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Compusii naturali continud sa reprezinte o componenta esentiald a vietii cotidiene si-a
domeniilor aferente sanatatii, intrucat o gama largd de materiale si produse (exemple: produse
farmaceutice, alimente, parfumuri, arome, cosmetice) provin, direct sau indirect, din aceste resurse
naturale [1]. Aceastd dependenta structurala de materiale si produse de origine naturald sustine
relevanta stiintificd a cercetdrii compusilor naturali ca si domeniu strategic modern, cu o
importanta pe termen lung [2].

Astfel, teza de doctorat este structurata in 2 componente mari:

1. Studiul de literatura care oferd o perspectivd moderna asupra compusilor naturali, cu
accent pe clasa de flavonoide, impreuna cu strategiile moderne de dezvoltare a unor noi produse
si materiale prin intermediul nanotehnologiei si biocatalizei. S-a evidentiat evolutia marcanta a
datelor de literaturd despre importanta crescanda a isoflavonei Puerarin 1n aplicatii biomedicale
pentru sandtate cardiovasculard, neuroprotectie, diabet sau protectie hepaticd, ceea ce justifica
alegerea acestui compus ca pilon central al tezei in conditiile Tn care problema principala o
reprezinta biodisponibilitatea sa orala limitata.

Aceastd componenta a tezei a fost valorificata prin publicarea a 4 articole stiintifice de tip
review [3,4,5,6], dintre care doua [3,4] se regdsesc printre cele mai citate lucrari stiintifice din
domeniu (Highly Cited Papers, conform bazei de date Web of Science, 2024).

2. Contributii originale, in care sunt prezentate rezultatele obtinute pe parcursul cercetarii
stiintifice, Tncepand cu formularea obiectivelor tezei de doctorat. Teza are ca directie centrala
verzi si prin valorificarea a doud directii moderne de cercetare, intens explorate in prezent,
respectiv nanotehnologia si biocataliza. Teza de doctorat urmareste, ca obiective principale,
sinteza si caracterizarea fizico-chimica si biologica a unor nanoparticule sau nanobiocompozite pe
baza de Puerarin, precum si obtinerea unor compusi derivati ai acesteia prin transformari catalizate
enzimatic. Prin abordarea integratd a acestor doud directii, lucrarea propune strategii
complementare pentru imbunatatirea proprietatilor biofarmaceutice ale Puerarinului si pentru
cresterea potentialului sdu farmacologic.
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Teza de doctorat este structuratd pe urmatoarele capitole:
2.1. Studii computationale in silico privind flavonoida Puerarin

In cadrul acestui subcapitol au fost investigate mai multe metode in silico, utilizate pentru
evaluarea reactivitatii si optimizarea structurii izoflavonei Puerarin, precum si pentru predictia
activitatilor biologice asociate acesteia. Studiile computationale au avut ca obiectiv estimarea
impactului modificarilor structurale asupra profilului biologic al Puerarinului, evidentiind modul
in care acestea pot influenta si modula diferite efecte biologice, cu accent pe activitdtile
anticanceroasd asupra melanomului uman si antiinflamatoare.

2.2. Sinteza, caracterizarea si activitatea biologica a nanobiocompozitelor Puerarin—
oxid de zinc

In cadrul acestui subcapitol a fost optimizati sinteza unor noi nanobiocompozite de oxid
de zinc pe baza de Puerarin. Caracterizarea avansata a acestora a fost realizata prin utilizarea unor
metode instrumentale, precum analiza de difractie de raze X, UV-Vis si FT-IR. Analiza prin
microscopie electronica de baleiaj (SEM) a evidentiat faptul ca marimea acestor nanobiocompozite
se incadreaza in intervalul 200-400 nm, iar microscopia de fortd atomica (AFM) a evidentiat
topografia specifica a suprafetei, care le recomanda pentru utilizarea ca sisteme de transport.

Ulterior caracterizarii fizico-chimice avansate, nanobiocompozitele au fost investigate din
punct de vedere al activitatii biologice. Rezultatele obtinute au evidentiat un profil biologic
promitdtor, exprimat prin activitate antimicrobiand semnificativd asupra unor specii patogene
(Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli, Candida parapsilosis),
precum si prin activitate anticanceroasa in vitro impotriva celulelor de melanom uman (A375). In
plus, evaluarea in ovo a evidentiat faptul ca nanobiocompozitele Puerarin-oxid de zinc nu induc
efecte iritante si nu determina modificari semnificative ale proceselor de angiogeneza. Rezultatele
acestor studii sustin biocompatibilitatea preliminara si indica potentialul acestora pentru utilizarea
in formularea unor produse farmaceutice topice moderne.

Aceste rezultate au fost publicate in revista Pharmaceutics [7].

2.3. Sinteza, caracterizarea si evaluarea biologicd complexa a nanoparticulelor de
Puerarin-Ag.O/Ag si Puerarin-Ag

In cadrul acestui subcapitol a fost optimizata sinteza unor noi nanoparticule de Puerarin-
AgrO/Ag si Puerarin-Ag, obtinute folosind Puerarin ca agent reducator. Caracterizarea acestora a
fost realizata prin RX, UV-Vis, si FT-IR. Analizele morfologice (TEM, SEM, AFM) au evidentiat
formarea unor sisteme nanostructurate si au furnizat informatii privind dimensiunea si topografia
suprafetei acestora. Analiza DLS a ardtat tendinta acestor nanoparticule de a forma agregate in
suspensie, rezultaind dimensiuni hidrodinamice mari.

Evaluarea biologicd a nanoparticulelor de Puerarin-Ag.O/Ag si Puerarin-Ag a fost realizata
printr-o abordare multifactoriald, incluzand activitatea antibacteriana pe specii nosocomiale Gram-
pozitive si Gram-negative (Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa), activitatea antioxidanta prin testul DPPH, precum si studii pe linia
celulara de melanom uman A375, respectiv linia celulara umana de keratinocite imortalizate
HaCaT, prin testul MTT si metoda eliberdrii LDH, pentru investigarea efectelor asupra activitatii
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mitocondriale si a citotoxicitatii. In plus, potentialul iritant si impactul asupra angiogenezei au fost
analizate prin teste in ovo. Ansamblul acestor investigatii a permis conturarea unui profil biologic
aplicatii biomedicale si farmacologice.

Aceste rezultate au fost publicate in revista Journal of Functional Biomaterials [8].

2.4. Studii preliminare privind sinteza nanoparticulelor utilizind cationi metalici
alternativi (cupru, nichel si fier)

Studiile preliminare prezentate in acest subcapitol au aritat cd, dintre cationii metalici
alternativi investigati (Cu, Ni, Fe), cuprul este cel mai potrivit pentru obtinerea nanoparticulelor
oxidice 1n prezenta isoflavonei Puerarina, cu formarea nanoparticulelor de CuO, in timp ce
sistemele pe baza de Ni si Fe au condus predominant la faze intermediare de tip hidroxid si necesita
optimizare suplimentard. Nanoparticulele de CuO cu Puerarin au fost caracterizate din punct de
vedere al proprietatilor optice, structurale si morfologice prin analize RX, UV-Vis, FT-IR, SEM
si AFM, iar evaluarea lor biologica a fost realizatd prin teste in ovo, pentru aprecierea profilului
preliminar de biocompatibilitate.

2.5. Geluri proniozomale bazate pe niozomi ca sisteme integrate de livrare ale
Puerarinului

In cadrul acestui subcapitol s-a realizat, pentru prima dati, formularea si caracterizarea
fizico-chimica si biologica a unui gel proniozomal incarcat cu Puerarin. Proprietatile fizico-
chimice si caracteristicile structurale ale gelului proniozomal incdrcat cu Puerarin au fost
investigate sistematic, Tn scopul confirmarii formdrii sistemului vezicular si al evaludrii
potentialului acestuia pentru administrare topicd. Formularea optimizata a fost supusd unei
caracterizari fizico-chimice complexe, prin analize FT-IR, calorimetrie diferentiald de baleiaj
(DSC), DLS, determinarea potentialului zeta si evaluare reologica. Complementar investigatiilor
fizico-chimice experimentale, au fost efectuate studii biologice constand in teste de citotoxicitate
in vitro (pe liniile celulare de melanom uman A375, respectiv de keratinocite imortalizate HaCaT)
si evaludri in ovo pe membrana corioalantoidiand (CAM), pentru investigarea performantei
biologice initiale si a profilului de siguranta al formularii selectate.

Aceste rezultate au fost publicate in revista Gels [9].

2.6. Utilizarea catalizei enzimatice ca strategie de crestere a solubilitatii si
biodisponibilitatii Puerarin-ului

In acest subcapitol s-a urmarit sinteza unor esteri ai Puerarinului cu diferiti donori naturali
investigata sinteza esterilor de Puerarin utilizind mai multe lipaze native si imobilizate, trei donori
de acil (acid hexanoic, acid octanoic, laurat de vinil), in sisteme de reactie de esterificare si
transesterificare. Reactiile au fost optimizate utilizand lipaza B din Candida antarctica in forma
imobilizata, iar ca element original suplimentar s-a realizat imobilizarea lipazei din Pseudomonas
stutzeri prin entrapare in matrici de sol-gel, care a fost ulterior utilizatd in aceleasi reactii de
transesterificare si evaluatad comparativ cu biocatalizatorii comerciali.
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3. Partea experimentala a tezei include descrierea detaliata a materialelor si procedurilor
experimentale utilizate pentru sinteza si caracterizarea nanoparticulelor, precum si metodele de
analiza instrumentald folosite.

4. Concluzii finale si contributii originale, rezuma principalele rezultate ale studiilor
experimentale si teoretice, in concordanta cu obiectivele propuse si cu accent pe caracterul inovativ
al acestora.

Atingerea obiectivelor tezei de doctorat, prin activitatea de cercetare experimentala
desfasurata, a condus la formularea urmatoarelor concluzii si contributii originale:

4.1. Studiul de literatura a evidentiat aspecte relevante privind importanta compusilor
naturali, cu accent asupra flavonoidelor, precum si asupra strategiilor moderne de crestere a

4.2. Studiile in silico au permis optimizarea structurala si analiza reactivitatii Puerarin-ului,
precum si predictia unor activitati biologice relevante, In special activitatea anticanceroasa asupra
melanomului uman si activitatea antiinflamatoare.

4.3. A fost realizata si optimizata, pentru prima datd, sinteza si caracterizarea fizico-
chimica si biologicd a nanobiocompozitelor Puerarin—oxid de zinc (PUE-ZnO).

- A fost demonstrata posibilitatea utilizarii Puerarin-ului ca agent reducétor si stabilizator
pentru sinteza nanoparticulelor de oxid de zinc.

- Analizele morfologice au evidentiat particule in intervalul 200-400 nm, sustinand
potentialul utilizarii acestora ca sisteme de transport.

- Rezultatele au demonstrat, pentru prima data, potentialul anticanceros al Puerarin-ului
asupra liniei celulare A375 (melanom uman).

- Nanobiocompozitele PUE-ZnO au prezentat un profil biologic promitator, exprimat prin
activitate antimicrobiand asupra speciilor patogene (Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyvogenes, Escherichia coli, Candida parapsilosis), precum si activitate in vitro anticanceroasa
sinergica impotriva melanomului uman.

- Testele in ovo au indicat absenta efectului iritant si lipsa unui impact semnificativ asupra
angiogenezei in conditiile experimentale investigate, sustindnd potentialul lor pentru aplicatii
farmaceutice.

4.4. A fost optimizata pentru prima datd sinteza nanoparticulelor de Puerarin-Ag.O/Ag si
Puerarin-Ag, urmata de caracterizarea fizico-chimica si biologica.

- Caracterizarea fizico-chimica prin RX, UV-Vis si FT-IR a confirmat formarea
nanoparticulelor si a permis evidentierea particularitatilor structurale si optice.

- Analizele morfologice prin SEM si AFM au furnizat informatii complementare privind
morfologia, topografia suprafetei si organizarea particulelor, confirmand obtinerea unor sisteme
nanostructurate adecvate pentru evaluare biologica.

- Evaluarea biologica a fost realizata printr-o abordare multifactoriala, incluzind activitate
antibacteriana, activitate antioxidantd (DPPH), teste in vitro de citotoxicitate/celularitate (MTT si
LDH) si evaludri in ovo (potential iritant si impact asupra angiogenezei).

- La toate concentratiile testate, nanoparticulele au prezentat citotoxicitate pronuntatd
asupra liniilor celulare HaCaT si A375, determindnd scaderea semnificativd a activitatii
mitocondriale si cresterea mortalitatii celulare. Rezultatele obtinute pe linia HaCaT (keratinocite
umane) indica necesitatea unei evaluari atente a intervalului terapeutic si a profilului de siguranta,
in special in contextul unor potentiale aplicatii topice sau biomedicale.
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- Evaludrile in ovo au completat profilul biologic al nanoparticulelor, oferind informatii
preliminare privind potentialul iritant si impactul asupra angiogenezei, utile pentru aprecierea

4.5. Studiile preliminare privind utilizarea unor cationi metalici alternativi (Cu, Ni, Fe) in
prezenta Puerarin-ului au aratat ca cuprul este cel mai promitdtor cation pentru obtinerea
nanoparticulelor oxidice, cu formarea fazei CuO. In conditiile experimentale investigate, sistemele
pe baza de Ni si Fe au condus predominant la specii de tip hidroxid, ceea ce indica necesitatea
unor optimizari suplimentare pentru favorizarea conversiei catre fazele oxidice corespunzatoare.

4.6. A fost realizata, pentru prima datd, formularea si caracterizarea fizico-chimica si
biologica a unui gel proniozomal incarcat cu Puerarin, ca sistem integrat de livrare bazat pe
niozomi, cu potential pentru aplicatii farmaceutice topice.

- Caracterizarea fizico-chimicda a formularii optimizate prin FT-IR, DSC, DLS,
determinarea potentialului zeta si evaluare reologica a confirmat formarea sistemului vezicular si
a furnizat informatii relevante privind proprietétile sale structurale si coloidale.

- Analizele efectuate au evidentiat caracteristici fizico-chimice compatibile cu utilizarea
formuldrii ca sistem de transport topic, sustindnd stabilitatea si comportamentul adecvat al
sistemului proniozomal in conditiile investigate.

- Studiile biologice preliminare in vitro pe linia celulard de melanom malign uman A375,
respectiv linia celulard de keratinocite imortalizate HaCaT au permis evaluarea initiald a profilului
de citotoxicitate al formularii proniozomale incarcate cu Puerarin.

- Testele in ovo (CAM) au fost utilizate pentru evaluarea preliminara a potentialului iritant
si pentru aprecierea profilului de sigurantd al formularii, in perspectiva unor aplicatii topice
viitoare.

- Rezultatele obtinute sustin potentialul gelului proniozomal incércat cu Puerarin ca
platforma promitdtoare pentru dezvoltarea unor sisteme moderne de livrare topica.

4.7. In domeniul biocatalizei, a fost demonstrati fezabilitatea sintezei unor esteri ai
Puerarin-ului utilizdnd donori naturali de acil (acid hexanoic, acid octanoic si vinil laurat) in
sisteme de reactie de tip esterificare si transesterificare, cu scopul imbunatatirii solubilitatii si

- Rezultatele au evidentiat faptul cd natura donorului de acil si tipul reactiei influenteaza
semnificativ conversia si randamentul de ester, confirmand importanta optimizarii conditiilor de
reactie.

- A fost realizata optimizarea reactiilor utilizand lipaza B din Candida antarctica (CalB
GF-IM) in forma imobilizatd, confirmand eficienta acesteia in sinteza derivatilor esterici ai
Puerarin-ului.

- A fost realizatd imobilizarea prin entrapare in matrici sol-gel a lipazei din Pseudomonas
stutzeri, urmatd de evaluarea performantei preparatelor obtinute in reactia de transesterificare a
Puerarin-ului cu vinil laurat.

- Au fost obtinute si testate sase preparate enzimatice prin entrapare in sol—gel, utilizand
diferiti precursori silanici si lichide ionice 1n rapoarte molare variate, ceea ce a permis evaluarea
influentei compozitiei matricii asupra activitatii biocatalitice.

- Dintre preparatele investigate, IPST si 2PST au prezentat cele mai bune performante, cu
conversii > 50%, fiind identificate ca cele mai eficiente preparate enzimatice obtinute.

- Studiul de biocataliza confirma faptul ca modificarea enzimaticd a Puerarin-ului
reprezintd o directie promitatoare pentru obtinerea unor derivati cu potential biofarmaceutic
imbunatatit, in acord cu principiile chimiei verzi.
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