei moleculare dintre FER si
interiorul cavitatii BCD, acest fapt fiind o indicatie clara a forméarii complexului de incluziune FER:BCD.

Variatia deplasdrilor chimice Ad = 3¢0qs Observatd ne permite sa utilizim metoda variatiei continue in vederea determinarii
stoichiometriei complexului de incluziune format. in cazul nostru, aceasta metoda se bazeazi pe variatia indusa a deplasarilor chimice, , care este
direct legata de concentratia complexului de incluziune format. Astfel, dacd o mérime fizica care contine A, este reprezentata in functie de fractia
molara a moleculei gazda sau oaspete 7, (grafic Job), valoarea maxima va apare la 7vi C = m/(mtn), unde m si n sunt rapoartele molare ale FER,
respectiv ale BCD in complexul format. Aceasta metoda a fost aplicata pentru protonii He, He si Hf care apartin moleculei oaspete (FER), respectiv
pentru protonii H3 si H5 care apartin moleculei gazda (BCD). In acest caz, graficele Job prezinti un maxim la = 0.5 (Figura 6), indicand astfel
existenta unui complex de incluziune cu stoichiometria 1:1.

Pentru a determina gradul de legare intermolecularad intre FER si fCD, a fost evaluata constanta de asociere K, care in cazul unui
complex de incluziune avand stoichiometria 1:1, poate fi evaluata printr-o fitare neliniara a variatiei observate a deplasarilor chimice ale semnalelor
'H RMN ale FER si CD in functie de concentratiile lor, conform algoritmului descris in etapa anterioard pentru complexul molecular Vit C si
BCD. Astfel, constanta de asociere obtinutd are valoarea K = 4.39x10° M, avand factorul de corelare R =0.991. Aceste valori indica o fitare foarte
de buna a datelor experimentale.
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Pentru a evidentia complexul molecular FER:BCD, a fost folosit un experiment bidimensional
de tip "H-"H ROESY RMN. in studiul de fati, din spectrul 2D ROESY rezulti informatii suplimentare
despre modul de complexare si despre geometria structurii. O regiune extinsd a spectrului ROESY al
complexului FER:BCD este prezentata in Figura 7. Spectrul 2D RMN prezintd mai multe ,,cross-peaks” -
picuri care caracterizeaza interactiuni intermoleculare Intre protonii H3 si H5 ai f-CD cu protoni din
structura FER: (He, Hd, He — protoni aromatici), Hg si Hf, demonstrand astfel includerea FER in cavitatea
BCD.

Figura 6. Graficele Job corespunzitoare variatiei
chimice induse

N iz |t \ | I o
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Figura 7. Spectrul 2D ROESY 'H- | Figura 8. De sus in jos: Spectrele | Figura 9. Spectrele 'H RMN | Figura 10. Spectrele 'H RMN
'H RMN (regiune extinsd) al | 'HRMN pentru BCD, Vit E si Vit | din zona 0 — 6 ppm (de sus in | din zona 0 — 3 ppm (de sus in
complexului de incluziune FER:B- | E cu suprimarea apei (secventa de | jos): BCD si Vit E in stare liberd | jos): BCD si Vit E in stare libera
CD. puls zgpr), in stare libera. si in diferite rapoarte molare. si in diferite rapoarte molare.

in vederea studierii procesului de complexare dintre vitamina E (Vit E) si BCD in solutie prin RMN, tinand cont de gradul de solubilitate,
au fost preparate doua solutii stoc de Vit E si BCD, fiecare avand o concentratie de 10 mM 1n D-O (apa deutaratd 99,8 % D, folosita in prepararea
probelor apoase diluate. Asa cum reiese din figurile 8, 9 si 10, nu se pot observa variatii ale deplasarilor chimice (AS) pentru protoni ai Vit E, si
nici pentru protoni din BCD, neputind evidentia interactia moleculari dintre Vit E si BCD prin spectroscopie 'H RMN pe probe lichide.

Calorimetria de titrare izoterma: caracterizarea complexarii

Misuritorile au fost efectuate pe un nanocalorimetru de tip NanolTC?® (New Castle, Delaware, USA) la 25°C, iar analiza datelor cu
software-ul NanoAnalyze (TA Instruments, New Castle, DE, USA), care furnizeaza grafice ale variatiei de entalpie per mol de injectant (kJ mol
1 in functie de raportul molar al amestecului. Datele calorimetrice corectate au fost analizate pe baza unui model de legare independent, pentru a
determina valorile constantei de asociere (K) si stoichiometria legarii (n), precum si modificérile de entalpie si entropie (AH si AS) ale reactiei.
Valoarea variatiei energiei libere (AG) a fost calculata ulterior folosind urmatoarea ecuatie: AG=AH —TAS.

Prezentdm in continuare termogramele reprezentative utilizate n investigarea eficientei asocierii moleculare In urma interactiunii
vitaminei E (Figura 11) respectiv a acidului trans ferulic (Figura 12) cu pCD. in ambele cazurile investigate procesele de interactiune sunt de tip
exoterm.

e
s

S
o

5

o

Raw heat rate (5W)
B

®
S
Umolo)
Raw heat rate (iW)
b & &

a (ucalimole
PO

®
&

a)

I N A A )
Time (s)

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Time (s)

Figura 11. (a) Datele primare obtinute prin injectarea solutiei de vitamina E | Figura 12. (a) Datele primare obtinute prin injectarea solutiei de acid trans
(4mM) distribuitd in 10uL per injectie in solutie de BCD (ImM) 1a 25°C. (b) | ferulic 2mM) distribuita in 10puL per injectie in solutie de fCD (1mM) la 25°C.
Dependenta caldurii eliberate per injectie de raportul molar al partenerilor de | (b) Dependenta caldurii eliberate per injectie de raportul molar al partenerilor
reactie. Linia continua corespunde curbei de fitare. de reactie. Linia continua corespunde curbei de fitare.

Parametrii termodinamici ai procesului de legare au fost determinati pe baza datelor reprezentate in figurile de mai sus prin aplicarea
unui model independent si sunt prezentati in Tabelul 1 de mai jos.

KM AHKJ/mol AGKJ/mol ASJ/molK n
Vitamina E/ CD 2.007*10° -1.176 2451 842 1.5
Trans Acid ferulic/ fCD 2254*10* 2131 2483 76.19 1
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Valoare negativa a AG sugereaza formarea complesilor de incluziune in solutie apoasa fiind energetic favorabil. Procesele de incluziune
dintre vitamina E, respectiv a acidului trans feluric si BCD sunt reactii exoterme (AH < 0) cu componenta entropica favorabila (TAS> AH). Un alt
factor care contribuie la valoarea negativa a variatiei de entalpie este eliberarea moleculelor de apd din cavitatea ciclodextrinei si includerea
moleculei gazda. Pozitia diferita o grupurilor substituite de pe nucleul aromatic face diferenta intre dimensiunea diametrului moleculei gazda, care
influenteaza hidrofob interactiunea dintre moleculele gazda-oaspete si determinad modificari ale functiilor termodinamice. Efectul entropiei AS al
complecsilor gazda-oaspete este pozitiv si prezinta o contributie semnificativa la variatia negativa a energiei libere Gibbs In comparatie cu efectele
caldurii. Valoarea negativa a variatiei de entalpie AH < 0 impreuna cu valoarea pozitiva a variatiei de entropie AS > 0 confirma faptul cd la procesele
de legare contribuie atit interactiunile de tip hidrofob cit si cele de tip electrostatic. Analiza datelor termodinamice indica faptul ca procesele de
legare sunt determinate 1n principal de efectul hidrofobic prin eliberarea unei molecule de apa din cavitatea 3-CD care contribuie pozitiv la entropie.

Din tabel se poate observa ca atat vitamia E cat si acidul trans feluric prezinta afinitate ridicata fatd de BCD, constantele de asociere
obtinute gasindu-se 1n acelasi ordin de méarime si la valori apropiate. De asemenea, stoichiometria complecsilor de incluziune dintre vitamina E
respectiv acidul trans ferulic cu BCD este 1:1 respectiv 2:1. Aceasta discrepanta de stoichiometrie poate fi atribuita structurii lor diferite.

Evaluarea activitatii antimicrobiene

Determinarea cantitativa a activitaii antimicrobiene s-a realizat prin metoda microdilutiilor, care permite determinarea concentratiilor
minime inhibitorii (CMI). Suspensiile bacteriene ale tulpinilor standardizate Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25992, Candida albicans ATCC 10321, Klebsiela pneumoniae ATCC 13883, Enterococcus faecalis
ATCC 19433, Staphycoloccus epidermidis ATCC 12228, Streptococcus agalactiae ATCC 13813 au fost realizate din culturi tinere de 18-24 h,
cultivate pe mediu Miiller-Hinton, respectiv Sabouraud si ajustate la o densitate de 1,5%108 UFC/mL, utilizind standardul nefelometric 0,5
McFarland.

Probele reprezentate de B-ciclodextrine incarcate cu vitamine si acid ferulic prezintd o activitate antimicrobiana bun, fiind obtinute
CMI-uri la concentratiile initiale testate, si anume, Smg/mL pentru B-ciclodextrind conplexatd cu Vitamina A (BvA), 2 mg/mL pentru -
ciclodextrind conplexata cu Vitamina E (BVE), 8mg/mL pentru f-ciclodextrind conplexatd cu Vitamina A (BvC) si Smg/mL pentru -
ciclodextrind conplexata cu Acid ferulic ( BaF), cu exceptia tulpinilor Ps.aeruginosa siS. agalactiae care s-au dovedit a fi susceptibile tratamentului
cu CD si la concentratii mai mici. Tinand cont de faptul cé aceste concentratii corespund procentelor la care au fost introduse activele in formulele
finale de hidrogel si emulsie, un efect sinergic cu restul componentelor si sistemul de conservare al acestora este vizat. Chenerele rosii din figura
13 indica CMI-urile obtinute.

CMI E. coli ATCC 25922
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Figura 13. Concentratiile minime inhibitorii obtinute pentru activele reprezentate de B-ciclodextrine Incarcate cu vitamine, in prezenta tulpinilor
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25992, Candida albicans ATCC 10321,
Klebsiela pneumoniae ATCC 13883, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Staphycoloccus epidermidis ATCC 12228, Strepcococcus agalactiae
ATCC 13813

Activitatea antimicrobiand intrinsecd a CD-urilor [1], [2] si mai ales efectul obtinut dupa inglobarea unor antioxidanti puternici,
transforma acesti complecsi in super-sisteme antimicrobiene, cu poterntiale aplicatii medicale si alimentare. Aplicatiile ca sisteme de livrare in
industria produselor cosmetice sunt mai limitate [3], aspecte care intaresc caracterul inovativ al proiectului GRACE.

T
B\C BaF Control +

A2.2. Caracterizarea fizico-chimica a hidrogelurilor Col-HA si optimizarea metodelor de includere a complecsilor nou
formati

Hidrogelurile, respectiv scaffold-urile colagenice obtinute pana 1n prezent in cadrul Sanimed prezinta o serie de particularitati nedorite
legate de stabilitate, fiind, in general, usor degradabile termic, avand rezistentd mecanica scazuta si dificultati in controlul ratelor de biodegradare,
aspecte asociate distrugerii gradului de reticulare natural si al structurii de ansamblu a acestuia ca urmare a procesului de obtinere [4]. Datorita
acestor particularitati, in biotehnologie se uziteaza reticularea bioproduselor pe baza de colagen cu scopul consoliddrii structurii acestora.
Reticularea este procesul chimic sau fizic prin care lanturile polimerice sunt unite Intre ele. Acest proces imbunatateste proprietatile mecanice ale
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scaffold-urilor de colagen de prin formarea unei retele de matrice densa [5]. In cadrul acestei activitati, complexul oligozaharidic colagen-acid
hialuronic (Colagen-HA) a fost obtinut prin reticularea in sifu utilizand sistemul EDC-NHS (EDC: 1-etil-3-(3-dimetil aminopropil) carbodiimida
si NHS: N-hidroxisuccinimida). Complexul reticular Colagen-HA a fost confirmat folosind Spectroscopia 1n infrarosu cu transformata Fourier
(Spectrometru FTIR).

N )k s Figura 14. Jlustrarea schematica a reactiei de reticulare Colagen-HA in prezenta EDC/NHS.
f’ W
I 4 ”LL
X IR | Obtinerea si caracterizarea fizico-chimica a complecsilor de incluziune in stare solidd
g AN ; > iplecs
e ™ Prepararea complexului de incluziune dintre vitamina A/palmitatul de vitamina A si -

...............

ciclodextrind

Data fiind liposolubilitatea vitaminei A (VitA), si solubilitatea in apa a f-ciclodextrinei (BCD),
solventii utilizati pentru prepararea complexului de incluziune a celor doua substante sunt etanolul si apa. S-a avut in vedere prepararea unui
complex de incluziune in raport molar/masic de 1:1, facand uz de diferite conditii de lucru si metode de preparare. Amestecul obtinut a fost
congelat, iar solventul a fost indepartat prin liofilizare, rezultind o pulbere de culoare galbuie (e-6.4-Vitd-fCD_w:w/1:1_FD). Pulberile rezultate
inurma procesului de liofilizare au fost supuse analizei prin difractie de raze X, spectroscopie de infrarosu si calorimetrie cu scanare diferentiala.in
urma analizei difractogramelor obtinute prin Difractie de raze X pentru cei doi complecsi si a compararii lor cu substantele de pornire (vitamina A
si B-ciclodextrina), se observa aparitia unor noi intensitati de difractie de unde rezulta formarea celor doi complecsi de interes.
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Figura 15. Difractogramele de raze X pe | Figura 16. Spectrele FTIR ale vitaminei A, - Figura 17. Termogramele DSC ale
pulberi ale vitaminei A, B-ciclodextrinei si ciclodextrinei si complecsilor de incluziune | vitaminei A, B-ciclodextrinei si complecsilor
complecsilor de incluziune ale acestora. ale acestora. de incluziune ale acestora.

Comparand spectrele FTIR ale compusilor puri, vitamina A si B-ciclodextrina, cu spectrele celor doi complecsi se observa deplasarea
si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor care au luat nastere intre cei doi compusi. Aceste modificari sunt mai
evidente in cazul complexului e-6.2-VitA-fCD 1:1 FD. Curbele DSC ale celor doi complecsi de incluziune Vit4-fCD 1:1 FD obtinuti prin
experimentele efectuate sustin rezultatele observate prin celelalte doua metode de analiza, si anume complexare in conditiile experimentului 6.2.

Caurmare a rezultatelor obtinute In urma analizei complecsilor de incluziune preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage
concluzia cd complexarea cea mai evidentd a avut loc in cazul experimentului e-6.2-VitA-fCD 1:1 _FD, complexul obtinut va fi preparat in
cantitate mai mare 1n cadrul procesului de scalare.
etanol), precum si solubilitatii in apa a B-ciclodextrinei (BCD), solventii utilizati in procesul de preparare trebuie folositi in proportii adecvate. S-a
avut Tn vedere prepararea unui complex de incluziune in raport molar de 1:1, facand uz de diferite conditii si metode de preparare. Amestecurile
astfel obtinute au fost congelate, iar solventul a fost indepartat prin liofilizare, rezultand pulberi de culoare alba (e-6.1-VitA-P-fCD _1:1 _FD si e-
6.3-Vitd-P- BCD _ 1:1_FD).

Pulberile rezultate in urma procesului de liofilizare au fost supuse analizei prin difractie de raze X, spectroscopie de infrarosu si
calorimetrie cu scanare diferentiala. Difractogramele obtinute pentru cele doud probe au fost comparate cu substantele de pornire (vitamina A
palmitat si p-ciclodextrina). in urma analizei se observa formarea celor doi complecsi. O cristalinitate mai mare s-a obtinut pentru complexul e-
6.3-VitA-P-fCD 1:1 FD.
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Figura 18. Difractogramele de raze X pe
pulberi ale palmitatului de vitamina A, f3-
ciclodextrinei si complecsilor de incluziune

Figura 19 Spectrele FTIR ale palmitatului
de vitamina A, B-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale acestora.

Figura 20. Termogramele DSC ale
palmitatului de vitamina A, B-ciclodextrinei
si complecsilor de incluziune ale acestora.

ale acestora.

Compararea spectrelor FTIR ale compusilor puri, palmitatului de vitamina A si B-ciclodextrina cu spectrelre celor doi complecsi
preparati In experimentele 6.1. si 6.3. se observa deplasarea si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor care au
luat nastere Intre cei doi compusi. Aceste modificari sunt mai evidente in cazul complexului e-6.3-VitA-P-fCD_1:1 FD. Curbele DSC ale celor
doi complecsi de incluziune VitA-P-fCD_1:1 FD obtinuti prin experimentele efectuate sustin rezultatele observate prin celelalte doud metode de
analiza, si anume complexare in conditiile experimentului 6.3. Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma analizei complecsilor de incluziune
preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage concluzia ca complexarea cea mai evidenta a avut loc in cazul experimentului e-6.3-
VitA-P-fCD _1:1_FD, complexul obtinut va fi preparat in cantitate mai mare in cadrul procesului de scalare.

Data fiind liposolubilitatea vitaminei E (VitE), si solubilitatea in apa a B-ciclodextrinei (BCD), solventii utilizati pentru prepararea
complexului de incluziune a celor doua substante sunt solventi organici (etanol, acetona) si apa. S-a avut in vedere prepararea unor complecsi de
incluziune in raport molar de 1:1 sau 1:2, facand uz de diferite conditii de lucru si metode de preparare., dupa liofilizare rezultand pulberi de culoare
alba ( e-L1I-VitE-fCD 1:2 copp FD; e-1.1-VitE-fCD 1:2 us FD; e-2.1-VitE-fCD _1:1 copp FD; e-2.2-VitE-fCD 1:1 us FD; e-3.1-
VitE-CD _1:1 copp_ FD; e-3.2-VitE-fCD _1:2 copp FD); e-5.1-VitE-CD _1:1 copp FD, e-5.2-VitE-fCD 1:2 copp FD)

Pulberile rezultate in urma procesului de liofilizare au fost supuse analizei prin difractie de raze X, spectroscopie de infrarosu si calorimetrie cu
scanare diferentiald. Au fost efectuate masuratori de Difractie de raze X pentru opt probe obtinute in urma experimentelor de complexare. Prin
compararea difractogramele substantelor de pornire (vitamina E si B-ciclodextrina) si a celor opt probe, se observa formarea unor complecsi de
incluziune. Dupa cum se poate observa in figura de mai jos, in cazul probelor 3.1, 3.2, 5.1 si 5.2 raméne o cantitate de B-ciclodextrina
neinteractionatd. Acest lucru reiese prin prezenta mai multor intensitéti de difractie ale f-ciclodextrina in difractogramele probelor analizate. Cea
mai relevanta intensitate se poate observa la 20 = 4.45 °. In schimb, in cazul probelor obtinute in experimentele 1.1, 1.2, 2.1 si 2.2, este evidenta

formarea complecsilor de incluziune.
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Figura 21. Difractogramele de raze X pe
pulberi ale vitaminei E, B-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale acestora.

Figura 22. Spectrele FTIR ale vitaminei E,
B-ciclodextrinei si complecsilor de
incluziune ale acestora.

Figura 23. Termogramele DSC ale
vitaminei E, B-ciclodextrinei si complecsilor
de incluziune ale acestora.

Compararea spectrelor FTIR ale compusilor puri, vitamina E si p-ciclodextrina cu spectrele celor opt complecsi preparati in
experimentele 1.1,1.2,2.1,2.2,3.1,3.2, 5.1 si 5.2 se observa deplasarea si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor
care au luat nastere Intre cei doi compusi supusi complexarii. Interactiuni care dovedesc complexarea au fost observate in cazul probelor obtinute
in experimentele 1.1, 1.2, 2.1 si 2.2, modificérile fiind mai evidente in cazul complexului e-2./-VitE-fCD 1:1 copp FD. Au fost supuse analizei
DSC probele pentru care s-a dovedit formarea complexului de incluziune prin celelalte metode de analiza efectuate in prealabil. Curbele DSC ale
complecsilor de incluziune dintre VitE-P-fCD obtinuti prin experimentele 1.1, 1.2, 2.1 si 2.2 sustin rezultatele observate prin celelalte doua metode
de analiza. In cazul curbei DSC al complexului obtinut in experimentul 2.1 nu se observa semnalul apei, prezente in BCD, probabil din cauzi ca
aceasta a fost dezlocuita de vitamina E prin inglobarea acesteia.

Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma analizei complecsilor de incluziune preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage
concluzia ca complexarea cea mai evidenta a avut loc 1n cazul experimentului e-2. I-VitE-fCD 1:1 copp FD, complexul obtinut va fi preparat
in cantitate mai mare 1n cadrul procesului de scalare.

Obtinerea complexului VitE.acet — BCD (1:1 si 1:2) in apa prin liofilizare a generat pulberi albe, omogene (e-4.1-VitE.acet-

PCD _1:1 copp FD) e-4.2-VitE.acet-fCD _1:2 copp_FD).

Pulberile rezultate in urma procesului de liofilizare au fost supuse analizei prin difractie de raze X, spectroscopie de infrarosu si calorimetrie
cu scanare diferentiala. Au fost efectuate masurdtori de Difractie de raze X pentru doud probe obtinute in urma experimentelor de complexare.
Prin compararea difractogramele substantelor de pornire (vitamina E acetate si B-ciclodextrina) si a celor doud probe, se observa formarea
unor complecsi de incluziune.
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Figura 24. Difractogramele deraze X | Figura 25. Spectrele FTIR ale acetatului Figura 26. Termogramele DSC ale
pe pulberi ale acetatului de vitamina E, de vitamina E, B-ciclodextrinei si acetatului de vitamina E, B-ciclodextrinei si
B-ciclodextrinei si complecsilor de | complecsilor de incluziune ale acestora. complecsilor de incluziune ale acestora.
incluziune ale acestora.

Compararea spectrelor FTTR ale compusilor puri, acetatul de vitamina E si f-ciclodextrina cu spectrele celor doi complecsi preparati in
cadrul experimentelor se observa deplasarea si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor care au luat nastere intre
cei doi compusi supusi complexarii. Interactiuni care dovedesc complexare au fost observate in cazul probei obtinute In experimentul 4.1,
modificarile fiind mai evidente in cazul complexului e-4./-VitE.acet-fCD 1:1 copp FD . Curbele DSC ale complecsilor de incluziune dintre
VitE.acet-fCD obtinuti prin experimentele 4.1 si 4.2 sustin rezultatele observate prin celelalte doua metode de analizi. In cazul curbei DSC al
complexului obtinut in experimentul 4.1 semnalul apei provenite din BCD este de intensitate mai scazutd, probabil din cauza ca aceasta a fost
dezlocuitd de acetatul de vitamina E prin inglobarea acesteia in cavitatea ciclodextrinei. Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma analizei
complecsilor de incluziune preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage concluzia ca, complexarea cea mai evidenta a avut loc in
cazul experimentului e-4. /-VitE.acet-BCD 1:1 copp FD, complexul obtinut va fi preparat in cantitate mai mare in cadrul procesului de scalare.

Prepararea complexului de incluziune dintre Acidul ferulic si p-ciclodextrina

Dat fiind ca am avut la dispozitie atat acid ferulic (AF) in care sunt prezenti ambii enantiomeri, cét si acid t-ferulic (At.F), incapsularea in BCD a
fost Incercata In ambele cazuri. Obtinerea complexului AF — BCD (2:1, 1:1 si 1:2) in etanol/apa prin liofilizare a permis obtinerea unor pulberi
albe,  omogene(e-7.1.a-AF-fCD 2:1 copp FD; e-7.2.a-AF-fCD 1:1 copp FD; e-7.3.a-AF-fCD 1:2 copp FD). S-au comparat
difractogramele compusilor puri (acid ferulic si -ciclodextrina) cu difractogramele probelor obtinute in urma celor trei experimente. Dupa analiza
datelor obtinute s-a constatat formarea complecsilor de incluziune dupa cum se poate observa in figura de mai jos.
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Figura 27. Difractogramele de raze X pe Figura 28. Spectrele FTIR ale Acidului Figura 29. Termogramele DSC ale
pulberi ale Acidului ferulic, - ferulic, B-ciclodextrinei si complecsilor de Acidului ferulic, B-ciclodextrinei si
ciclodextrinei si complecsilor de incluziune incluziune ale acestora. complecsilor de incluziune ale acestora.
ale acestora.

Prin compararea spectrelor FTIR ale compusilor puri, acidul ferulic si B-ciclodextrina cu spectrele celor trei complecsi preparati se
observa deplasarea si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor care au luat nastere Intre cei doi compusi supusi
complexarii. Interactiuni care dovedesc complexarea au fost observate 1n cazul probei obtinute in experimentul 7.2.a, modificarile fiind mai
evidente 1n cazul complexului e-7.2.a-AF-SCD _1:1 _copp FD. Curbele DSC ale complecsilor de incluziune dintre Acidul ferulic si BCD obtinuti
prin experimentele 7.1.a-7.3.a sustin rezultatele observate prin celelalte doui metode de analiza. in cazul curbei DSC al complexului obtinut in
experimentul 7.2.a nu se regaseste picul de topire al acidului ferulic, si nici semnalul apei provenite din fCD, ceea ce dovedeste formarea unui
complex de incluziune in acest experiment.

Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma analizei complecsilor de incluziune preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage
concluzia ca, complexarea cea mai evidenta a avut loc in cazul experimentului e-7.2.a-AF-SCD _1:1 _copp FD, complexul obtinut va fi preparat
in cantitate mai mare in cadrul procesului de scalare.

Acidul t-ferulic si B-ciclodextrina au fost preparate in cantitéti corespunzatoare pentru un raport molar de AtF:fCD de 2:1, 1:1 si 1:2,
obtinandu-se dupa liofilizare pulberi albe, omogene (e-7.1.b-AtF-CD 2:1 copp FD, e-7.2.b-ALF-fCD 1:1 copp FD si e-7.3.b-AtF-
PCD _1:2 copp FD).Prin difractie de raze X pe pulberi au fost masurate trei probe obtinute in urma experimentelor. Cele trei difractograme
inregistrate au fost comparate cu cele ale acidul trans-ferulic si f-ciclodextrinei. Difractogramele probelor de interes sunt diferite de cele ale
substantelor pure, rezulta formarea complecsilor de incluziune.
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Figura 30. Difractogramele de raze X pe
pulberi ale Acidului trans-ferulic, -
ciclodextrinei si complecsilor de incluziune

Figura 31. Spectrele FTIR ale Acidului
trans-ferulic, B-ciclodextrinei si complecsilor
de incluziune ale acestora.

Figura 32. Termogramele DSC ale
Acidului trans-ferulic, B-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale acestora.

ale acestora.

Compararand spectrele FTIR ale compusilor puri, acidul trans-ferulic si -ciclodextrina cu spectrele celor trei complecsi preparati in
experimentele efectuate se observa deplasarea si modificarea intensitatilor unor benzi spectrale ca urmare a interactiunilor care au luat nastere intre
cei doi compusi. Modificarile observate fiind mai evidente in spectrul probei obtinute in experimentul 7.3.b, putem vorbi de o complexare avansata
incazul e-7.3.b-AtF-fCD 1:2 copp FD.Curbele DSC ale complecsilor de incluziune A4.z-F- SCD obtinuti prin experimentele 7.1.b - 7.3.b sustin
rezultatele observate prin celelalte doud metode de analiza. in cazul curbei DSC al complexului obtinut in experimentul 7.3.b nu se regseste picul
de topire al acidului t-ferulic, iar semnalul apei provenite din BCD este de intensitate foarte scazuta, probabil din cauzi ca aceasta a fost dezlocuita
de A.t-F prin inglobarea acesteia 1n cavitatea ciclodextrinei.

Ca urmare a rezultatelor obtinute in urma analizei complecsilor de incluziune preparati prin cele trei metode instrumentale se poate trage
concluzia ca, complexarea cea mai evidentd a avut loc in cazul experimentului e-7.3.b-At.F-SCD 1:2 copp FD, complexul obtinut va fi preparat
in cantitate mai mare in cadrul procesului de scalare.

A2.3. Prezicerea teoretica a conformatiilor de energie minima a complecsilor de incluziune

Prezicerea teoretica a conformatiilor de energie minima a complecsilor de incluziune

Aceasta etapa de studiu teoretic al conformatiilor de interactiune la echilibru dintre compusii investigati si molecula de B-ciclodextrina
s-a concentrat 1n principal pe finalizarea calculelor de andocare moleculard incepute in etapa anterioard si prezentate in detaliu in raportul precedent
pentru complexul de incluziune al acidul ascorbic si B-ciclodextrind. Am investigat §i vom prezenta comparativ rezultatele obtinute pentru
compusii: acidul ferulic, vitamina A, vitamina E §i pentru ambii tautomeri ai curminei, enol- si keto-. Simularile au urmarit aceeasi metodologie
si aceeasi parametrii specifici calculelor de andocare moleculara pe care i-am prezentat in detaliu si 1n raportul de faza anterior [6], [7],[8], [9].
Structurile au fost investigate si din punct de vedere vibrational, si In urma calculelor nu s-au obtinut frecvente vibrationale imaginare ceea ce
demonstreaza ca structurile optimizate corespund unor minime pe suprafeta de energie potentiala (PES) si nu unor stéri de tranzitie.

Conformatia B-ciclodextrinei a fost aceeasi pentru toate calculele efectuate si identica cu cea folosita anterior in investigarea complexului
de incluziune cu ciclodextrina a acidului ascorbic. Aceasta a fost obtinuta din structura cristalografica a complexului de incluziune cu acidul
meclofenamic determinata experimental in grupul profesorului Mino Caira [10] (CSD entry: WERGUW), iar pentru a fi adaptata procesului de
andocare moleculard s-au indepirtat, acidul meclofenamic, ionii de Mg?" si moleculele de apa de cristalizare. Ulterior am folosit programul
AutoDockTools v 1.5.6 [6], [11] pentru a genera fisierele cu parametrii de simulare si fisierele pdbqt, utilizate ulterior in procedura de andocare.

in simuliri am folosit procedura de andocare standard implementat in AutoDock. Dupi addugarea initiald a tuturor atomilor de
hidrogen atat pentru proteind, cat si pentru ligand, toti atomii de hidrogen nepolari au fost ulterior Indepartati automat de catre procedura de
andocare iar pentru calculul sarcinilor atomice am utilizat metoda Gasteiger-Marsili [12]. Flexibilitatea liganzilor a fost luata in calcul stabilind
unghiuri de torsiune in jurul legaturilor detectate automat in AutoDock de cétre procedura dedicatd ligandului. Totii atomii moleculei de -
ciclodextrind au fost mentinuti rigizi. Prin intermediul utilitarului AutoGrid am precalculat hartile energiilor de interactiune ale diferitelor tipuri de
atomi inainte de rularea efectiva a procedurii de andocare. Am stabilit pentru toate molecule investigate dimensiunea maxima a grilei de 70x70x70
puncte cu o distant intre puncte de 0.375 A. Intreaga B-ciclodextrini a fost astfel inclusa in volumul de cautare de forma cubica care a fost centrat
pe aceastda molecula. Algoritmul genetic Lamarckian a fost folosit pentru a cauta cei mai buni conformeri folosind parametrii impliciti. Am urmat
metodologia standard de andocare si am folosit aceiasi parametri detaliati in articole publicate anterior de cétre grupul nostru de cercetare [13]-
[16]. Pentru a obtine o statistica si o distribuire buna in clusteri, am efectuat cate 2000 de ruléri pentru fiecare moleculd investigata in parte, fiecare
dintre acestea fiind generata intr-un mod aleator. Vizualizarea si analiza rezultatelor de andocare au fost efectuate folosind programele Biovia
Discovery Studio Visualizer v20.1 si Chimera v1.14 [17]. Tot in aceasta etapa au fost demarate si studiile de dinamica moleculara Insa acestea,
implicand un efort de calcul mult superior celor de andocare moleculard, sunt inca Intr-o stare intermediard, nefinalizata inca, si vor fi prezentate
ulterior.

Deoarece raportul de faza precedent contine deja o descriere detaliata a structurii moleculare particulare ale ciclodextrinelor si de
asemenea §i a proprietatilor fizico-chimice si de interactiune, ne vom limita in continuare la prezentarea comparativa a rezulatelor obtinute ca
urmare a studiului extins de andocare moleculara efectuat.

Astfel in Tabelul 2 prezentdm comparativ energiile de interactiune intermoleculara dintre toate moleculele investigate si B-ciclodextrina
obtinute In urma procesului de andocare. Specificam pentru fiecare, energia de legare a celei mai bune conformatii andocate si, de asemenea,
energia de legare medie a membrilor din clusterul céruia aceasta structura {i apartine si numérul de membri ai acestui cluster.
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Tabelul 2. Energiile de legare ale celor mai probabile conformatii ai complecsilor de incluziune cu -ciclodextrina obtinute in urma calculelor de

D>

andocare moleculara.
Energia de E“e.rg'a Numérul
. . . . medie de .
Compus investigat interactiune . . membrilor
. . interactiune
intermoleculara N in cluster
in cluster
Curcumin keto-enol 4.64 -3.98 143
Curcumin diketo -5.66 -5.01 1295
Ferulic Acid 4.11 -3.70 435
Vitamin A (Retinol) -5.28 493 592
Vitamin C (Ascorbic acid) -3.91 311 972
Vitamin E -6.22 -4.65 231

In urma analizei rezulatelor obtinute observam faptul ci valorea absoluti a energiei de legare are o valoare maximi pentru complexul
de incluziune cu vitamina E iar valoarea minima pentru complexul cu acidul ascorbic, energiile de legare cu celelalte molecule prezentand valori
intermediare. Acest rezultat corespunde intrucatva intuitiei si agteptarilor pe care le-am avut initial, deoarece acidul ascorbic este o molecula
hidrofila iar vitamina E are numarul maxim de atomi dintre moleculele investigate si o flexibilitate sporitd. Vitamina E, un antioxidant lipidic
solubil din familia tocoferolilor prezintd o coada , fitil”” (eng. phytyl) hidrofoba cu trei puncte sau centre chirale care se pot aranja intr-o orientare
stingd sau dreapta. in acest complex avand cea mai mare energie de legare, aceastd coada hidrofob este acomodati in totalitate in interiorul
cavitatii ciclodextrinei.

Curcumin enol Curcumin keto Vitamin C (Ascorbic acid)

Ferulic acid Vitamin E

Figura 33. Conformatiile geometrice ale complecsilor de incluziune ai beta-ciclodextrinei cu moleculele investigate, rezultate In urma
simularilor de andocare moleculara. Legaturile de hidrogen intermoleculare sunt reprezentate in verde.

Ciclul cromanol din structura chimica a vitaminei E, produs natural in calea metabolicd de biosinteza a sichimatului din acidul
homogenistic cunoscut si sub numele de acid melanic , mai hidrofil si de dimensiuni mai mari raméne la exterior, in apropierea deschiderii
secundare, mai largi, a cavitatii ciclodextrinei. Conformatia moleculara tridimensionald acestui complex precum si cele rezultate, in urma
calculelor, pentru toate moleculele investigate sunt prezentate in Figura 33. Aceste structuri corespund valorilor energiilor de legare specificate
anterior in Tabelul 2.

in Figura 34 reprezentam histogramele distributiilor de energie de legare ale tuturor clusterelor identificate in timpul analizei de andocare
pentru toti complecsii de incluziune investigati. Aceste distributii au fost obtinute in urma clasificarii in clusteri {indnd cont de similaritatea
structurilor, a tuturor celor 2000 de configuratii obtinute in urma calculelor de andocare moleculard, pentru fiecare dintre moleculele investigate In
parte. Pentru a Intelege corect aceste reprezentari, precizam faptul ca pozitia fiecarui cluster pe axa energiei de legare este determinata doar de
membrul avand cea mai mare energie de legare al clusterului. Semnul minus apare deoarece cautam efectiv complecsii care au energii mai mici
decét suma energiilor moleculelor implicate in interactiune, moleculelor gazda si oaspete calculate individual. Pe langa energia de legare, o alta
informatie semnificativa este frecventa cu care este identificatd fiecare conformatie de legare, reprezentatd ca intensitate in histograme si
reprezentand numarul de membri din fiecare cluster, a carui valoare pentru clusterul corespunzand structurii cu valoarea absoluta energiei de legare
maxima este mentionata si in Tabelul 2.. Pe mésura ce numarul de membri dintr-un grup este mai mare, acea conformatie de legare particulara
este mai favorizata sau a fost identificatd mai des. O altd informatie care poate oferi o perspectiva suplimentara este gama energiilor de legare ale
membrilor fiecarui cluster sau cel putin energia de legare medie a clusterului care este de asemenea precizatd in Tabelul 2, pentru clusterul avand
valoarea absoluta a energiei de legare maxima. Aceste valori teoretice pot si vor fi comparate si cu valorile experimetale ale constantelor de
stabilitate determinate prin rezonanti magnetici nuclear si calorimetrie de titrare izotermd. In opinia noastra conformatiile obtinute sunt apropiate
de cele efective 1n solutie unde interactiunea cu moleculele de solvent va contribui cu siguranta la relaxarea configuratiilor. Simularile de dinamica
moleculara au fost in momentul actual deja demarate insa datorita efortutui de calcul substantial, necesar calcului unor traiectorii suficient de lungi,
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nu sunt Inca finalizate. Aceste noi rezultate care vor oferi informatii si mai detaliate privind interactiunile dintre moleculele investigate si moleculele
de B-ciclodextrind si vor fi prezentate Intr-un raport ulterior.
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Figura 34. Histogramele distributiilor de energie de legare ale tuturor clusterelor identificate in timpul analizei de andocare,
corespunzatoare tuturor complecsilor de incluziune investigati.

in paralel cu acest studiu, si utilizand structuri deja optimizate in cadrul actualului proiect, am efectuat si o cercetare privind interactiunea
dintre concetrantul proteic din zer contindnd majoritar proteina [3-lactoglobulina si cei doi tautomeri ai curcuminei care a fost publicat recent in
revista Food Hydrocolloids [18].

A2 4. Sinteza hidrogelurilor Col-HA functionale obtinute prin includerea complecsilor supramoleculari

Complexitatea procesului de formulare rezida din multitudinea de factori implicati in procesul de livrare a principiului activ in piele,
asigurand penetrabilitatea si distributia optima a substantei active. In formularile tip U/A faza apoasi continua are rolul de a hidrata stratul cornos,
care poate absorbi apa de trei pana la cinci ori greutatea sa. Vehiculul afecteaza penetrabilitatea la nivelul tesutului subcutanat, reducand pierderea
transepidermala de apa. Cand stratul comos este puternic hidratat absorbtia principiului activ creste pana la de 10 ori, acest mecanism fiind corelat
cu cresterea constantei de difuzie (creste volumul celulelor tesutului epidermal si scade rezistenta la difuzie a membranei celulare). Compozitia
bazei va afecta absorbtia substantei active in piele, aspect predictibil, care depinde de cunoasterea interactiunii dintre substanta activa si vehicul si
de solubilitatea relativa a acesteia in vehicul, respectiv stratul cornos. Absorbtia principiilor active din produse topice depinde de natura chimica a
vehiculului, situsul de aplicare utilizat, regiunea corporal, statusul hidratarii, integritatea pielii, durata contactului cu aceasta, eventuala ocluzie a
situsului vizat. Factorii de natura chimica implicati in procesul de permeabilizare/ absorbtie sunt: masa moleculara a substantei active, gradul de
disociere, pH, volatilitate, solubilitate. Substantele cu buna solubilitate in apa si substantele de natura lipidica sunt absorbite in piele, ceea ce implica
o atentd evaluare a coeficientului de partitie pentru favorizarea penetrabilitatii. Substantele intens liposolubile, cu solubilitate mai buna in stratul
cornos fatd de vehicul, vor avea o mai buna penetrabilitate. Vascozitatea formularii afecteaza penetrarea substantei active in stratul cornos, ca si
aria de aplicare, frecventa aplicérii, aplicarea prin masaj local. Masajul local accelereaza evaporarea vehiculului si permite patrunderea formularii
in relieful cutanat si suprafetele glandulare de la nivelul pielii. Grosimea stratului de produs aplicat influenteaza penetrabilitatea substantei active
datoritd diferentelor ratei evaporarii. Rata fluxului substantei active care penetreaza pielea va fi dependenta de coeficientul de difuzie si de
concentratia substantei active.

Metodele in vitro de testare a eliberarii principiului activ permit cuantificarea cedarii substantei active in mediul cu care sunt in contact.
in plus, metodele in vitro comparativ cu cele in vivo permit un studiul cinetic, avand ca scop principal studierea parametrilor formuldrii: natura
excipientilor; concentratia substantelor active; pH-ul; vascozitatea unguentului. Acesti parametri modifica cedarea (intensitatea si viteza de cedare),
dar pot constitui un mijloc de a controla reproductibilitatea fabricarii.

in aceasta etapd s-au obtinut doud formule — o emulsie care inglobeazi B-cilclodesxtrine care complexeaza vitaminele A si E, si un
hidrogel care inglobeaza B-cilclodesxtrine care complexeaza vitamina C si acidul ferulic. Formulele finale si tehnologia de formulare sunt
prezentate in Tabelele 3 si 4.

Tabelul 4. Formula emulsie1 GC

Faza Denumire INCI Denumire comerciala % 50¢g
B Aqua Apa demineralizata
A Vitis Vinifera Seed Oil Ulei struguri 5.00 2.50
A Acrylates Crosspolimer Acrylates Crosspolimer 1.00 0.50
D1 Colagen+Hyaluronic 10.00 5.00
B Gycerin Glicerina 0.50 0.25
B Xanthan gum Guma xantan 0.40 0.20

Benzyl Alcohol, Salicylic Acid,

E nz(y‘rlycerin, Sorbic Zcid Cosgard 1.00 050
D2 B-cilclodesxtrina vit A 0.50 0.25
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D3 B-cilclodesxtrina vit E 0.20 0.10
Aqua (and) Glycerin (and)
Sorbitol (and) Lecithin (and) T
Cc1 Sodium Ascorbyl Phosphate Lpds vitamin C 0.50 0.25
(and) Xanthan Gum
Tehnologia de formulare

1. FazaA 2. FazaB 3. FazaD
- ulei de struguri —2.50g; apa demineralizata —40.90g; Colagen+ Acid hialuronic —5.36g;
- acrylates crosspolimer — 0.55g; - glicerina—0.27g; - B-cilclodesxtrina vit A - 0.250g;

Hidratare 800 rpm, fara incalzire —
fluid alb, opac, omogen

- xantan gum—0.20g

Hidratare 500 rpm, 40°C — gel omogen,

usor bej, transparent.

Emulsionare — adaugare faza A peste B,

viteza maxima, aproximativ 5 min.— aspect

crema-gel, alba, omogena, lucioasa.

- Ad. Lpds vitamina C (0.26g) peste
emulsie— emulsie omogena, de

- B-cilclodesxtrina vit E—0.187g;
Dispersare cclotextrine in colagen sub
agitare, 800 rpm —lichid alb-opc, omogen.
Adaugare faza D peste emulsie si
omogenizare —emulsie omogena, usor
fluida, de culoare alb-laptos.

Adaugare Cosgard (0.58g) peste emulsie
—emulsie lucioasa, omogena, de culoare

culoare ocru. alb-laptos.
Tabelul 4. Formula hidrogelului GG
Faza Denumire INCI Denumire comerciala % 50¢g
B Aqua Apa demineralizata 86.20 43.10
B Curcumina 0.50 0.25
B Acrylates Crosspolimer Acrylates Crosspolimer 1.00 0.50
A Colagen+Hyaluronic 10.00 5.00
Benzyl Alcohol, Salicylic Acid,
C Glycerin, Sorbic Acid Cosgard 1.00 050
A B-cilclodesxtrina vit C 0.50 0.25
A B-cilclodesxtrina acid ferulic 0.20 0.10
Tehnologia de formulare
FazaB Faza A

- Apa demineralizata —44g.70; -

- acrylates crosspolimer — 0.50g; - B-cilclodesxtrina vit C - 0.40g;

Hidratare 800 rpm, fara incalzire — gel omogen, transp., - B-cilclodesxtrina acid ferulic — 0.250g;

incolor. Dispersare ciclotextrine in colagen sub agitare, 800 rpm —lichid alb-

- Curcumina — 0.20g —omogenizare la viteza opc, omogen.
maxima—gel usor fliud, omogen, de culoare portocaliu- Adaugare faza A peste peste B si omogenizare — gel usor fluid, de
morcov, cu particule de dimensiuni mici, de culoare culoare portocaliu-morcov, cu particule de dimensiuni mici, de
inchisa in masa. culoare inchisa in masa.

Adaugare Cosgard (0.52g) peste emulsie si omogenizare.

Colagent+Acid hialuronic —5.10g;

Figura 35. Aspectul emulsiei
codificatd GC si a hidrogelului
codificat GG

A2.5. Evaluarea analitica a gradului de eliberare a activelor din complecsii de incluziune

Principalele tehnici de studiu constau in determinarea cantitatii de substantd activa eliberatd de mediul donor in mediul acceptor.
Metodele de studiu ale cedarii substantelor active in vitro sunt numeroase dar ele se diferentiaza esential prin faptul ca cele doua medii — donor si
receptor sunt sau nu separate printr-o membrana semipermeabild. Introducerea unei membrane semipermeabile in modelele experimentale
permite evitarea modificarilor de la suprafata de contact intre produsul de testat si faza acceptoare. Aceste studii se pot realiza pe membrane
biologice si artificiale.
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Rata de eliberare a Vitaminei A din crema-gel s-a realizeazat prin dializarea unei probe de crema (10g) printr-
0 membrana de dializa (MWCO < 10000) in 35mL solutie Ringer. Spectrul UV/Vis pentru Vitamina A palmitat in
metanol (Figura 36) evidentiaza picul caracteristic cu un maxim de absorbtie la 326nm, incapsularea acesteia in -
ciclodextrina este confirmata prin deplasarea picului catre lungimi de unda mai mici (279nm), iar spectrul obtinut pentru
solutia Ringer acceptoare in procesul de dializa se observa deplasarea acestuia cétre lungimi de unda mai mari 296nm

- 2 Rata de eliberare a Vit. A
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Figura 36. Spectrul de absorbanta UV/Vis pentru Vitamina A palmitat

. Figura 37. Rata de eliberare a vitaminei A.
in metanol.

Valoarea absorbantei la 326 nm pentru solutia Ringer a fost determinata la diferite intervale de timp pentru a stabili rata de eliberare a vitaminei A.
Se observa astfel ca dupa un interval de sase ore cantitatea de Vitamina A eliberata din crema rdméane constanta.

A2.6. Evaluarea actiunii hidrogelurilor functionalizate asupra viabilitatii unor microorganisme procariote si influenta asupra
unor factori de virulenta fenotipici si genotipici

Scopul activitatii a fost evaluarea activitatii antimicrobiene intinseci a complecsilor nou formati inclusi in hidrogeluri prin metode
calitative si cantitative. Protocolul de lucru utilizat este cel raportat 1n activitatea 2.1.

CMI E. coli ATCC 25922

CMI C. albicans ATCC 10321
CMLS. aureus ATCC 6538

DO 620 nm

GC GG Control +

CMI Ps. aeruginosa ATCC 15442
CMI K. pneumoniae ATCC 13883 CMI E. faecalis ATCC 19433

1.0 0.6

DO 620 nm
DO 620 nm
°
=

[

0.0 00
GC GG Control + GC GG Control + GC GG Control +

°
5

CMIS. epidermidis ATCC 12228
CMIS. agalactiae ATCC 13813

DO 620 nm
DO 620 nm

0.0 00
GC GG Control + GC GG Control +

Figura 38. Concentratiile minime inhibitorii obtinute pentru proba de emulsie codificatd GC si proba de hidrogel codificatd GG, in prezenta
tulpinilor Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, Escherichia coli ATCC 25992, Candida albicans ATCC
10321, Klebsiela pneumoniae ATCC 13883, Enterococcus faecalis ATCC 19433, Staphycoloccus epidermidis ATCC 12228, Strepcococcus
agalactiae ATCC 13813

Probele reprezentate de emulsia GC si hidrogelul GG prezintd o activitate antimicrobiand bund, fiind obtinute valori CMI la

concentratiile initiale testate (0.18mg/mL) pentru tulpinile S. aureus si S. agalactiae. In cazul tulpinilor E. coli, C. albicans, Ps. aeruginosa, K.
pneumoniae CMI s-a observat la 0.09 mg/MI pentru ambele formule. Pentru tulpinile E. faecalis si S. epidermidis nu s-au obtinut valori CMI la
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concentratiile initiale testate. In etapa urmétoare, vom creste concentratia produselor pentru a putea determina o valoare CMI corespunzitoare
acestor tulpini. Chenerale rosii din figura 38 indica valorile CMI obtinute.

A2.7. Analiza in vitro a citotoxicitatii si a raspunsului inflamator al hidrogelurilor functionalizate

Evaluarea gradului de citotoxicitate celulard in vitro a emulsiei, hidrogelului si a activelor, s-a realizat cu ajutorul testelor MTT (bromura
de 3+(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoliu) si LDH (lactat dehidrogenaza). Biocompatibilitatea probelor a fost evaluata pe fibroblaste umane,
linia celulard HDF Human Dermal Fibroblast standardizata ATCC (Americam Type Culture Collection). Densitatea celulara pentru testele MTT
si LDH a fost optimizatd la 4 x 10°. Celulele cultivate intr-o placa de culturi celulare cu 96 de godeuri au fost tratate cu probele obtinute la diferite
concentratii si impreund cu martori au incubate timp de 24 de ore la 37°C, 95 % umiditate cu 5% CO,. Dupa 24 de ore de expunere la compusii
testati, celulele au fost incubate timp de 4 ore cu reactivul MTT (Sigma, SUA) la 37°C, 95% umiditate cu 5% CO2. Dupa incubare, celulele au
fost tratate cu solvent MTT (Sigma, SUA) timp de 15 minute la temperatura camerei. Absorbanta a fost masurata folosind un cititor de microplaci
spectrofotometric (Thermo Scientific) la DO = 570 nm. Cu kit-ul de detectare a citotoxicitatii LDH (Roche), activitatea LDH a fost masurata
folosind, de asemenea, un cititor de microplaci spectrofotometric la 492 nm cu o lungime de unda de referintd de 600 nm.

Martorii experimentului au fost reprezentati de: celule fara tratament, celule cultivate in prezenta DMSO-ului si PBS ca martor negativ.

Proba Concentratii
GC — Emulsie Grace 0.187 mg/mL
GG — Hidrogel Grace 0.187 mg/mL
BVA — B-ciclodextrina conplexata cu Vitamina A 5 mg/mL
BVE — B-ciclodextrina conplexata cu Vitamina E 2 mg/mL
BvC — B-ciclodextrind conplexatd cu Vitamina C 8 mg/mL
BaF — B-ciclodextrind conplexata cu Acid Ferulic 5 mg/mL

fibroblastelor HDF pentru toate probele testate. in cazul probelor BvA si BVE, la 24 de ore, s-au observat procente de viabilitate mai mici (75.66
+ 12.72, respectiv 78.44 £ 20.33) comparativ cu restul probelor si martorul de celule viabile. Insa, la 48 de ore dupa tratament, ratele de viabilitate
s-au imbunétatit semnificativ, crescand la 93.50 = 7.48 pentru BvA si la 89.12 4 3.42 pentru BvE. Efectul poate fi datorat ratelor de eliberare rapida
a activelor din ciclodextrine, acestea inducand un stresor in mediul celular.
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Figura 39. Figura 40.

celulare a emulsiei GC, celulare a emulsiei GC,

hidrogelului GG si activele acestora in prezenta fibroblastelor
HDF utilizand testul MTT; cells NT = martor celule viabile,
fara tratament; * = valoare cu semnificatie statistica, p < 0.05

hidrogelului GG si activele acestora in prezenta fibroblastelor
HDF utilizand testul LDH; cells NT = martor celule viabile,
fara tratament; Positive LDH — celule moarte, martor

eliberare maxima de LDH.

Evaluarea eliberdrii de lactat dehidrogenaza in mediul celular s-a realizat la 24 si 48 de ore de contact cu probele de interes. Rezultatele
obtinute se coreleaza cu cele aferente testului MTT. Probele care au prezentat cantititi mai mari de LDH in mediul celular - 21.14 + 0.08 BvC si
22.74 £+ 1.08 BaF auun puternic efect antioxidant care poate contibui la aceste valori crescute ale LDH, insa acestea s-au ameliorat la 48 de ore de
contact. Acest comportament se aplica si pentru celelalte probe, fiind observata scaderea cantitatii de LDH eliberata la 48 de ore (Figura 40).
Cuantificarea activitatii LDH-ul s-a realizat trasnd curba standard a NADH.

Utilizand kitul de analizd LIVE/DEAD® a fost evaluata prin microscopie de fluorescenta viabilitatea/ citotoxicitatea celulelor expuse
probelor reprezentate de hidro-emulsie si CBD. Celulele vii se disting prin prezenta activitatii esterazei intracelulare omniprezente, determinata de
conversia enzimatica a calceinei AM cu permeatie celulara practic nefluorescenta in calceind intens fluorescentd. Calceina coloranta polianionica
este bine retinutd 1n celulele vii, producand o fluorescenta verde uniforma intensa in celulele vii (ex/em ~495 nm/~515 nm). EthD-1 intra in celulele
cu membranele deteriorate si suferd o imbunatatire de 40 de ori a fluorescentei la legarea la acizii nucleici, producand astfel o fluorescenta de
culoarea rosu stralucitor in celulele moarte (ex/em ~495 nm/~635 nm). EthD-1 este exclus de membrana plasmatica intactd a celulelor vii.
Determinarea viabilitatii celulare depinde de aceste proprietati fizice si biochimice ale celulelor.

Rezultatele obtinute prin microscopie de fluorescenta in urma analizei Live/ Dead indica un procent ridicat de celule care apar verzi sub
lumina fluorescenta, acestea fiind considerate celule viabile (Figura 41). Confluenta celulara a fost de 80-90%. Celulele care apar rosii la lumina
fluorescenta sunt considerate celule non-viabile (moarte), insa dupa cum se poate observa, la sub 1% din celule le este modificata viabilitatea si
implicit morfologia. Nu se observa celule picnotice, rotunjite sau in suspensie. Aspectul este caracteristic fibroblastelor.
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Figura 41. Martor celule HDF viabile fara tratament — snga sus; Fibroblaste HDF tratate cu emulsia GC, concentratia 0.18mg/mL — sus mijloc;
Fibroblaste HDF tratate cu hidrogelul GG, 0.18mg/mL — dreapta sus; HDF cu BvA, Smg/mL — stanga jos; HDF cu BVE, 2mg/mL — stinga
mijloc jos; HDF cu BvC, 8 mg/mL —dreapta mijloc jos; HDF cu BaF, Smg/mL — dreapta jos.

Determinarea concentratiilor derivatilor oxidului nitric

Determinarea cantitativa a nitritilor si nitratilor eliberati in mediu celular a fost efectuatd pe fibroblaste umane, linia HDF. Celulele
cultivate asa cum s-a descris la testul MTT s-au testat cu probele GC, BvA, BVE, BvC si BaF, la concentratiile 0.187 mg/mL, 0.187 mg/mL, 5
mg/mL, 2 mg/mL, 8 mg/mL si 5 mg/mL. Supernatantul celular a fost colectat si utilizat pentru determinarea nitritilor si nitratilor folosind kitul de
testare a oxizilor nitrici pe baza de reactivi Griess (Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA) urmand instructiunile producatorului. Nitratii (NO3—)
si nitritii (NO2-) sunt o parte integranta a ciclul biologic al azotului. NO este o molecula cheie de semnalizare care regleaza o gama larga de functii
fiziologice, cum ar fi homeostazia vasculard, reglarea respiratiei mitocondriale, modularea inflamatiei, a raspunsului imun specific [19], [20], [21].
Raportul NO2-/NO3- al celulelor netratate — martor, respecta valorile asteptate pentru modelele celulare umane (Figura 42), ratia 10/90. Deoarece
NO este implicat 1n diferite functii fiziologice celulare rapoarte scazute NO2-/NO3- au fost raportate ca fiind corelate pozitiv cu citotoxicitatea
intracelulara si promovarea inflamatiei. Rezultatele obtinute pentru probele BVE si BvC indica rapoarte reduse NO2-/NO3- (1/2, respectiv 1/3)
(fig. ..), fiind corelate cu un grad moderat de citotoxicitate. Pentru restul probelor, rapoartele NO2-/NO3- sunt conforme, insa experimentele se
vor repeta si pe alte linii celulare (de ex. PBMC) si efectele vor fi urmarite la timp diferiti de contact.

o - Nitite Determinarea profilului de citokine pro — antiinflamatorii
107 Nitrate Determinarea unui panel de sase citokine pro- si anti-inflamatorii (IL-1p,
05 IL-8, IL-10, IL-6, IL-12p70, TNF) s-a realizat utilizand kitul BD - CBA (Cytokine

Beads Assay). Evaluarea s-a realizat pe linia celulara de fibroblaste HDF la 24 si 48
de ore dupa tratamentul cu probele obtinute. In placa cu 96 de godeuri celulele au
04 fost insdmantate celulele HDF la densitatea celulard de 1x 10°si peste volumul de
90 pL suspensie celulara s-au addugat 10 puL din probele testate. Au fost pregatite
02 beads-urile de numarare si standardele conform instructiunilor producétorului.
00 ,J,-!_ﬂl.,ﬂ,u,.,,._ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁh Probele, martorii si standardele au fost incubate 3 ore la intuneric, Tcam, impreuna
& ETFeSed R S EEFTEES ' < cu Capture Beads si reactiyul de detectic Human Inflammatory Cytokine PE

Al Al Detection Reagent. Dupd incubare probele au fost spalate cu Wash Buffer,
centrifugate, resuspendate in Wash Buffer si analizate prin citometrie In flux
utilizand citometrul BD Accuri C6 plus echipat cu laserele 488 nm si 633 nm. Au
fost numarate 5000 de evenimente/ proba.

0.6

DO 570 nm

Figura 43. Determinarea cantitativa a nitratilor
si nitritilor rezultati in wrma tratamentului
celulelor  HDF cu probele reprezentate de
emulsia GC, hidrogelul GG si activele acestora.
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Figura 43. a) Control negativ b) Control pozitiv — expresie citokine | Figura 44. a) Martor celule HDF tratate cu LPS — activare citokine;
activate b) Martor celule fard tratament
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Figura 45. Profilul panelului de citokine pentru proba GC
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Figura 46. Profilul panelului de citokine pentru proba GG
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Figura 47. Profilul panelului de citokine pentru proba BvA
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Figura 48. Profilul panelului de citokine pentru proba BVE
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Figura 49. Profilul panelului de citokine pentru proba BvC
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Figura 50. Profilul panelului de citokine pentru proba BaF

S-au obtinut o serie de controale: negativ — citokine absente, pozitiv — conform indicatiile producatorului kitului CBA, celule HDF tratate
cu LPS si netratate (figurile 43-44). Dupa cum se poate observa in fig 43 a) inactivarea citokinelor corespunde cu shift-ul la stanga in qvadrantul
Q2-UL, in timp ce activarea acestora (fig. 43b) duce la deplasarea celulelor spre dreapta, in qvadrantul Q2-UR. in cazul controlului de celule fira
tratament se poate observa activarea [L-8 (fig. 44b). Rezultatele obtinute dupa tratarea celulelor cu probele GC (conc. 0.18mg/mL), GG (conc.
0.18mg/mL), BvA (conc. Smg/mL), BVE (conc. 2mg/mL), BvC (conc. 8mg/mL), BaF (conc. Smg/mL), indica inactivarea panelului de citokine,
avand un efect de tamponare a expresiei IL-8 intalnita la martorul celular fara tratament (figurile 45-50).

A2.8. Studiul stabilititii complecsilor supramoleculari inclusi in hidrogelusi si evaluarea gradului de eliberare a activelor

Curba de calibrare pentru -ciclodextrina a fost construita prin determinarea intensitatii de absorbtie pentru un set de solutii de -CD de
concentratii cunoscute. Solutia stoc de concentratie 32 mg/mL a fost preparata prin dizolvarea unei cantitati de 1280 mg 3-CD 1n 40 mL de solutie
Ringer. Pornind de la aceasta solutie stoc s-au preparat diverse dilutii: 24 mg/mL, 16 mg/mL, 12 mg/mL, 8 mg/mL, 4 mg/mL. Au fost inregistrate
spectrele UV in domeniul de lungimi de unda 400-190 nm. Curba de calibrare s-a construit pentru intensitatile de absorbtie inregistrate la 203 nm.
Probele GC si GH obtinute in urma procesului de eliberare din baza realizata prin dializarea unei probe de crema (10g) printr-0 membrana de
dializa (MWCO < 10000) in 35mL solutie Ringer, au fost diluate de mai multe ori (256 ori) pana cand s-a obtinut o concentratie adecvata pentru
inregistrarea spectrelor UV .Prin suprapunerea spectrelor UV ale solutiilor colectate la diferite intervale de timp, in ambele cazuri se observa
cresterea concentratiei speciilor urmarite.

r ——32mgimL .
/ —— 24 mg/mL 204 1

—— 16 mgimL

129 —— 12 mg/mL
—— 8 mgimL .
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Figura 51. Curba de calibrare B-ciclodextrind | Figura 52. Ssuprapunerea spectrelor UV ale solutiilor colectate la diferite intervale de timp

A2.9. Obtinerea hidrogelurilor functionale in conditii de productie la nivel micro-pilot

Realizarea scalarii la nivel micro-pilot a presupus Intr-o prima etapa obtinerea 3 ciclodextrinelor in cantitatile necesare
obtinerii a minim 1 kg de produs finit din fiecare formula.

In urma stabilirii parametrilor optimi ai proceselor de formare a complecsilor de incluziune cu p-ciclodextrina a compusilor studiati,
vitaminele A, C, E si acidul ferulic, s-a trecut la reproducerea complecsilor obtinuti in procesul de scalare, in vederea obtinerii unor cantitati de
materiale suficiente pentru efectuarea testelor ulterioare. Procesul de scalare s-a efectuat in triplicat in cazul complexului de incluziune a fiecarei
substante active studiate.

—— 08 3VHAP BCO_I-1 i
——RE1 VRAP-OCD_i-1 ]

RE2 VRAPCD_1-1
RE3 VAP HCD_1-1 1 N

Intensity (a.u.)
2 =
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&

Figura 54. Difractogramele de
raze X pe pulberi ale palmitatului
de vitamina A, p-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale

Figura 55. Difractogramele de
raze X pe pulberi ale vitaminei
C, B-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale

Figura 56. Difractogramele de
raze X pe pulberi ale acetatului de
vitamina E, B-ciclodextrinei si
complecsilor de incluziune ale

Figura 57. Difractogramele de
raze X pe pulberi ale Acidului t-
ferulic, P-ciclodextrinei  si
complecsilor de incluziune ale
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acestora obtinuti in  urma | acestora obtinuti in urma | acestora obtinuti In urma | acestora obtinuti in urma
procesului de scalare. procesului de scalare. procesului de scalare. procesului de scalare.

Complexul dintre palmitatul de vitamina A si -ciclodextrina, VitA-P-fCD_1:1 FD, cuun continut de 125 mg VitA-P si 315 mg BCD
a fost preparat n triplicat, in parametrii de proces stabiliti in experimentul e-6.3.

Complexul VitC-fCD 1:1 FD, cuun continut de 125 mg VitC si 915 mg BCD a fost preparat in triplicat, in parametrii de proces
stabiliti in experimentul VitC fCD _1:1 copp2 FD (vezi decontare 2022).

Complexul dintre acetatul de vitamina E si B-ciclodextrina, VitE.acet-fCD_1:1 FD, cuun continut de 125 mg VitA-P si 342 mg fCD
a fost preparat n triplicat, in parametrii de proces stabiliti in experimentul e-4.1.

Complexul dintre Acidul t-ferulic si B-ciclodextrina, A.-F-SCD _1:1_FD, cuun continut de 125 mg A.t-F si 840 mg BCD a fost preparat
in triplicat, in parametrii de proces stabiliti in experimentul e-7.2.a.

Toate probele obtinute in urma procesului de scalare au fost masutate prin difractie de raze X pe pulberi. Difractogramele au fost
compare cu cele obtinute in urma experimentelor initiale. In cazul tuturor probelor, intensitatile de difractie se suprapun cu cele ale complecsilor
obtinuti in urma experimentelor de complexare, rezulta ca acesti complecsi au fost obtinuti si la scala mare.

Formulele dezvoltate au fost scalate la nivel micro-pilot (1 kg/ produs). n urma caracterizarii aspectului produselor obtinute, a stabilititii
acestora, nu au fost observate fenomeme de separare ale fazelor. A fost testata stabilitatea produselor in conditii normale de lumind, umiditate si
temperaturd, precum si in conditii accelerate, cu expunerea la temperatura si umiditate ridicata (40°C, 75% umiditate relativd). Caracteristicile
complecsilor supramoleculari si a hidrogelurilor inainte de incorporarea in formula de produs finit s-au mentinut dupa perioada de stabilitate. S-au
repetat testele de eliberare din baza pentru confirmare. Rata de curgere a cremelor formulate a fost determinata prin masurarea timpului necesar
de curgere a unei picaturi. Astfel pentru crema-gel ce prezinta o vascozitate mai mare sunt necesare 6 min pentru 20pL iar pentru hidrogel sunt
necesare 2 min.

Rezultatele legate de aspect, pH final si incarcatura microbiana sunt prezentate in tabelele 5 si 6.

Tabelul 5. Caracterizarea aspectului produselor formulate si a valorilor de pH optime

Denumire Valoare pH
produs Aspect produs initial Valoare pH final
Omogen, cu consistenta cremoasa,
GC aspect aerat, de culoare aproape alb, 4,67 5,55
miros discret.
Omogen, cu consistenta specifica
GG hidrogelului, fluida aspect foam 463 5.60
aerat, de culoare portocalie, cu
miros discret.
Tabelul 6. Determinarea Incércaturii microbiene
Proba test Caracteristici Rezultate
(Numar total microorganisme viabile)
GC Numir total bacterii acrobe viabile, UFC/g <10UFC/g
Numiér total drojdii si mucegaiuri, UFC/g <10UFC/g
GG Numir total bacterii acrobe viabile, UFC/g <10UFC/g
Numidr total drojdii si mucegaiuri, UFC/g <10UFC/g

A2.10. Diseminarea rezultatelor
Articole in jurnale ISI
= Curcumin and whey protein concentrate binding: Thermodynamic and structural approach, Csaba-Pal Racz , Levente Zsolt Racz,
Calin Gabriel Floare, Gheorghe Tomoaia, Ossi Horovitz, Sorin Riga, Irina Kacso, Gheorghe Borodi, Melinda Sarkozi, Aurora Mocanu,
Cecilia Roman, Maria Tomoaia-Cotisel, Food Hydrocolloids, 139, 1 —17, 108547 (2023);
»  Inclusion of a Catechol-Derived Hydrazinyl-Thiazole (CHT) in -Cyclodextrin Nanocavity and Its Effect on Antioxidant Activity: A
Calorimetric, Spectroscopic andMolecular Docking Approach, Mihaela Mic, Adrian Pimau*, Calin G. Floare, Mariana Doina Palage,
Ovidiu Oniga, Gabriel Marc, Antioxidants,12, 1367, 1 — 16 (2023);
= Antioxidant and Cytotoxic Activity of New Polyphenolic Derivatives of Quinazolin-4(3H)-one: Synthesis and In Vitro Activities
Evaluation, Raluca Pele, Gabriel Marc, Ioana Ionut, Cristina Nastasa, lonel Fizes, Adrian Pirnau, Laurian Vlase, Mariana Palage,
Smaranda Oniga, Ovidiu Oniga, Pharmaceutics, 15, 136, 1- 23 (2023)
Participarila “I4th International Conference Processes in Isotopes and Molecules (PIM), Cluj—Napoca:
=  Antioxidant Activity Evaluation and Assessment of the Binding Affinity to HSA of a New Catechol Hydrazinyl-Thiazole Derivative,
A Pirmau, M Mic, C G Floare, M Bogdan, B M Tihauan, O Oniga, G Marc
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Inclusion of CHT in B-cyclodextrin nanocavity and its effect on antioxidant potential of CHT: A calorimetric, spectroscopic and
molecular docking approach, M Mic, A Pirau, C G Floare, M Miclaus, I Kacso, B M Tihauan, O Oniga, G Marc
=  [Investigation of Vitamin C and B-cyclodextrin interactions in liquid and solid state, I Kacso, M Mic, M Miclaus, C Floare, X Filip and
A Pimau.
in vederea asigurdrii transparentei proiectului GRACE a fost actualizat site-ul www.sanimed.ro/proiecte/grace unde au fost incarcate concluziile
acestei etape Tmpreuna cu rezultatele si diseminarea acestora.

Rezumatul etapei 2023

Etapa aferenta anului 2023 a avut un obiectiv bi-partit, si anume a) Definirea functionalitatii fizico-chimice si a compozitiei produselor
inovatoare si b) Modelarea functionalitatii biologice si determinarea parametrilor tehnologici pentru obtinerea produselor inovatoareca.
Obiectivul propus a fost atins cu ajutorul celor zece activitati, conducand la (i) evaluarea afinitdtii si stoichiometriei de legare in stare lichida a
principiilor active cu ciclodextrine; (ii) prezicerea teoreticd a conformatiilor de energie minima a complecsilor de incluziune; (iii) sinteza si
caracterizarea hidrogelurilor Col-HA functionale obtinute prin includerea complecsilor supramoleculari; (iv) evaluarea analitica a gradului de
eliberare a activelor din complecsii de incluziune; (v) evaluarea activitdtii antimicrobiene, a citotoxicitatii si a raspunsului inflamator a complecsilor
nou formati, a formulelor dezvoltate; (vi) obtinerea complecsilor si a formulelor in conditii de productie la nivel micro-pilot.

Diseminarea rezultatelor s-a realizat prin participarea cu trei lucrari la o conferinta nationald din domeniu si publicarea a trei articole stiintifice in
jurnale indexate ISI. In vederea asigurdrii transparentei proiectului GRACE s-a realizat site-ul www.sanimed.ro/proiecte/grace unde a fost incarcat
rezumatul acestei etape Tmpreuna cu rezultatele si diseminarea acestora.
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