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INTRODUCERE 

Caracteristica majoră a lumii contemporane, o constituie necesitatea stringentă 
de a găsi soluţii noi în toate domeniile de activitate, printre care, producţia de bunuri 
alimentare rămâne problema fundamentală. 

Necesitatea găsirii unor soluţii noi se datorează, pe de o parte stării de degradare 
avansată a mediului ambiant, în urma aplicării unor metode necorespunzătoare de 
exploatare a naturii şi de dirijare a proceselor de producţie agicolă, a neconcordării 
diferitelor activităţi ale societătii umane, precum şi, pe de altă parte, a epuizării unor 
surse de energie şi materii prime, care au stat la baza tehnologiilor intensiv aplicate, 
mai ales în ultima sută de ani. 

Starea de degradare a mediului înconjurător atât prin alterarea calităţii biologice 
a diferitelor nivele structurale ale biosferei, aşa cum rezultă din scăderea fertilităţii 
solurilor cultivate şi slăbirea rezistenţei la boli a plantelor,animalelor şi a omului, cît şi 
prin intoxicarea aerului, apei şi alimentelor cu substanţe nocive de sinteză (pesticide, 
medicamente, stimulatori de creştere) sau cu produse reziduale rezultate din diferite 
activităţi industiale (metale grele, bioxid de sulf, fluor, produşi radioactivi, etc...). 

In faţa statisticilor privind răspândirea crescândă, a bolilor de degenerescenţă şi 
a riscului demonstrat al unor tehnologii orientate numai pe criteriul economic îngust al 
rentabilităţii pe termen scurt, gândirea despre lume a evoluat, fiind obligată la 
reexaminarea şi reevaloarea diferitelor puncte de vedere. 

După ce înnoirile ştiinţifice şi tehnice, care au avut loc în ultimele două secole, 
au creat o bază importană pentru ridicarea nivelului material al oamenilor, lumea 
contemporană se găseşte confhmtată cu o serie de probleme majore. 

Cu o frecvenţă din ce în ce mai mare apar cărţi privind poluarea, resursele 
energetice, soluţii noi pentru micşorarea intensităţii consumului de materii prime 
epuizabile. Nu mai puţin cunoscute sunt preocupările legate de lupta împotriva bolilor 
cu mare răspîndire, cum sînt cele ale aparatului respirator, bolile de degenerescenţă, 
bolile genetice, lupta împotriva invaziilor de dăunători şi a bolilor criptogamice la 
plante, precum şi lupta pentru combaterea foamei, pentru salvarea patrimoniului genetic 
al Terrei, reprezentat prin speciile vegetale şi animale, din care multe sunt ameninţate 
cu dispariţia într-un timp relativ scurt. 

Descoperirea posibilităţii de a mări producţia cu îngrăşăminte chimice, a 
obligat, împreună cu calculele ecomomice şi considerentele care au dus la practicarea 
monoculturii şi a rotaţiilor simple de tip grâu-porumb, la inventarea pesticidelor 
(fungicide, insecticide, ierbicide), compuşi chimici, care au devenit însoţitorii zilnici ai 
omului şi ai aerului pe care acesta îl respiră. 

Medicamentele de sinteză , care uşurează adesea situaţia unor bolnavi , atrag, 
destul de frecvent, după ele, intoxicaţii secundare care necesită aplicarea unui nou 
tratament, ce se poate solda cu o nouă deplasare a simptomatologiei. 

Tranchilizantele de sinteză, înlătură suferinţa psihică, dar o înlocuieşte adesea 
cu o incapacitate de a face faţă obligaţiilor sociale, asigurând, nu seninătatea, ci o 
rupere de realitate prin starea de indiferenţă creată. 

In sfîrşit, eradicarea unor boli este însoţită de extinderea altora, cum sunt în 
prezent bolile cardiovasculare, cancerul, diabetul, smdromul SIDA, etc... . 

Medicaţia de sinteză are succese rapide în bolile acute şi pomind de la această 
certitudine, în ultimul secol s-a dezvoltat o mdustrie puternică. Dar cu toate efectele 
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benefice, în ultimul secol, multe din aceste medicamente au, datorită utilizării lor 
excesive şi de multe ori necontrolate, efecte nocive. 

Câteva statistici ne redau următoarele rezultate: în S.U.A. mai mult de 100 de 
fabrici produc înjur de 3700 kg amfetamine pe an, adică 37 miliarde de doze. în Franţa 
consumul de antibiotice constituie o treime din consumul total de medicamente, iar în 
S.U.A. între 1948-1966 s-au lansat pe piaţă 7563 de variante de noi medicamente (100). 

Modificările ce apar la nivelul organismelor animale în urma acţiunii diferiţilor 
factori de stress şi a procesului natural al îmbătrânirii , au fost studiate de foarte mulţi 
cercetători. Până în prezent s-au concluzionat următoarele (97): 

Modificările metabolismului glucidic legate de stări de stress şi vârstă 
Caracteristică principală: scăderea utilizării tisulare a glucozei 
Dependentă de : 

• modificări tisulare primare 
- scăderea numărului de celule active şi a consumului lor de glucoză în scop 

energetic sau de sinteză 
-scăderea echipamentului enzimatic tisular ( scăderea conţinutului de coenzime 

ale metabolismului oxidativ , enzime oxidante şi decarboxilante ale ciclului Krebs, etc.) 
• modificări în eficienţa mecanismelor de glicoreglare 

- deficienţa răspunsului insulinic precoce ( cu -- 50 % faţă de organismul tânăr ) 
- scăderea eficienţei biologice a insulinei circulante 
Se manifestă prin : 

• scăderea ritmului de reînnoire a glucozei extracelulare 
• diminuarea aportului de glucoză spre ţesuturi 
• scăderea toleranţei la glucoză 

Ipoteză: 
Scăderea utilizării glucozei este în concordanţă cu reducerea generală a activităţii 

biologice caracteristică îmbătrânirii, fiind concomitentă cu diminuarea consumului 
energetic şi a ingestiei de alimente , cu modificarea metabolismului bazai, a capacităţii 
vitale şi a debitului cardiac 

Modificările metabolismului lipidic legate de stări de stress şi de vârstă 
Caracteristică: scăderea ritmului metabolismului lipidic 
Dependentă de: 

• alterări ale absorbţiei intestinale a grăsimilor neutre prin deficienţa lipazei 
pancreatice 

• anomalii de transport plasmatic al lipidelor:( prin apariţia anomaliilor suportului 
proteic şi ale hidrolizei plasmatice ) 

• scăderea catabolismului lipidic ,datorat: 
- metabolismului insuficient al glucozei, producerea insuficientă de NADPH2 ( 

prin ciclul pentozo-fosfaţilor) şi de a- glicerofosfat 
-modificărilor proprii ale ţesutului adipos ( citologice şi de vascularizaţie) 
-modificărilor factorilor de reglare hormonală , a echilibrului enzimatic şi 

vitaminic 
Se manifestă prin : 

• creşterea cantităţii de grăsime a organismului 
• scăderea metabolismului ţesutului gras ( se manifestă prin scăderea reactivităţii la 

agenţi catabolici- comparabilă cu cea întâlnită în ateroscleroză sau în cazul 
organismelor supuse unor stressuri repetate : în aceste situaţii peretele aortic se 
comportă similar cu ţesutul adipos ) 

• hiperchilomicronemie 
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• creşterea nivelului majorităţii fracţiunilor lipidice 
• alterarea curbei dinamice de încărcare lipidică 

Ipoteză: 
Poate fi o verigă a lanţului de fenomene metabolice, ce conduc la infiltraţia grasă 

a peretelui aortic în senescenţă şi ateroscleroză( 97). 

Modificările metabolismului protidic legate de stări de stress şi vârstă 
Caracteristici: creşterea metabolismului proteic ( controversat) 
Argumente : 

• menţinerea nealterată a proteinemiei totale şi a unei varietăţi de activităţi enzimatice 
sau hormonale 

• formarea şi creşterea activităţii unor enzime adaptative ( ex.: triptofanperoxidaza 
sau tirozintransaminaza după administrare de cortizon) 

• posibilitatea echilibrării bilanţului azotat, prin instituirea unei diete proteice corecte 
sau prin tratament cu steroizi anabolici 

Parametrii biochimici modificaţi: 
• hipoalbuminemie 
• hiperglobulinemie (ca o ripostă a organismului faţă de scăderea albuminelor ) 
• modificări ale conţinutului de aminoacizi liberi 
• creşterea glutationului oxidat 
• valori maxime ale ureei 
• hiperuricemie moderată 
• hipercreatinemie discretă 

Ipoteza: Reducerea permeabilităţii capilarelor faţă de moleculele proteice , 
tulburări de transport transcapilar, ce provoacă tulburări de difuziune , de ultrafiltrare şi 
de transport activ(97). 

Aceste modificări se resimt la nivele diferite ale ţesuturilor. 
Modificări la nivelul ţesutului nervos 
Cel mai afectat ţesut, la care se pot observa primele alterări este ţesutul nervos, 

datorită faptului că acesta este cel mai activ şi sensibil la stresul zilnic precum şi pentru 
că în activitatea acestuia sunt implicate o serie de enzime, cum ar fi cele implicate în 
procesele majore. 
• Astfel legat de metabolismul glucidic , creierul utilizează cu preponderenţă glucoza 

liberă ( la organismele afectate de stres şi de procesul de îmbătrânire se constată o 
scădere a activităţii hexokinazei, mult mai intensă la organismele tinere ). Pe de altă 
parte se constată , de asemenea , o scădere a activităţii enzimelor respiratorii din 
creier, cum ar fi : succinoxidaza, citocromoxidaza, succindehidrogenaza. Această 
scădere este diminuată nu printr-un fenomen de inhibare a activităţii ci printr-un 
mecanism de diminuare a sintezei proprii a enzimei, prin reducerea cantităţii de 
substanţă din mitocondria substanţei cenuşii 

în ceea ce priveşte o dereglare a metabolismului protidic , aceasta conduce la : 
• acumulări de acid piruvic ceea ce provoacă dereglări neurologice , cu fonne 

spastice şi paralitice, în special la organismele în vârstă 
• acumularea amoniacului (substanţă toxică pentru organism ) , care se produce 

datorită diminuării activităţii glutaminazei ATP-dependente, conduce la alterări la 
nivelul sistemului nervos central (SNC); activitatea enzimei ( care este o enzimă cu 
grupări -SH ) se poate restabilii cu ajutorul substanţelor cu grupări -SH 

Prin dereglarea metabolismului lipidic , foarte afectat este SNC. Are loc : 
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• o scădere a activităţii lipazelor şi lecitinazelor conduce la procesul de demielinizare 
la nivelul celulei nervoase (în cazul persoanelor vârstnice). 

O scădere cu 50% a activităţii acetilcolinesterazei, la nivelul medulosuprarenalei, 
conduce la o diminuare a conducerii influxului nervos şi a generării potenţialului 
electric în axoni, aceştia fiind responsabili de biocurenţii din celula nervoasă , ceea ce 
va avea ca efect declanşarea unui întreg ansamblu de neurotulburări, consecutive 
fenomenului de îmbătrânire a celulei nervoase, răspunsul celulei nervoase , la noi 
stimuli, efectuându-se mult mai lent. 

S-a constatat că o serie de modificări se datorează implicării grupărilor tiolice (-
SH). Acestea sunt implicate într-o multitudine de procese esenţiale pentru menţinerea 
integrităţii fimcţiei celulare cât şi a fenomenelor de transfer membranar a diferitelor 
substanţe considerate de bază în metabolismul celular. 

în cursul a numeroase cercetări s-a urmărit diminuarea acestor efecte , care în 
fmal duc la moartea organismelor ; s-a recurs, în majoritatea cazurilor, la tratamentul 
medicamentos cu medicamente de sinteză , dar care pe lângă efectele binefăcătoare au 
şi o serie de reacţii nedorite. 

în aceste condiţii, în care scăderea imunităţii organismelor vii devine 
îngrijorătoare, intervine utilizarea unei terapii naturiste în scop profilactic. Tehnicile 
terapiei naturale s-au îmbogăţit, tocmai în acest sens, simţitor în toată lumea; s-au 
acumulat date importante de cercetare flmdamentală. 

în cele mai multe ţări activitatea curativă sanitară se face predominant cu 
medicaţie alopată. Bolnavii recurg la terapia naturistă doar când nu tolerează medicaţia 
clasică sau cînd aceasta nu a avut efect ( boli grave, incurabile ) ceea ce constituie încă 
o piedică în afirmarea posibilităţilor terapiei naturale. 

Este necesară o îmbinare a celor două metode (alopată şi naturistă ) în aşa fel 
încât suferinţa umană să fie diminuată la minim, spre binele bolnavului. 

Orientarea actuală spre care se tinde în lume este instruirea multiterapeutică 
într-un domeniu de patologie; astfel terapeutul va aplica metoda care se pretează cel 
mai bine formei de boală sau tipului de bolnav care îi cere ajutorul. 

Una dintre plantele cunoscute, încă din evul mediu, atât pentru proprietăţile 
aromatizante cât şi pentru proprietăţile curative este usturoiul (Allium sativum). 

în prezent această plantă este studiată pentru multitudinea de efecte benefice 
asupra organismelor vii cât şi a analizării multitudinii principiilor active, existente în 
această plantă(21). 

Prezenta teză este structurată pe 6 capitole şi 262 de pagini , conţine 333 de 
referinţe bibliografice , 18 figuri, 68 de tabele, 47 de grafice şi a condus la publicarea a 
11 lucrări ştiinţifice şi comunicarea a 2 lucrări. 
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PARTEA I-A 

CERCETĂRI BIBLIOGRAFICE 

CAPITOLUL 1 

1. Grupările tiolice şi implicaţiile lor în procesele metabolice 

1.1. Reactivitatea grupărilor-SH 
Datorită acumulării unor cunoştiinţe deosebit de importante în ceea ce priveşte 

rolul grupărilor tiolice în organism , un mare număr de oameni de ştiinţă se preocupă 
în prezent de studiul efectelor acestor grupări ,în special în procesele de 
îmbătrânire (145). 

Acest interes deosebit este explicabil datorită importanţei implicării 
grupărilor tiolice în flmcţia aparatului mitotic , în diviziunea celulară , în procesul de 
cariochineză, în structura tridimensionanală a moleculei proteice , în stimularea 
morfogenezei şi a procesului de creştere , în polimerizarea AND-ului şi în sinteza 
de ARN precum şi în reglarea activităţii a numeroase enzime . 

Grupările tiolice exercită un stimul şi asupra mecanismului de reglare a 
respiraţiei , participând la transferul de hidrogen de pe flavoproteină , la activarea 
citocrom - reductazei şi facilitatea reducerii citocromului c de către NADH . 

Importanţa grupărilor -SH în procesele metabolice intermediare este 
oglindită şi de rolul CoA-SH , care participă la metabolismul acizilor graşi , la cel al 
glucidelor în cadrul ciclului Krebs precum şi în metabolismul proteic . 

Datorită reactivităţii mari a grupărilor -SH , acestea au fost denumite ca cele 
mai reactive grupări funcţionale din rândul celor cunoscute în organismul viu . 

1.2. Chimia şi biochimia grupărilor tiolice şi disulfurice 
1.2.1 Structura şi reacţiile grupărilor -SH 

Grupările tiolice i-au parte la majoritatea proceselor metabolice importante 
din care cauză, modificările în structura şi activitatea substanţelor ce conţin grupări 
tiolice se vor extinde asupra întregului organism . 

Legătura covalentă dintre atomii de S şi H determină între ei o densitate 
electronică mare , deşi distanţa dintre aceştia este mai mare decât cea a altor legături 
covalente (2.54 faţă de 2.16 ^A , în cazul -OH). 

Gruparea tiol este un acid slab , care disociază la un pH ridicat. Substanţele 
tiolice care conţin în molecula lor şi grupări aminice dau naştere unui număr mare de 
ioni, determinând chiar un anumit gen de ciclizare , dependent de pH . 

în cazul macromoleculelor disociaţia electrolitică este puţin diferită şi anume , 
relaţia dintre valoarea pH-ului din mediu şi cea de pe suprafaţa miceliului 
influenţează gradul de disociaţie a macromoleculelor şi reactivitatea grupărilor -SH. 

Disociaţia cu un efect global electropozitiv ( micele cationice ) activează centri 
enzimatici activi , iar cea cu un efect global electronegativ ( micele anionice ) este 
uşor inhibitoare . 

Reactivitatea şi varietatea reacţiilor chimice , proprii grupărilor -SH , le 
conferă o importanţă biologică dintre cele mai mari. 
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Proprietăţile compuşilor -SH cu molecule mici nu se pot transpune direct la 
compuşii -SH macromoleculari de tip proteic, pentru că reactivitatea grupărilor -SH 
din macromolecule depinde şi de natura chimică a aminoacizilor învecinaţi cu 
gruparea -SH, de structura complexă a macromoleculei, de configuraţia ei spaţială , 
de caracterul polar sau nepolar al reactivilor, etc. 

1.3.Compuşi cu structuri simple cu grupări -SH libere şi punţi disulfurice 
prezente în organismele vii 

Din clasa compuşilor cu grupări tiolice şi disulfurice fac parte substanţe foarte 
diverse ca: acizi organici, tioaminoacizi, oligopeptide etc. (145). 

1.3.1. Cisteina şi cistina 
Aceşti aminoacizi au un metabolism comun: Echilibrul lor reprezintă una dintre 

cele mai importante reacţii care ilustrează dinamismul substanţei vii. 
Reacţia se produce sub acţiunea unor enzime specifice din clasa oxido-reductazelor 

(C.E.l), la al căror sistem participă citocromii şi citocrom-oxidaza . 
Biosinteza cisteinei are loc în organism la nivelul hepatocitului prin 

participarea metioninei, serinei, homocisteinei şi cistationinei. 
La animalele superioare, tinere şi aduhe, reacţiile de formare a cisteinei sunt 

reversibile. 
Degradarea cisteinei se realizează pe multiple căi, care dovedesc caracterul 

glucogenic al acestui aminoacid. 
Mecanismele de desulfurare a cisteinei au loc la nivelul ficatului şi conduc la 

formarea acidului piruvic: 

CHo 

CH2SH cisteindesulf 
I iiidrază ^ 

NH2CHCOOH 

CH, 

C - N H 2 ' " C = N H 

NH3 

J. 

COOH COOH 

CH: 

C = 0 

COOH 

Desulfhidrarea cistinei sub acţiunea cisteindesulfhidrazei duce la formarea 
finală a acidului piruvic, şi respectiv de ioni sulfat. 

Formarea ionilor SO42- din atomul de sulf al cisteinei se poate realiza după 
schema: 
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L- cisteina — • acid betamercaptopiruvic + S 

transaminare 
acid alfa cetoglutaric • acid glutamic 

transaminare 
acid oxalilacetic • acid aspartic 

acid piruvic 

acid cisteinsulfinic —^a^acid betasulfinilpiruvic 

NAD+ NADH t ^ S02"^—• S02"^—• S02'^ 

Fig. 1 Formarea ionilor SO42- din atomul de sulf al cisteinei 

( schemă preluată după Jocelyn (145)) 

La nivelul ficatului ionul de S2- este transformat în ioni de tiosulfat, care apoi 
se oxidează la SO42-. 

Oxidarea cisteinei la acid cisteinsulfinic (acid P-sulfinil- L -aminopropionic) 
iniţiază transaminarea, decarboxilarea şi oxidarea respectiv formarea acidului 
glutamic, a acidului piruvic şi a taurinei. 

Sulfaţii, termenii finali ai compuşilor organici cu sulf, se elimină sub diferite 
forme prin urină: sulfaţi anorganici, esteri sulfurici sau sulfoconjugaţi. 

Pentru a realiza aceste reacţii, sulfaţii trebuie să fie în prealabil activaţi prin 
intermediul ATP . în urma transformării lor în adenozin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat devin 
activi. 

Radicalul sulfat poate fi transferat pe diverşi acceptori, prin intermediul 
transsulfatazelor. 

în afară de adenozin-3'-fosfat-5'-fosfosulfat, în procesele de detoxifiere 
intervine N-acetilcisteina, care formează acizi mercapturici prin cuplarea cisteinei cu 
compuşi aromatici. Se obţin compuşi netoxici de forma: 

R — S - C H 2 - C Î ^ N H - CO-CH 

COOH 

O economie importantă a organismului privind tumoverul cisteinei o 
constituie sinteza formil-cisteinei. 

Cisteina intră în constituţia unui tripeptid foarte important în procesele de 
oxido-reducere, constituit din cisteină, glicocol şi acid glutamic: glutationul. 

Proprietatea cisteinei de a fi oxidată la cistină se transmite şi glutationului, în 
compoziţia căruia se găseşte, trecându-1 astfel în glutation oxidat: 2G-SH-^ G-S-S-G. 

Animalele îşi procură în general cisteina din dieta normală, prin digestie 
directă. Transferul cisteinei, împreună cu alţi aminoacizi liberi, prin peretele 
intestinal în circuitul sanguin, se produce prin difiiziune combinată cu transport activ. 

Sistemele acestea pot fi congenital defectuoase. 
Apariţia cisteinei şi a cistinei în cantităţi mari în urină se datoreşte unei devieri 

metabolice ereditare de la căile normale de eliminare, stabilind sindromul de 
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cistinurie. Acesta este caracterizat prin micşorarea valorii aminoacidului din sânge, 
deoarece prezenţa în urină de datoreşte unei reabsorbţii tubulare defectuoase. 
Solubilitatea redusă a cisteinei duce la formarea de cristale, sub formă de calculi. 

Cistinuria, afecţiune cu caracter ereditar, nu este corelată cu o dereglare a 
metabolismului cisteinei, cum ar fi cistinoza, maladie caracterizată prin creşterea 
concentraţiei de cistină şi depozitarea ei sub formă de cristale la nivelul sistemului 
reticulo-endotelial (splină, ficat, rinichi, ochi). 

1.3.2. Metionina 
Metionina (acid a-amino-y-metihiobutiric) a fost izolată pentru prima oară din 

produsele de hidroliză acidă a lânii, ovalbuminei şi cazeinei, iar ulterior, a fost izolată 
din majoritatea proteinelor animale şi vegetale. 

Ea este un aminoacid semiesenţial pentru creşterea animalelor, jucând un rol însemnat în 
reacţiile de trasmetilare. 

în prezenţa urmelor de apă oxigenată , metionina se oxidează uşor la sulfoxidul 
corespunzător iar o oxidare energică duce la formarea de acid homocisteinsulfonic. 

Dacă se administrează metionină marcată cu 14c sau cu deuteriu la gruparea 
metil, ea se regăseşte marcată în colină, adrenalină sau creatinină. 

Un interes deosebit prezintă observaţia după care metionina sub formă de N-
formilmetionil-ARNt sau de metionil-ARNt stă la baza sintezei proteice(332). 

1.3.3. Acidul lipoic 

Factor de creştere pentru numeroase microorganisme, acidul lipoic deţine un rol deosebit 
şi în metabolismul animal: 

:H2-CH2-(pH-<CH2)4-COOH CH2-CH2-CH-(CH2)4-COOH 

SH SH S S 

forma redusă forma oxidată 
Rolul său de coenzimă în sistemul multienzimatic este foarte important, 

deoarece catalizează decarboxilarea oxidativă a piruvatului şi a a-cetoglutaratului 
pentru formarea de acetil-CoA, respectiv succinil-CoA. Prin această funcţie se leagă 
CoA şi NAD+ de decarboxilarea oxidativă a a-cetoacizilor. 

Interschimbul tiol-disulfură (lipoat-dihidrolipoat) cu grupările disulfurice ale 
proteinelor sau grupărilor tiol pare să stea la baza fimcţiilor biologice ale acidului 
lipoic . 

SH Sx 
>Enz < >Enz-+ 

•SH ^ ) SH HS 

Astfel devine posibil ca acidul lipoic să stimuleze sau să inactiveze o enzimă sau un sistem 
enzimatic. 
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1.3.4. Coenzima A 

Coenzima A joacă un rol important în transferul de grupări acil şi în transportul de 
grupări tiol, cu care formează tioesteri: 

CHj-CHP-P-O CH3CH3 O O 

CH2- C— CH- C - NH~ CH2— C H ^ C—NH-CH^ CH^SH 

CH3 

Aceşti compuşi, bogaţi în energie, împreună cu compuşii fosfataţi macroergici, 
contribuie la funcţia transferului biologic de energie . 

Cea mai mare parte a CoA din ţesuturi se găseşte sub formă de tioesteri, prin 
acilarea grupării sale -SH. Se cunosc forme libere cu gruparea -SH sau cu forma 
disulfurică. 

Marea reactivtate a CoA S-acilată, observată în cursul studiilor cinetice, a dus 
la ipoteza că aceasta ftmcţionează ca o coenzimă acetilantă. Reactivitatea coenzimei 
A S-acilată oglindeşte numărul mare şi varietatea transformărilor în care ea este 
implicată, transformări care sunt ftmdamentale în metabolismul carbohidraţilor, în 
ciclul acizilor tricarboxilici, în metabolismul acizilor graşi. 

1.3.5. Glutationul 
Glutationul este cel mai important tripeptid (y-glutamil-cisteinil-glicina), 

universal răspândit, izolat iniţial din drojdia de bere. Hopkins (331)a realizat 
cristalizarea compusului obţinut şi a stabilit structura sa de tripeptid: 

CH2-SH NH^ 

CH—NH4C0~ C H j - C H ^ C H - COOH 

COtNB-CHj-COOH 
I 

cisteina glicina acid glutamic 

glutation redus 

Prezenţa cisteinei permite oxidarea glutationului redus. 
Proprietăţile G-SH rezultă din caracterele celor trei aminoacizi. 
în natură, glutationul apare sub formă de multipli derivaţi biologic activi: S-

metilglutation ( creier), homoglutation ( vegetale), acid oftalmic şi acid noroftalmic 
(cristalin), S-acetilglutation (creier, ficat), etc. 
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Datorită structurii sale chimice, glutationul se poate manifesta în diverse 
condiţii ca acid, aminoacid, peptid, tiol, donator de grupări y-glutamil. 

Un rol determinant revine prezenţei grupării -SH, de unde şi procesele de 
oxidare, formarea de mercaptide, alchilarea, acilarea, reacţiile cu compuşi carbonilici, 
desulfurarea. 

G-SH se oxidează uşor la G-S-S-G , datorită potenţialului său redox scăzut. 
Oxidarea poate fi realizată cu acid performic, iod, acid o-iodbenzoic, fericianură, 
diclorfenol-indofenol, peroxizi, oxigen şi H2O2, în prezenţa Cu2+ drept catalizator 
etc.: 

Glutation redus ( G -SH ) o Glutation oxidat ( G - S - S - G ) 
Oxidarea G-SH în prezenţa altor tioli duce la formarea unor disulfuri mixte . 

Reducerea G-S-S-G poate avea loc sub acţiunea hidrogenului în stare născândă (Zn + 
HCl), a H2S sau a unor mercaptani în exces. 

A 

In general, nu se folosesc metodele catalitice, deoarece catalizatorii sunt otrăviţi 
de ionul sulfură. 

Uşurinţa cu care are loc interconversia formelor -SH şi -S-S- în prezenţa unor 
preparate tisulare ar putea explica rolul pe care l-ar juca glutationul în transportul 
celular de hidrogen şi electroni. 

Cercetările privind oxidarea enzimatică sunt îngreunate de existenţa în ţesuturi 
a unor factori neenzimatici care pot interveni în acest proces (peroxizii, chinonele, 
unii compuşi porfirinici cu fier). Un astfel de exemplu îl reprezintă reacţia dintre G-
SH şi adenocrom. 

Szent-Gyorgyi a observat pentru prima oară relaţia dintre acidul 
dehidroascorbic şi G-SH; unele dintre preparatele tisulare reduc acidul 
dehidroascorbic, timp în care se produce oxidarea G-SH (331). 

A fost pusă în evidenţă capacitatea hemolizatelor eritrocitare şi a preparatelor 
de ficat de a cataliza reacţia dintre acidul dehidroascorbic şi G-SH, pe cale 
neenzimatică. La plante, această reacţie necesită prezenţa unei acid dehidroascorbic-
reductaze. S-au pus în evidenţă şi enzime care catalizează oxidarea G-SH in vitro 
(glutation-homocistein-transhidrogenaza, nitroglicerin-reductaza, citocrom-c-
citocrom-oxidaza, catalaza). A fost identificată o nitroglicerin-reductază în ficat care 
catalizează oxidarea G-SH de către unele chimioterapice cardiovasculare, cum ar fi 
nitroglicerina; reacţia decurge şi neenzimatic. 

Overall'Ul reacţiei de sinteză a G-SH este controlat prin feed-back; inhibiţia 
este controlată prin produsul obţinut (G-SH), ca şi de către enzima reglatoare, care 
intervine în etapa y-glutamil-cisteinei. Enzima reglatoare este la rândul ei, inhibată de 
NADH. Cea de-a doua enzimă este inhibată de ATP . 

Turnover-ul dm celulele animale este foarte ridicat, mai ales în ficat, mai puţin 
în creier şi eritrocite. 

Funcţia biologică a G-SH se explică prin funcţia de sistem redox a glutationului 
şi trecerea sa reversibilă din forma sulfhidril în forma disulfurică . 

Sistemul său celular de oxido-reducere poate fi reprezentat printr-o reacţie 
biochimică, a cărei enzimă de oxidare este glutation-peroxidaza, ce acţionează în 
prezenţa coenzimei oxidate nicotinamid adenindinucleotid fosfat (NADP^) : 

Glutation peroxidaza 
2 G-SH + NADP^ > G-S-S-G + NADPH + H^ 

Glutationul este un constituent aproape universal al sistemelor biologice 
flmcţionale, absolut necesare dezvoltării şi supravieţuirii celulei. Rolul său în 
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metabolismul celular este multiplu şi complex, dar reacţia sa metabolică cea mai 
importantă o constituie participarea la sistemul celular redox. 

G-SH este uşor oxidat de oxigenul molecular. La nivelul celulei, reacţia se 
datorează unor multiple sisteme enzimatice. Reacţia inversă (G-S-S-G->G-SH) este 
realizată sub acţiunea glutation-reductazei NADP+-dependentă. Activitatea glutation-
reductazei variază în fimcţie de ţesut şi organ. 

Proprietăţile biologice ale G-SH ţin de gruparea sa tiolică liberă, care îi conferă 
un caracter slab oxidant. Cuprul, fierul şi alte metale stimulează procesul de oxidare, 
G-SH trecând reversibil în G-S-S-G. 

Structura tiolică a G-SH explică multiplele sale intervenţii ca substanţă ce 
posedă grupări -SH reactive, fiind considerat drept cel mai important tiol nonproteic. 
Dealtfel şi concentraţia sa în organism este mai mare decât a oricăreia dintre 
substanţele tiolice. 

Una din căile de catabolism ale glutationului constă în desprinderea restului de 
acid glutamic şi în hidroliza cisteinilglicinei la glicină şi cisteină în prezenţa unei 
enzime ribozomale. 

Hidroliza şi transferul sunt catalizate de o singură enzimă, y-glutamil-
transpeptidaza, iar ciclizarea de o altă enzimă, y-glutamil-ciclotransferaza. y-glutamil-
transpeptidaza face legătura membranei cu secvenţele de reacţii. 

G-S-S-G pare să aibă căi diferite de degradare faţă de G-SH. 
Determinările de glutation şi marcarea glicinei cu 14C au sugerat ideea unui 

schimb susţinut de glutation între organe. 
Păstrarea echilibrului 2G-SH<->G-S-S-G este deosebit de importantă pentru 

menţinerea funcţiei biologice. O modificare a raportului G-SH/G-S-S-G în sens 
negativ influenţează enzimele -SH, prin transformarea lor din Enz-SH (active) în 
enzime inactive. Relaţia G-SH/G-S-S-G influenţează şi determină sistemele redox şi 
reglează schimburile intermediare . 

Grupările -SH prezintă importanţă ca liant între enzimă, cofactor şi substrat. 
Prin rolul lor steric, aceste grupări ar trebui să fie cât mai apropiate de locul de 
legătură ceea ce influenţează efectul inductiv al legăturii enzimă-substrat sau enzimă-
coenzimă-substrat. 

Desfăşurarea normală a procesului de biosinteză proteică reclamă o anumită 
concentraţie celulară de G-SH. 

Rolul G-SH/G-S-S-G în sinteza proteică reiese şi din observaţia că proteinele 
fibrilare purtătoare de grupări -SH sunt mai active decât cele cu grupări -S-S-. G-SH 
transferă hidrogenul său grupărilor -S-S- de pe proteinele fibrilare, transformându-le 
în purtătoare de grupări -SH; micşorarea şi apoi dispariţia G-SH indică încheierea 
procesului de polimerizare. 

Un alt fapt, extinderea formei globulare a proteinelor la cea liniară se face sub 
acţiunea G-SH , iar contracţia fibrelor merge paralel cu modificările în concentraţia 
grupărilor G-SH în timpul diviziunii celulare. 

Acestor transportori de hidrogen le revine un rol important şi în celulele 
animale. Astfel, în cristalinul normal, concentraţiile mari de G-SH şi de acid ascorbic 
participă activ la procesele redox, necesare bunei fimcţionări a unor structuri 
avasculare; în procesele de devitalizare ale cristalinului, însoţite de dezvoUarea 
cataractei, scad valorile concentraţiilor de G-SH şi de acid ascorbic şi cresc cele de 
G-S-S-G. 

Relaţia dintre grupările tiolice, mitoză şi procesele de creştere a dus la teoria 
ciclului glutationului în cariokineză, ciclul glutationului constând în convertirea 
grupărilor disulfurice (-S-S-) intramoleculare, în grupări disulfurice intermoleculare. 
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în timpul formării aparatului mitotic (în pro-, meta- şi telofază) creşte concentraţia 
glutationului total, variind în diferitele faze ale cariokinezei; în interfază, când în 
celulă au loc restructurări metabolice şi pregătirea pentru diviziunea celulei, 
concentraţia glutationului total scade. 

• G-SH este protector al enzimelor tiolice. El intensifică acţiunea unor enzime 
proteolitice (pepsină, catepsină etc.), a celor din metabolismul hidrocarbonat 
(hexokinază, alcool-dehidrogenază etc.), a esterazelor, arginazei, anhidrazei 
carbonice etc. 

•G-SH intră ca grupare prostetică în constituţia unor enzime, cum ar fi în 
triozfosfat-dehidrogenaza, enzimă din ciclul anaerob al glucidelor . 

Protejarea enzimelor tiolice de către glutation este asigurată prin reacţiile de 
formare a NADPH în cursul degradării oxidative a glucozei şi reacţia glutation-
reductazică. 

Enzimele cu grupări tiolice esenţiale sunt inactivate când glutationul este 
oxidat, ceea ce duce la o diminuare în reducerea enzimatică a glutationului şi la 
accentuarea leziunilor biochimice. 

Dintre enzimele ce acţionează în prezenţa glutationului putem aminti: 
Unele izomeraze au drept coenzimă glutationul. Viteza de reacţie, în prezenţa 

G-SH. 
Glutation-reductaza a fost pusă în evidenţă în bacterii, drojdie, germeni de 

grâu şi mazăre, eritrocite, trombocite şi în serul sanguin la om . Această enzimă, 
alături de sistemele NADP+-reducătoare din ţesuturi, este răspunzătoare de reducerea 
G-S-S-G şi de menţinerea glutationului tisular în stare redusă. 

Reducerea G-S-S-G de către glutation-reductază în prezenţa NADPH poate fi 
realizată şi de către H2O2 la pH slab alcalin. 

Reducerea enzimatică a G-S-S-G poate fi cuplată cu orice sistem 
dehidrogenazic NADPH+-reducător, respectiv glucozo-6-fosfat-dehidrogenaza(G-6-
PDH), izo-citratdehidrogenaza şi malic-enzima. 

Glutation-peroxidaza. G-SH şi acidul ascorbic pot fi oxidaţi pe calea 
sistemului citocrom-c-citocromoxidază. O serie de cercetători, studiind oxidarea 
cisteinei, a G-SH şi a altor substanţe tiolice, în prezenţa citocrom-c-citocromoxidazei, 
au ajuns la concluzia că în ţesuturile animale această enzimă nu ar reprezenta o cale 
majoră de transport a hidrogenului şi a electronilor. 

în eritrocit şi în ţesuturi a fost pusă în evidenţă peroxidaza care catalizează 
reacţia de oxidare a G-SH cu H2O2 şi protejează astfel celula de efectele dăunătoare 
ale H2O2 (258)- A fost demonstrată prezenţa în eritrocitele umane a mecanismului de 
oxidare a G-SH, sub acţiunea glutation-peroxidazei (57). 

Glutation-peroxidaza este activă numai în prezenţa unor canităţi adecvate de G-
SH, care serveşte ca donor de hidrogen. 

Una din problemele puse în ultimul timp a fost aceea a elucidării mecanismului 
proceselor de detoxifiere a peroxizilor lipidici, în prezenţa G-SH drept cofactor şi cu 
formarea unor acizi graşi monohidroxipolienici metabolizabili. 

Această reacţie enzimatică rupe lanţul de reacţii autocatalitice ale peroxidării 
lipidelor, protejând astfel compuşii celulari vitali de acţiunea dăunătoare a peroxizilor 
lipidici (199,233). 
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Deosebit de interesantă apare o categorie specială de grupări tiolice, foarte active, 
întâlnite la unele oxido-reductaze. Este vorba de aşa-numitele legături cu "sulf labil". 
Constituţia lor este R-S-S-Me. Ele au^ fost decelate la dehidrooroat-dehidrogenază, 
succinat-dehidrogenază şi xantinoxidază. în molecula enzimelor sunt cunoscute şi legături 
cu sulf care nu sunt blocate de reactivi -SH decât după o reacţie de reducere cu agenţi 
adecvaţi. Acestea sunt legăturile -S-S-. Forma activă a moleculei este reprezentată de 
starea redusă, când se manifestă şi sensibilitatea ei faţă de reactivii -SH (86). 

Formele inactive ale enzimelor tiolice se pot datora şi unor legături tiol-ester 
inferioare. S-a evidenţiat că grupările tiol din constituţia enzimelor prezintă o reactivitate 
mult mai mare decât cele din structurile micromoleculare, cum ar fi cele din cisteină, 
glutation sau 2,3-dimercaptopropanol. Explicaţia fenomenului se datoreşte dispunerii 
grupărilor tiolice din enzime în centri activi, pe când grupările -SH ale moleculelor mici 
rămân cu reactivitatea lor normală, nemodificată. Centrul activ este reprezentat de o 
porţiune de moleculă special structurată, extinsă pe mai multe puncte active. Se cunosc 
enzime tiolice al căror centru activ este reprezentat de o singură grupare -SH, dar 
majoritatea au mai multe grupări active, adiacente acesteia. Gruparea "-SH înconjurată" se 
prezintă la un nivel superior de reactivitate faţă de gruparea "-SH"; de aici reiese rolul 
deosebit al grupărilor fimcţionale înconjurătoare care, prin caracterul polar sau nepolar sau 
prin proprietăţile lor sterice, pot modifica sensibil accesibilitatea enzimei la substrat. 
Desigur, grupările -SH influenţează şi ele, la rândul lor, reactivitatea structurilor 
înconjurătoare. 

în afară de categoriile de enzime tiolice ale căror grupări -SH afectează activitatea 
catalitică propriu-zisă, sunt cunoscuţi şi alţi centri ai moleculei-enzimă, diferiţi de centrii 
activi. Astfel, există grupări -SH constituente ale centrului alosteric, caracteristic 
enzimelor reglatoare. 

Dacă în centrul alosteric există o grupare -SH, acesta poate fi protejat de acţiunea 
razelor X prin tratarea prealabilă cu substanţe radioprotective. Aceste constatări au fost 
făcute pe molecule de fosforilază, reuşindu-se să li se menţină funcţia reglatoare şi după 
iradiere, dacă grupările tiol au fost în prealabil protejate cu reactivi specifici. Sunt cazuri 
în care gruparea tiol din structura centrului activ, a centrului alosteric sau a celorlalţi centri 
reactivi este indispensabilă activităţii, în condiţiile unei anumite configuraţii a 
aminoacidului din lanţul polipeptidic. Dacă se înlocuieşte, de exemplu, cisteina cu un alt 
tioaminoacid, activitatea enzimatică devine nulă. Astfel de exemplu este alcool-
dehidrogenaza, la care cisteina a fost evidenţiată prin marcare cu iodacetat radioactiv. 
Studiile efectuate au demonstrat importanţa integrării cisteinei în lanţul polipeptidic, ea 
constituind chiar locul de fixare a NAD+ (145). 

Grupărilor -SH, care condiţionează capacitatea fimcţională a enzimelor, li se atribuie 
formarea compusului intermediar enzimă-substrat sau complexarea cu metale, care au 
tendinţa de a atrage electronii proveniţi de la atomul de sulf. Prin aceasta, se produce o 
"relaxare" a electronilor vecini grupării tiolice, fenomen care activează reacţia enzimatică . 

Pomind de la diferenţierea care apare între centrul activ şi centrul alosteric se admite 
că fimcţia reglatoare a enzimelor ar fi chiar mai sensibilă decât fimcţia catalitică. Enzimele 
cu un centru alosteric -SH au o sensibilitate excesivă faţă de iradierea cu raze X . 

In condiţii biologice, cisteina şi G-SH din celule constituie principalii factori de 
activare, după cum produşii lor de oxidare -G-S-S-G- şi cistina - sunt factori de inactivare 
a enzimelor -SH active . 

Proteinele enzimatice intracelulare sunt mai bogate în grupări tiolice decât cele 
extracelulare, datorită prezenţei în celulă a cisteinei şi a glutationului în formă liberă. 
Proteinele "prenative", adică cele a căror structură terţiară este abia parţial formată, pot fi 
atacate mai uşor la nivelul grupărilor tiol. 
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1.4. Compuşii cu structuri complexe in interrelaţie cu grupări -SH şi punţi 
disulfurice, prezente în organismele vii 

1.4.1. Proteinele şi acizii nucleici. 
Coordonarea activităţii celulare în vederea menţinerii unui raport echilibrat între 

procese de sinteză şi degradare se realizează, esenţial, prin controlul sintezei şi 
activităţii protein-enzimelor. Acest control se poate realiza atât la nivelul sintezei de 
ARN-m (etapa de transcriere), cât şi la nivelul etapelor citoplasmatice de sinteză 
(etapa de translare) . 

Intervenţia grupărilor -SH în reglarea expresiei genetice s-ar părea că se 
realizează prin intermediul histonelor bogate în arginină. Oxidarea grupărilor -SH ale 
acestor proteine nucleare, cu formarea de punţi intermoleculare determină 
represiunea activităţii de template a ADN . Activitatea ARN-polimerazei depinde, de 
asemenea, de prezenţa unor compuşi tiolici. 

în reglarea sintezei proteinelor la nivel citoplasmatic, un rol important ar reveni 
compuşilor celulari cu grupări tiol. Este ştiut că viaţa polizomilor este condiţionată de 
acţiunea unei ribonucleaze specifice care degradează ARNm . A fost pus în evidenţă 
existenţa unui inhibitor al acestei enzime - o proteină cu grupări -SH, al cărui rol ar fi 
cel de stabilizare a polizomilor prin suprimarea degradării lor. S-a sugerat 
participarea ARN-azei şi a inhibitomlui său într-un mecanism de control, care ar 
regla sinteza proteică prin influenţarea vitezei de degradare a ARNm. 

Implicarea gmpărilor -SH în reglarea sintezei proteice ar rezulta şi din 
participarea acestora în procesele de asociere şi disociere a ribozomilor. Ribozomii 70 
S pot dimeriza, dând naştere la ribozomi 100 S, inactivi în sinteza proteică. Procesul 
depinde de integritatea grupărilor -SH din proteinele ribozomului 70 S. Este probabil 
ca număml de gmpări -SH al proteinei ribozomale să regleze raportul monomeri 
activi/dimeri inactivi în sinteza proteică. 

1.4.1.1. Enzimele SH dependente din constituţia proteinelor 
Reglarea activităţii enzimelor este de mare importanţă pentru celulă. Structurile 

apte de a recunoaşte anumite semnale biochimice, reprezentate de anumiţi metaboliţi, 
şi de a răspunde în consecinţă sunt proprii enzimelor dotate cu flmcţii specifice de 
reglare şi control; în general, ele sunt proteine alosterice . 

în ultima vreme (239) s-a conchis că gmpările -SH ar deţine un rol important în 
reglarea alosterică, prin prezenţa lor în centrul alosteric, legarea efectorului alosteric 
la unele enzime fiind condiţionată de integritatea gmpărilor -SH. 

Prezenţa în ţesuturi a numeroase sisteme enzimatice, capabile să reducă 
disulfurile mixte ale proteinelor cu compuşi tiolici cu masă moleculară mică , face 
din mecanismul tiol-disulfură, un mecanism important de reglare celulară. 

Intervenţia gmpărilor tiol în procesele enzimatice se realizează prin gmpările -
SH din stmctura enzimelor şi prin substanţele tiolice cu masă moleculară mică, 
nelegate la proteine. 

Susceptibilitatea gmpărilor tiol la reacţii de alchilare, acilare, oxidare, formare 
de mercaptide sugerează importanţa compuşilor tiolici în procesele catalitice. 
Reactivitatea acestora se datoreşte anionului -S", care conferă tiolilor un grad înah de 
nucleofilicitate în comparaţie cu alte gmpări funcţionale. 

Reactivitatea gmpărilor nucleofile ale enzimelor este influenţată de configuraţia 
proteinei, precum şi de raporturile de vecinătate cu alte gmpări. 

în raport cu gradul de reactivitate a gmpărilor -SH din proteine faţă de reactant, 
se poate face următoarea clasificare: gmpări reactive,, moderat reactive şi nereactive. 
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Diferenţierea dintre ele se face în funcţie de afinităţile lor faţă de reactivul dat şi de 
influenţa micromediului asupra reactivităţii intrinsece a grupării tiol (59). 

Este ştiut că sunt enzime care îşi pierd activitatea prin reacţie cu reactivi cu 
grupări -SH şi că prevenirea sau reversiunea acestei inhibiţii se poate realiza cu 
ajutorul unor substanţe de masă moleculară mică. Aceste observaţii au dus la 
concluzia implicării grupărilor tiol în activitatea enzimatică. 

Suprimarea activităţii catalitice a unor enzime cu reactivi ai grupărilor -SH nu 
presupune obligatoriu şi existenţa grupărilor tiolice în însuşi centrul activ, întrucât 
este posibil ca blocarea unor grupări -SH în afara centrului activ să inducă o 
modificare conformaţională care afectează nefavorabil activitatea catalitică . 

1.4.1.2. Enzimele purtătoare de grupări -SH 
Atomul de sulf, integrat în variate şi multiple grupări chimice, deţine un rol 

esenţial în menţinerea structurii tridimensionale a proteinelor, asigurând arhitectura 
macromoleculelor cu caracter enzimatic. Prin mijlocirea atomului de sulf, complexele 
enzimatice pot să participe la reacţii de oxidare, de fosforilare, de acetilare, de 
alchilare. 

Grupările cu sulf din molecula unei enzime pot fi răspunzătoare de formarea 
complexului intermediar ES, de combinarea enzimei cu substratul. Alteori, aceste 
grupări afectează însăşi formarea complexului activ, intervenind la unirea proteinei 
enzimatice cu coenzima. Atomul de sulf poate realiza şi complexarea cu metalele. 

Funcţia tiol este esenţială pentru un număr foarte mare de enzime (59, 60) 
(enzime tiolice), fară să se poată vorbi de un mecanism unic; în unele cazuri 
interferenţa reactivilor -SH cu grupările -SH enzimatice este uşoară şi directă; în 
altele, reactivul poate avea contacte cu grupări -SH neesenţiale sau neinteresate în 
menţinerea centrilor activi. Reacţiile desfăşurate produc o modificare a structurii 
spaţiale a proteinei enzimatice şi, indirect, o inhibare parţială sau totală a activităţii 
enzimatice. Această acţiune indirectă a fost considerată analoagă cu un efect 
alosteric. 

Pentru enzimele cu centrii activi -SH, blocarea cu reactivi specifici se 
evidenţează uşor; în celelalte cazuri, deşi ele pot fi puse în evidenţă, determinările 
sunt mai complexe. Astfel, la aldolază s-au stabilit 10 grupări -SH/moleculă care pot 
fi blocate, fară ca enzima să-şi aUereze activitatea; inactivarea însă a unui număr mai 
mare de grupări -SH/moleculă (13-14) diminuează cu circa 30% activitatea ei 
enzimatică. Inactivarea parţială s-ar produce printr-o denaturare sterică, grupările 
tiolice afiându-se în afara centrului activ şi, deci, independente de acesta. 

1.4.1.3. Protejarea împotriva oxidării a grupărilor SH reactive din 
proteine 

în condiţiile în care grupările -SH sunt esenţiale pentru activitatea unor enzime, 
celula dispune de posibilitatea menţinerii integrităţii acestor grupări. Menţinerea 
grupărilor -SH enzimatice în stare activă este legată de protecţia lor faţă de stressurile 
oxidative, protecţie care se realizează, în primul rând, faţă de ditioli cu masă 
moleculară mică, cum ar fi glutationul oxidat. Excesul de grupări disulfurice, rezuhat 
în condiţiile unei perturbări ale echilibrelor redox celulare, poate duce la inhibiţia 
activităţii enzimelor -SH, ca în cazul "otrăvirii" prin disulfuri al unor enzime cu rol 
de control în glicoliză. Celulele multor ţesuturi dispun de disulfuri-reductaze, al 
căror substrat este constituit din disulfurile simple şi mixte, ale tiolilor proteici şi 
neproteici. 

O posibilitate de apărare a grupărilor -SH esenţiale ar reprezenta şi existenţa 
disulfurilor mixte ale proteinelor cu glutation sau cisternă (62). 
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Substanţele -SH cu masă moleculară mică constituie coenzime ale unor enzime. 
Astfel, glutationul este coenzima sistemului glioxalază, care realizează conversia 
metilglioxalului la acid lactic . Prezenţa sistemului glioxalazic (constituit din 
glioxalaza I şi glioxalaza II) este importantă pentru organism, în controlul creşterii 
celulelor. 

Szent-Gyorgyi şi colaboratorii au adus dovada coexistenţei unui inhibitor al 
creşterii, pe care-1 denumesc "retina", metilglioxalaza, şi a unui stimulator al creşterii 
"promina" identic cu glioxalaza iar De La Paz a demonstrat scăderea enzimelor 
antioxidante din retină odată cu înaintarea în vârstă (73). Raportul acestor 
componente antagoniste ar fi esenţial în controlul creşterii celulare. în sprijinul 
acestei afirmaţii vine constatarea făcută de Szent-Gyorgyi asupra lipsei aldocetonelor 
în ţesutul canceros, lipsă care ar explica proliferarea fară sens a acestui ţesut. 

Glutationul fimcţionează drept coenzimă şi în reacţia de oxidare a 
formaldehidei la acid formic, catalizată de o dehidrogenază specifică. Substratul 
enzimei este şi în acest caz un tiosemiacetal. 

Cisteina poate asigura şi ea conversia formaldehidei la acid formic prin 
formarea ATC (acid tiazolidin-4-carboxilic), depozitat preferenţial în ficat şi care 
suferă acţiunea unei dehidrogenaze specifice, cu formare de N-formil-cisteină. 
Radicalul formil este apoi integrat pooUnhxi celular de unităţi de 1-carbon. 

Grupările -SH ale tiolilor cu moleculă mică participă în cadrul reacţiilor 
metabolice la reacţii cu transfer de hidrogen şi în reacţiile biologice cu transfer de 
radicali acil. 

Se cunosc sisteme enzimatice cu rol major în metabolismul intermediar, care 
folosesc glutationul ca donor de hidrogen. Un astfel de sistem este glutation-
peroxidaza (GPx). GPx catalizează reacţia de descompunere a peroxizilor pe seama 
glutationului. Enzima manifestă o specificitate mai mare în raport cu tiolul (cisteina 
şi cisteamina sunt mai active) şi o specificitate redusă pentru substratul peroxidic ce 
poate fi reprezentat de H2O2 (53) şi de peroxizii lipidici. Prezenţa GPx alături de 
catalaza -SH este mterpretată drept o competiţie a celor două enzime pentru acelaşi 
substrat. La concentraţii mici, normale, de H2O2 în celulă, enzima implicată în 
descompunuerea acesteia ar fi GPx (149). 

Descompunerea peroxizilor lipidici formaţi in vivo este vitală pentru celulă, 
deoarece perturbările oxidative, produse de peroxizi asupra membranelor celulare şi 
ale unor sisteme enzimatice esenţiale, au o importanţă foarte mare(l 16,121). 

Grupărilor -SH, care condiţionează capacitatea funcţională a enzimelor, li se 
atribuie formarea compusului intermediar enzimă-substrat sau complexarea cu 
metale, care au tendinţa de a atrage electronii proveniţi de la atomul de sulf Prin 
aceasta, se produce o "relaxare" a electronilor vecini grupării tiolice, fenomen care 
activează reacţia enzimatică. 

Pornind de la diferenţierea care apare între centrul activ şi centrul alosteric se 
admite că funcţia reglatoare a enzimelor ar fi chiar mai sensibilă decât fimcţia 
catalitică. Enzimele cu un centru alosteric -SH au o sensibilitate excesivă faţă de 
iradierea cu raze X . 

în condiţii biologice, cisteina şi G-SH din celule constituie principalii factori de 
activare, după cum produşii lor de oxidare -G-S-S-G- şi cistina - sunt factori de 
inactivare a enzimelor -SH active . 

Proteinele enzimatice intracelulare sunt mai bogate în grupări tiolice decât cele 
extracelulare, datorită prezenţei în celulă a cisteinei şi a glutationuluî în formă liberă. 
Proteinele "prenative", adică cele a căror structură terţiară este abia parţial formată, 
pot fi atacate mai uşor la nivelul grupărilor tiol. 
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Sensibilitatea remarcabilă a grupărilor tiol-enzimatice este diminuată prin 
suprapunerea peste fenomenul inhibiţiei a celui de protecţie (115). Este cunoscută 
comportarea enzimelor -SH la adăugarea reducătorilor în sistem. Astfel, cisteina, 
glutationul redus, acidul ascorbic(73,80) determină un mecanism de inhibare a 
acţiunii inhibitorului, prin menţinerea unui potenţial redox favorabil formelor -SH 
ceea ce reprezintă, în fapt, eliberarea enzimei în forma sa activă printr-un fenomen de 
protecţie naturală. 

Acidul ascorbic este unul dintre cei mai eficienţi reducători cu structură simplă. 
Astfel s-a constatat o activitate antioxidantă a acestuia asupra eritrocitelor la iepure şi 
refacerea activităţii hexokinazei (103, 104). 

O astfel de protecţie împotriva oxidării şi menţinerii în formă redusă a 
grupărilor SH- active o constituie şi o serie de compuşi naturali ce se găsesc în 
plante, iar una dintre acestea o constituie şi Allium sativum. 

Î(J> 
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CAPITOLUL 2 

2.1.COMPOZIŢIA CHIMICĂ AL 
ALLIUM SATIVUM 

Allium Sativum face parte din marea familie a Liliaceelor. Această plantă ca şi 
altele din genul Allium a fost utilizată de secole pentru valoarea de condiment picant 
şi aromatizant, şi pentru proprităţile ei medicinale. 

Aceste proprietăţi au fost intens studiate în ultimul deceniu. Allium Sativum s-
a dovedit a fi o plantă cu activitate anti microbială, antifungică şi insecticidă foarte 
importantă. 

2.1.1. COMPOZIŢIE GENERALĂ 

în literatură (295) este pezentată compoziţia generală a Allium Sativum, crud şi 
prelucrat sub formă de pudră sau sare. 

Compoziţia generală a lui Allium Sativum 

Tabelul 2.1 

jE^ergie 
faiVloog 

în toate cazurile, şi la alte specii de Allium, componenţa principală a 
substanţelor solide o constituie glucidele. 

Conţinutul în hidraţi de carbon variază considerabil, funcţie de locul şi modul 
de cultură diferenţiat. 

2.1.2. MICROELEMENTE 

Compoziţia procentuală în microelemente ale plantei Allium Sativum este 
prezentată în tabelul 2.2 ( comparativ cu compoziţia la Allium Ceppa ). Au fost 
efectuate analize fluorimetrice obţinându-se valori cuprinse între 2-30 ng/100 g Se. 
De asemenea au fost găsite următoarele elemente ( 56 ): 

Ni (43ng/100g), Co (28ng/100g ), Cr (23^g/100g), V(10ng/100g), Mo 
(lUg/lOOg), Ti (lug/lOOg) , Ce şi Li (67ng-l 14ng/100g). Allium Sativum conţine 
cantităţi destul de mari de metale alcaline (157). 
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Compoziţia în microelemente (Mg/lOOg) al AUium Sativum. 
Tabelul 2.2. 

3.0-3.9 
0.1-0.7 
0.3 - 0.6 

0.17 
2.0-3.1 
0.2 - 0.6 
0.3 - 0.5 

50 
36 

1.8-2.6 
0.8 - 0.7 
0.6-1 

0.05 - 0.04 
1.5-2.8 
0.5 - 0.6 

0.5 
51 
20 

2.1.3. VITAMINE 

Cepa: 
Conţinutul în vitamine este prezentat în tabelul 2.3, comparativ cu Allium 

Compoziţia în vitamine (mg/lOOg) în Allium Sativum 
Tabelul 2.3. 

în frunzele verzi-conţinutul în vitamina C este mult crescut (150mg./100g 
material proaspăt) constituind o valoare nutriţională deosebită. 

Vitamina E (tocoferol) a fost determinată de Yamaguchi şi Masushita (168) -
0,10mg/100g, + 0,01mg/100g şi 0,08mg/100g - la ceapa şi 0,09mg/100g - la usturoi. 

în planta proaspătă, nivelul tocoferolului este mai crescut (0,07mg/100g -
ceapa, 0,55mg/100g - usturoi)(169). Prin congelare, are loc o pierdere de 14 - 69% din 
această vitamină. Doss (82) a examinat potenţialul unui astfel de material ca hrană 
pentru animale; produsul crud având un conţinut proteic de 10% a fost supus 
fermentaţiei pentru a îndepărta compuşii cu sulf, nedoriţi. Prin acest proces scade 
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conţinutul în proteină (7%) dar creşte nivelul tiaminei la o valoare mai mare decât 
prin oricare altă metodă utilizată pentru îndepărtarea compuşilor nedoriţi cu sulf (ex. 
cu abur). 

2.1.4. ACIZI GRAŞI, LIPIDE, CERURI 

Compoziţia lipidică a acestor specii a fost mai puţin studiată, Eichenberger şi 
Grob ( 88), prin extracţia lipidelor din planta verde, în eter,au găsit un conţinut de 
aproximativ 4% din greutate, la ceapă, faţă de 0,43% în usturoi. 

Acizii palmitic (C16), oleic (18:1^^) şi linoleic depăşesc 80% din 
total. Raportul între acizii graşi saturaţi şi nesaturaţi este de 1.87 la ceapă şi 1.92 la 
usturoi. 

Compoziţia în acizi graşi a lipidelor din Allium Sativum (%) 

Tabelul 2.4 

urme 
urme 

27-28 
urme 
0.5 

7-11 
57-63 
2-3 

0.6 
urme 

16-20 

1-5 
17-18 
60-70 

5-6 

1 

1 
32-34 

2-5 
5-6 

40-48 
8-13 

urme 
urme 

32 
urme 
urme 
8-12 

55-61 

Stoianova lovanova şi Tzutzulova (286) - au studiat conţinutul în acizi graţi 
liberi şi legaţi din usturoi, prin cromatografie în strat subţire. Nu au fost obţinute 
diferenţe mai mari în diferitele ţesuturi ale plantei. 

Kamanna şi Chandrasekhara (147) - au izolat 600mg. lipide/l OOg usturoi 
proaspăt utilizând amestecul: cloroform, metanol şi mai apoi au separat fracţiuni de 
lipide neutre, glicolipide şi fosfolipide (62.6,14.0 şi 2.34% din lipidele totale). 

Yang şi Shing (328) - au izolat 310 - 342mg. lipide/l OOg din două soiuri de 
usturoi, utilizând aceeaşi metodă de extracţie ca şi Kamanna şi Chandrasekhara, dar 
găsind cantităţi diferite la fracţionare, şi anume:lipide neutre (36 - 44%), fosfolipide 
(36 - 39%) şi glicolipide (20 - 24%). 

Pe lângă lipidele neutre, trigliceridele deţin procentul cel mai ridicat (80 -
84%), fiind însoţite de cantitaţi mici de steroli liberi, acizi graşi liberi şi esteri ai 
sterolilor. Principalii acizi graşi detectaţi ca şi componenţi ai trigliceridelor sunt acizii: 
lauric, miristic, palmitic şi linoleic. 

Fosfolipidele conţin un procent ridicat de acid palmitic şi linoleic; iar în 
fosfatidilcolină predomină acidul oleic. Lisofosfatidilcolina şi 
lisofosfatidiletanolaminele, pe lângă acizii palmitic şi linoleic, conţin apreciabile 
cantităţi de acid lauroleic (329). 
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La rândul lor fosfatidilcolina, etanolamina şi serina constituie 85% din 
compoziţia fosfolipidelor la care se adaugă şi cantităţi mici de inozitolfosfolipide şi de 
acid fosfatidic. 

Dintre glicolipide, în usturoi găsim prezente: digalactozildigliceride 10.1%, 
sterolglicozide 15.6%, cerebrozide 8.1%, acilsterolglicozide 38.6% şi monogalactozil 
digliceride 22.5%. 

Toate aceste determinări au fost efectuate prin metoda French şi Andersen 
(112). Aceştia au izolat lipidele în curent de azot, prin extracţia în hexan. 

2.1.5. AMINOACIZI 

Numeroase studii au fost efectuate, în special, asupra aminoacizilor cu 
conţinut în sulf, existând mai puţine lucrări în ceea ce priveşte compoziţia speciei 
Allium Sativum în aminoacizi liberi. Utilizând cromatografia pe hârtie, Knon şi 
Bemhart (152) au găsit principalii aminoacizi liberi ca fiind: arginina, acidul glutamic, 
fenilanina, leucina, izoleucina, tirozina, lizina şi metioninsulfoxidul. Aceste rezultate 
au fost comfirmate de Matikkala şi Virtanen (182) şi Schuphan şi Schwerdtferger 
(263) care au arătat că atât arginina cât şi acidul glutamic funcţionează ca sursă de 
azot. Spre deosebire de ceilalţi aminoacizi care nu suferă nici o modificare, s-a 
observat, că în timpul maturizării plantei are loc o creştere a cantităţii de arginină (67) 
cu 29% şi acid glutamic cu 7%. Mai mult, cantitatea maximă de arginină a fost găsită 
în învelişul intern al bulbului, cu 35% mai mult, faţa de învelişul extem. Ketiku (150) 
a analizat compoziţia în aminoacizi ai hidrolizatelor proteice ale plantei Allium 
Sativum, găsind conţinutul total în aminoacizi ca fiind de 305 - 374mg/100g bulb 
crud, iar în frunze şi seminţe, mult mai mare, 735mg/100g crud (77,112, 266, 306). 

2.1.6. ANTOCIANINE 

Du şi Francis (84) - au separat dintr-un extract de usturoi prin cromatografie 
pe hârtie, şapte benzi pigment. Una din aceste benzi a fost identificată ca fiind 
cianidin 3 glucozid (a). Autorii au sugerat că majoritatea pigmenţilor izolaţi ar putea fi 
acilaţi şi au arătat importanţa majoră a alegerii sistemului de solvenţi pentru extracţia 
şi izolarea antocianinelor acilate, punând în evidenţă sensibilitatea mărită a acestora 
faţă de prezenţa unui acid mineral prezent în amestecul de extracţie. 

OH 
HO 

OR 
(a) 

Aceeaşi autori au sugerat rezolvarea acestor probleme prin utilizarea tehnicilor 
modeme de analiză (84). 

2.1.7. FENOLI 

Este presupusă existenţa catecolilor (b) (100), a acidului sinapic(c) şi acidul 
clorogenic (d) (aceştia din urmă au fost găsiţi într-o concentraţie de 3.5 - 4.5mg /lOOg 
praf de Allium sativum). Aceştia sunt concentraţi mai ales în învelişul bulbilor; s-a 
observat că rezistenţa acestei specii faţă de fungii parazite, cum ar fi Prenospora 
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Destructor este invers proporţională cu conţinutul de polifenoli şi anume: în ţesuturile 
sănătoase există o concentraţie scăzută de polifenoli faţa de cazul în care o 
concentraţie mărită a fost evidenţiată în ţesutul infestat de fungii. 

= CH—COOH 

(b) 

COOH 

C H = C H — C O O 

(d) 

2.1.8. GLUCIDE 

O serie de cercetători au studiat compoziţia în glucide a speciei Allium; 
Studiile din literatură (66, 237, 283) asupra glucidelor din Allium Sativum şi Allium 
Cepa au identificat prezenţa următoarele monoglucide: glucoza (1.4%), fructoza 
(1.2%) , sucroza(7.0%) , scordoza (53%) din materialul uscat, precum şi 1-
fructofuranozilzaharoza (1-chestoză) şi 6-fructofuranozilzaharozei (neochestoză) 
precum şi a unor enzime capabile să transfere restul fructozil de la triglucide pentru 
formarea de tetraglucide şi diglucide (zaharoza). 

Aceeaşi autori (66) au arătat că prin hidroliza enzimatică a acestor fructozani, 
consideraţi ca şi glucide de rezervă, se obţine fructoza care poate avea o funcţie 
adiţională de facilitare a osmozei în timpul creşterii bulbului. 

Spre deosebire de ceapă, usturoiul conţine fructozani cu grad de polimerizare 
mai mare de 50 (283). 

Deasemenea s-a evidenţiat şi faptul că o creştere a cantităţii de substanţă uscată 
este corelată cu creşterea conţinutului de frnctozani. în nici una din plantele speciei 
Allium nu s-a evidenţiat prezenţa polihexitolilor sau a răşinilor. 

Este posibil ca rata mare a concentraţiei de frnctozani din usturoi să fie o 
consecinţă a concentraţiei mult mai ridicate a substratului. După cum s-a afirmat 
anterior, bulbul de usturoi conţine cantitaţi mari de tetraglucide: scordoza un tetramer 
care conţine patru monomeri de a D-fiructofriranoză legaţi prin legături 2-2a şi 2-6a 
(151). 

După extragerea în apă fierbinte a bulbilor de usturoi în extract a fost pus în 
evidenţă un amestec de poliglucide de tip poli -aD - Galp , -aD - Fruf, -aD - Glup , -
aD - Arap. 
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Studiile chimice efectuate în legătură cu hidroliza şi oxidarea au codus la 
postularea prezenţei unităţii de aD - galactopiranoză legată prin legături l-4a, l-6a 
glicozidic de tip inulinic (71): 

O 

CH2OH 

- O 
\ 

/ M 

CHc 

O 
- O 

\ / 

CH2OH 

\ 
/ i 

n 

CH2OH CH, 
-O -O 

\ 

2.1.9. SUBSTANŢE PECTICE 

învelişul exterior al bulbilor de ceapă şi de usturoi (9), care rămâne ca produs 
secundar la exploatarea, în industria alimentară,a acestor plante, s-a dovedit a fii o 
sursă foarte bună de substanţe pectice (317, 2) menţionîndu-se un randament de 27% 
la obţinerea pectinelor din învelişul exterior al usturoiului. Oxidarea cu prioritate a 
produsului izolat a pus în evideţă o structură liniară cuprinzând ca unitate structurală 
acidul a D-galacturonic (e) legat l-3a, fară a prezenta ramificaţii. 

COOH 

o 4 
\ 

COOH 
-O 
\ 

. o A | / / / O . 

(e) 

COOH 
-O 
\ 

n 

S-a dovedit că pectinele derivate din specia Allium sunt de calitate superioară, 
prin hidroliza acestora obţinându-se aD-galactoză, aD-arabinoză şi acid aD-
galacturonic (250). 

Conţinutul în pectine variază între 1.1-5.6% . 
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2.1.10. ALŢI COMPONENŢI 

2.1.10.1. ALLITIAMINA 

Prin reacţia tiaminei cu un extract alcoolic de usturoi la pH = 8 (114s-a obţinut 
un produs cu reacţie negativă faţă de tiocrom, în vitro, dar care îşi menţine efectul în 
vivo. Mai mult decât atât, compusul pare a fi absorbit mai rapid în tractul intestinal 
decât tiamina însăşi. Compusul a fost denumit allitiamina (f) , Formarea allitiaminei 
este dependentă de pH; un randament maxim se observă la o valoare a pHului de 8. 
Temperatura optimă de obţinere este de 65°C - temperatură considerată ca cea mai 
indicată pentru preîntâmpinarea formării S-2propenilsulfoxidului. 

Prin reacţia cu cisteina dă naştere la tiamină şi S-(l-mercapto-2-propenil)-L-
cisteina(183). 

CH3—CH=CH—S-CH2—CH 
NH2 

( f ) 

Formarea allitiaminei este dependentă de pH; un randament maxim se observă 
la o valoare a pHului de 8. Temperatura optimă de obţinere este de 65 °C - temperatură 
considerată ca cea mai indicată pentru preîntâmpinarea formării S-
2propenilsulfoxidului. 

Spre deosebire de tiamină, allitiamina nu este degradată enzimatic de 
tiaminază şi tot odată dovedeşte o stabilitate mult mai bună la încălzire. 

2.1.10.2. SCORDININA 

Scordinina este un complex tioglucozidic, cu structură încă neelucidată care se 
dovedeşte a fi un important ingredient natural al usturoiului (132). 

2.1.10.3. PROSTAGLANDINELE 
Prezenţa prostaglandinei Al (g) în bulbul proaspăt, pare a fi răspunzătoare de 

capacitatea hipotensoare a speciei Allium (19). 
O 

X O O H 
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2.1.10.4. STEROLI ŞI GLICOZIDE STEROLICE 
Cu ajutorul cromatografiei de gaz, Oka şi colaboratorii (220) au arătat prezenţa 

colesterolului, campesterolului, a-sitoserolului şi stigmasterolului în Allium Sativum. 
Concentraţia acestor compuşi descreşte din exterior spre interiorul bulbului, 
stigmasterolul fiind absent din ţesutul intern al bulbului. 

Smocziewicz şi colaboratorii (282) au examinat plantele aparţinând speciei 
Allium din punct de vedere al conţinutului în saponine. Conţinutul total în saponine, 
determinat prin cromatografie în strat subţire a fost de 0.021% din bulbul proaspăt. 
Hidroliza saponinelor, urmată de izolarea şi analiza agliconilor, a relevat prezenţa 
sitosterolului. 

Cercetătorii ruşi au investigat efectul antitumoral, activitatea hemolitică şi 
toxicitatea naturală a saponinelor (sterolglicozidelor) (165). 

2.1.10.5. ANTIOXIDANŢI 

Multe plante din specia Allium printre care şi usturoiul, prezintă activitatea 
antioxidantă după modelul acidului linoleic (208,209,218,246). 

Autorii demonstrează că activitatea antioxidantă a acestei plante a fost mărită 
prin încălzirea cu microunde sau prin fierbere. Aceaşi autori au izolat compuşi cu S 
din usturoi, supus fierberii, arătând că şi în aceste condiţii usturoiul posedă activitate 
antioxidantă. Cei mai activi au fost sulfoxizii substituiţi a S - alchenilcisteinei care au 
dovedit un efect antioxidant; acest efect creşte odată cu creşterea numărului de atomi 
de carbon ai alchenelor. 

Totuşi activitatea antioxidantă scade în usturoiul supus fierberii şi în 
sulfoxidul S-(2-propenil)-Lcisteinei supus tratamentului cu allinază (94). 

Pratt D.E. şi Watts B. (246) au arătat că prezenţa quercitinei influenţează 
proprietatea antioxidantă a sulfoxizilor; de asemenea acelaşi efect ca al quercitinei îl 
au şi unele flavone aglicon. 

în afara compuşilor menţionaţi mai sus, în Allium Sativum a fost identificată 
prezenţa acidului oxalic, acidului citric, malic, piruvic , ajone (268) alături de alţi acizi 
neidentificaţi (91). 

2.2. COMPUŞII RĂSPUNZĂTORI DE AROMĂ ŞI PROPRIETĂŢILE 
FIZIOLOGICE ALE SPECIEI ALLIUM SATIVUM 

Specia Allium cuprinde o serie de plante care deţin proprietăţi aromatizante 
datorită cărora acestea au fost utilizate cu secole înainte. 

Mulţi cercetători s-au ocupat de studiul compuşilor răspunzători de aceste 
proprietăţi, compuşi care s-au dovedit ulterior ca având şi o serie de efecte 
fiziologice(251,267). 

2.2.1. COMPUŞn RĂSPUNZĂTORI DE AROMĂ, DIN ALLIUM 
SATIVUM 

Primele şi cele mai importante studii asupra compziţiei uleiurilor odorizante 
obţinute din usturoi, au fost efectuate de Wertheim şi mai târziu de Semmler şi 
Sakamoto(258), Prin distilarea firacţionată a uleiului crud, a fost identificat 
diallildisulfitul, dialliltrisulfitul şi polisulfitul şi în mod eronat dietildisulfitul. 

în prezent aceste rezultate s-au dovedit a fi eronate dar totuşi sunt utilizate ca 
date de referinţă privind studiul compotiţiei uleiurilor volatile. 
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O altă caracteristică a acestor arome o reprezintă faptul că ele nu se regăsesc 
în planta intactă ci numai în momentul în care ţesutul celular este distrus şi intervin 
anumite reacţii enzimatice. 

Rundgvist (256) în 1909 a considerat ca precursor un glicozid şi numai după 
40 ani a fost izolat compusul purificat, ca fiind un sulfoxid S-substituit al cisteinei ,de 
către cercetătorii Stoll şi Seebeck (288-291). 

Lucrările acestor cercetători, împreună cu ale lui Lehmann, Cavallito şi Bailey 
(49,50), au condus la identificarea principiului antibacterian din usturoi şi la realizarea 
legăturii dintre acesta şi principiile aromatizante. 

O serie de alţi cercetători (4, 47, 313 ) s-au ocupat în mod special atât de 
biosinteza lor cât şi de studiul procesului enzimatic. 

Grechkin a determinat prezenţa subcelulară a unei divinileter sintetaze şi a 
stabilit substraturile regio- şi stereospecifice caracteristice ale acestei enzime (124, 
125). 

Acest studiu a început să fie aprofundat şi de cercetătorul japonez Ueda,J. care 
a continuat aceste studii cu privire la principiile aromatizante atât ale Allium sativum 
dar şi a Allium cepa (306, 307). 

2.2.1.1. COMPUŞII CU SULF, NEVOLATILI 
Genul Allium reprezintă o sursă naturală, importantă, de sulf. Ettala (93) şi 

Virtanen(313) au identificat 21 de componente radioactive după 7 zile de la injectarea 
de sulfat cu S marcat, în Allium Sativum. Pe lângă cisteină, metionină şi derivaţii lor 
cei mai importanţi şi răspunzători de aromă, sunt sulfoxizii cisteinei S-substituite şi y -
glutamil peptidele. Compuşii principali sunt prezentaţi în figura 2.1.: 
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CHo 
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AlICisSO CHaCisSO 
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Fig 2.1. Relaţiile metabolice a câtorva compuşi cu sulf în speciile Allium 
(unde Pro-popil, Pren-propenil, AII- alil) 

Aceşti compuşi se găsesc în bulbul intact şi sunt convertiţi prin procese 
enzimatice în compuşi aromatizanţi care se găsesc în interrelaţii apropiate cu 
precursorii lor. 
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Nivelul compuşilor cu sulf în Allium depinde foarte mult de raportul exogen al 
fertilizării solurilor cu sulfaţi, cat şi de partea plantei care intră în studiu. 

Cu toate acestea conţinutul în L-cisteină, L-cistină şi L-metionină sunt relativ 
mici, acesta fiind un semn al metabolizării lor rapide. 

Nu au fost evidenţiate reacţiile de reducere ale metioninei în \ ivo. 
S-substituenţii cisteinei se evidenţează rapid în vivo (120) ei găsindu-se sub 

forma sulfoxizilor (j^) corespunzători. 

1. ALCHILSULFOXIZn OSTEINEI 
Alchilsulfoxizii cisteinei conferă în principal efectul de aromatizant şi 

condiment al plantei Allium Sativum. De asemenea constituie precursori importanţi ai 
componentelor cu activitate biologică(17). 

Primul compus, caracterizat de Cavallito, Bailey şi Semmler, ca avînd 
activitate antibiotică, a fost (2-propenil)- L- cistein sulfoxidul. 

Importanţa acestor compuşi a fost studiată de cercetătorii japonezi Fujiwara , 
Yoshimura M. şi alţii (114). 

Primul şi cel mai important dintre aceşti compuşi cu sulf (273) este (+) S- 2-
propenil-L-cistein sulfoxidul şi a fost considerat ca un triumf al chimiei clasice a 
compuşilor naturali. Dintre componenţii speciei Allium, cel mai bogat în această 
substanţă este Allium Sativum (372mgyi00g bulb crud) (291). 

(-r) S-(l-propenil)-L-cistein sulfoxidul a fost descoperit ca precursor al 
factorului lacrimator, cât şi al cicloaliinei, pentru prima dată în ceapă; el nu a fost 
detectat în usturoi. 

Sugii (292) şi colaboratorii au identificat tioeterul corespunzător, sugerând 
lipsa unei enzime (sulfoxidază) care să transforme tioeterul (şi astfel explică lipsa 
efectului lacrimator la usturoi). 

Conţinutul în compuşi S-vinil-, S-etil- şi S-butil-L-cistein sulfoxizi, este 
prezumtiv dar nu a fost confirmat. Compuşii etilici se formează în mod natural, în 
literatură (32,33) sugerându-se necesitatea unei reexaminări a prezenţei acestor 
compuşi prin metode cromatografice modeme şi tehnici de manipulare noi ale 
acestora- In literatură (208) s-a descris caracterul antioxidant al extractului de Allium 
Sativum concomitent cu existenţa S-butil-L-cistein-sulfoxidului. Acest compus este 
presupus ca fiind precursor (în condiţii alcaline) al nor-cicloallinei. 

2.y - GLUTAMIL PEPTIDELE 
în Allium Sativimi a fost identificată prezenţa a 3 (4) y-glutamil peptidelor. 

Aceşti compuşi , care în mod aparent constituie substanţe de rezervă , sunt rapid 
hidrolizate în procesul de germinaţie a seminţelor . Studiul acestor peptide a necesitat 
investigaţii îndelungate efectuate prin separări pe un analizor de aminoacizi , prin 
electroforeză bidimensională şi cromatografie. Nu a fost distinsă activitatea unor 
transpeptidaze. 

Aceste studu^u^au fost complect elucidate şi nu a fost elucidat nicij-olul 
major pe care îl joacă aceste glutamlpeptide, Prob compuşii care 
conferă âromaTacestei specii , conţinînd aproximativ 90% din legăturile organice cu 
sulft35,38). - - " 
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2.2.3.ENZIMELE RĂSPUNZĂTOARE DE CARACTERUL AROMAT 
DIN ALLIUM SATIVUM 

2.2.3.1 Allinaza (S-alchil-L-Cisteinsulfoxid Haza). 
Allinaza va fi prezentată în subcapitolul 2.3 . 

2.2.3.2 Glutamil peptidaza şi transpeptidaza 

în lucrările de cercetare ale lui Whitaker (324) s-a stabilit că mai mult de 50% 
din caracterul aromat se poate datora y-L-glutamil trans(+)S-(lpropil)-L-cistein 
sulfoxidului. Apariţia acestei substanţe se datorează hidrolazei (y-L 
glutamilpeptidazei) şi transferazei (y-glutamil transferazei)(160,161). 

Reacţiile care au loc sunt prezentate de Whitaker, după cum urmează: 
y glutamilpeptidază 

a) y - glutamil -S-alchenil-L-cistein sulfoxid + H2O > 

acid glutamic + S-alchenil-L-cistein sulfoxid 

b) y - glutamil-S-alchil-L-cistein sulfoxid + R - CH - CORi 

NH2(aminoacid saupeptidă) 
y -glutamil - NH - CH - CORi + S-alchenil -L-cistein sulfoxid 

R 

2.2.4. BIOSINTEZA PRECURSORILOR CU CARACTER 
AROMATIZANT 

Cele mai multe studii în această privinţă au fost efectuate de către Granroth 
(123) (care a utilizat atât frunzele cât şi bulbul de ceapă şi usturoi) şi Whitaker (323). 

Granroth a prezentat în lucrările sale relaţia între compuşii cu sulf, din punct 
de vedere al metabolismului; rezultatele obţinute sunt prezentate în figura 2.2. 
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Fig.2.2. Transferul grupei metil 
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în acest sens, autorul (123) arată că în timp ce sulfoxizii (+) S-propil-, 
respectiv (+) S-(2-propenil)- şi (+) S-metil-L-cisteinei sunt consideraţi ca derivaţi ai 
serinei, sulfoxidul trans (+) S-(l-propenil)-L-cisteinei derivă chiar de la cisteină. 

Aceste concluzii derivă din studiile efectuate cu ajutorul atomilor marcaţi de 
sulf (S35) şi carbon (C14), fiind regăsite în mod detaliat în lucrarea lui Granroth (123). 

2.2.4.1. SULFOXIDUL (+) S-METIL L-CISTEINEI 

Biosinteza acestui compus este destul de complicată, presupunând un transfer 
al grupei - CH3 de la metionină la cisteină. S-a acceptat acest mecanism datorită 
faptului că s-a observat încorporarea rapidă a grupei metil - 14C marcată din 
metionină la S-metil cisteină, respectiv a sulfoxidului acesteia. Acestea sunt 
prezentate în figura 2.3. 

Se presupune, de asemenea, şi transferul grupei S-metil. Astfel metionină 
marcată (S35) este metabolizată rapid trecând în S-metil cisteină şi sulfoxidul ei cât şi 
în sulfoxidul S-(l-propenil) L-cisteină, dar se observă că nu în sulfoxidul de S-propil 
sau S-(2-propenil) (23,36). 

în acest mod s-a concluzionat că aceste rezultate se explică prin două 
mecanisme de biosinteză şi anume: 

Mecanism 1: 
Metioninâ — Homoserinâ 

S - C H 3 

Serină 
Mecanism 2: 

Metionină 

S-Metil Cisteină 
Sulfoxidul 

S - Metil Cisteine 

Homocisteină + CHq 

Serină Cistatiopină 

CH3 

Homoserină 

S -Metil Cisteină 

oxidare 

Sulfoxid de 

8 -Metil Cisteină 
Fig. 2.3.Mecanismul de biosinteză a S-metilcistein sulfoxidului 
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2.2.4.2.SULFOXIZII (+) S-PROPIL-, (+) S-(2-PROPENIL) L-
CISTEINEI 

Acelaşi Granroth (123) a arătat că atât (+) S-(2-propenil)- cât şi (+) S-etil L-
cistein-sulfoxizii sunt puternic vehiculaţi în ţesuturile de ceapă şi usturoi, aceştia 
regăsindu-se atât în finnze cât şi în bulb. Atât S-(2-propenil)-L-cisteina cât şi y-
glutamil-S-(2-propenil)-L-cisteină (nici una dintre ele nu este afectată de acţiunea 
allinazei) sunt capabile să acţioneze ca surse de grupe tioalchil(36). 

2.2.4.3.SULFOXIDUL DE TRANS (+) S-(l-PROPENIL) L-CISTEINÂ 
Biosinteza acestui compus a fost studiată de Suzuki şi colaboratorii (293) 

sugerând mecanismul prezentat în figura2,4. 
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Fig. 2.4. Biosinteza sulfoxidului trans S (+) (I-propenil)-L-cisteina (293) 
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Acest mecanism nu este pe deplin elucidat, necesitând continuarea studiului. 
Etapa iniţială, incluzînd şi formarea S-(2-carboxipropil)-L-cisteinei (a cărui 

structură a fost complet elucidată de Parry şi Naidu (239) ) face parte din 
metabolismul intermediar normal, subetapele fiind o caracteristică a speciei Allium. 

Grupa trans (1-propenil)- se formează din 2-carboxipropil printr-o 
decarboxilare oxidativă, etapă care decurge separat de oxidarea atomului de S. 
Această reacţie de oxidare a atomului de S decurge rapid, fiind aparent ireversibilă. 

Reacţia de formare a glutationului şi a acidului metacrilic (sau a metacrilil 
SCoA) nu a fost dovedită concret ca etapă intermediară în biosinteza trans (+) S-(l-
propenil)-L-cisteină ( pe calea derivatului - glutamil ) şi a sulfoxidului său 
corespunzător. 

Granroth (123) a arătat că acest proces trebuie să fie studiat şi în bulbii 
maturaţi datorită faptului că aceştia conţin o hidrolază capabilă să scindeze legăturile 
peptidice a y-glutamil peptidelor şi de asemenea a y-glutamil transpeptidazei (266). 

Nu a fost încă elucidată calea formării S-(carboximetil)-L-cisteinei, S-(2-
carboximetil)-L-cisteinei, S-(caboxiizopropil)-L-cisteinei şi a y-glutamil S-
(carboxipropil)-L-cisteinil-glicina. 

Swimmer (294), a arătat că trans (+)-S-(l-propenil)L-cistein sulfoxidului este 
precursorul major, nu numai a principiilor lacrimatorii ci şi a celor de aromatizare în 
bulbul crud. 

Concluzia acestor cercetători a fost că sulfoxizii alchilcisteinei sunt din punct 
de vedere metabolic, inerţi, constituindu-se mai repede ca produşi finali, decât ca 
intermediari. 

Acumularea lor în Allium, pe lângă proprietăţile aromatizante şi fiziologice 
asigură şi rol de protecţie faţă de daunele mecanice produse ţesuturilor sau de cele 
aduse de insecte. 

Acest mecanism nu este pe deplin elucidat, necesitând continuarea studiului. 

2.2.5. BIOGENEZA COMPUŞILOR AROMATIZANŢI 
Biogeneza acestor compuşi a fost studiată în mod exclusiv atât din punct de 

vedere al structurii chimice, a proprietăţilor compuşilor volatili cât şi din punct de 
vedere al originii şi formării lor în plante. 

Geneza compuşilor aromatizanţi, din Allium, poate fi considerată ca având 
două căi: una conţine compuşii formaţi prin distrugerea bulbului (majoritatea 
compuşilor cu sulf) iar cea de a doua derivă din reacţiile secundare ce au loc 
(compuşii carbonilici). 

In figura 2.5 sunt prezentate căile principale de formare a principalilor 
compuşi volatili care conţin sulf şi totodată prezintă modul de comportare a (+)-S -
metil- şi S-(2-propenil)-L-cistein sulfoxidului similar cu comportarea derivatului (+)-
S -propil. 

Sub influenţa enzimei allinaza, aceşti trei compuşi sunt descompuşi pentru a 
forma acid piruvic şi alchil(alchenil)tiosulfmaţi. Aceşti tiosulfinaţi au fost identificaţi 
şi de Bennet (31). 

Stoll şi Seebeck (288) au sugerat prezenţa tiosulfmaţilor ca produşi 
intermediari în aceste reacţii enzimatice , având structura RSOH. 

Dabritz şi Virtanen (65) au propus un mecanism de reacţie diferit, cu 
formarea, ca intermediar, a acidului 2-propilsulfenic, dar a cărui prezenţă nu a fost 
identificată. Această observaţie conduce la propunerea unui mecanism de reacţie care 
implică o reacţie bimoleculară între două molecule de substrat, care conduce la 
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formarea directă a tiosulfinaţilor. Din reacţie pot rezulta şi tiosuifmaţi micşti 
(nesimetrici), chiar şi prin condensarea a doi acizi sulfenici diferiţi sau prin efectul 
catalitic al cisteinei asupra tiosulfinaţilor simetrici, acest ultim proces fiind ilustrat în 
literatura de specialitate (174,327). 

Formarea tiosulfinaţilor micşti poate decurge şi direct din doi sulfoxizi diferiţi ai 
cisteinei. 

Reacţia tiosulfinaţilor ce conţin grupări ( -SH) biologic active constituie un 
factor principal al proprietăţilor fiziologice prezente la aceşti compuşi, constituind 
principiile "active"atât ale Allium Sativum cât şi ale lui Allium Cepa (161,288). 

Tiosulfinaţii reprezintă compuşii ce dau mirosul caracteristic, aceştia fiind 
destul de instabili putând disocia pentru a forma disulfliri şi tiosulfonaţi. 

Prezenţa di(l propenil)disulfiirilor, respectiv a monosulfiirilor a fost identificată 
de Boelens şi colaboratorii (40). Aceştia au identificat toţi cei trei izomeri ai di(l-
propenil)disulfurii (randament de 10%) obţinuţi prin încălzire 8 ore la 15°C, 
neexistând totuşi date analitice concludente cu privire la aceştia. 

2.2.5.1. DINAMICA BIOGENEZEI AROMEI 
Din figura 2.5, reiese că nici un compus conţinând oxigen, nu s-a obţinut prin 

descompunerea termică (in vitro) a disulfurii de metil-(l-propenil) (40). 
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Fig. 2.5. Obţinerea enzimatică a compuşilor aromatizanţi din precursori 
aromatizanţi din Allium 
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Cei mai importanţi compuşi sunt: acetaldehida (care derivă de la acidul 
piruvic) şi propanalul (care derivă din tiopropanal sulfoxid). în momentul distrugerii 
bulbului au fost identificaţi: acetaldehida, propanalul, 2-metil-pentanalul şi 2-metil-2-
pentanalul ( primii trei fiind, în mod special, în cantitate mai mare). 

Disulfura de dipropil a fost identificată în primele 15 minute de la distrugerea 
bulbului, după acest timp, începând să crească conţinutul în compuşi cu sulf, fiind 
prezenţi de asemenea şi compuşi cu oxigen (chiar şi după 60 minute) (154). 

Concentraţia compuşilor cu oxigen este mai mare imediat după distrugerea 
bulbului proaspăt, decât în ţesuturile supuse fierberii (acest fapt se datorează probabil 
distrugerii allinazei). 

Mazza (187,188) a prezentat existenţa a 14 compuşi aromatizaţi: 2,5 
dimetiltiofen , disulfiiri (dimetil-, dipropil-, di(2-propenil-)) şi sulfuri, aldehide 
(acetaldehida, propanalul), alcooli: (metanol, etanolul, 1-propanolul şi 2-propanolul). 

Din aceste lucrări se poate concluziona că randamentul de formare a 
compuşilor aromatizanţi volatili, depinde atât de gradul de distrugere al ţesutului 
vegetal cât şi de timpul de incubare. 

Schwimmer şi Guadagni (266) au prezentat câteva metode de îmbunătăţire a 
aromei din produsele deshidratate. Astfel ei au arătat că prin adăugarea de L-cisteină 
şi alţi compuşi nevolatili conţinând grupa SH se poate mări intensitatea aromei prin 
deshidratare. Ei arată că, în mod aparent ,allinaza nu este afectată de adăugarea de L-
cisteină. Mai mult, se consideră că intră în reacţie, prin gruparea SH cu disulfiirile de 
metil, propil şi 1-propil, cu tiosulfonaţii şi tioalcanii. Mazza (187) consideră că 
influenţa cisteinei, respectiv creşterea intensităţii aromei, se datorează formării 
disulfurilor şi totodată că această creştere este dependentă de timp; pe de altă parte, 
Yagami (327) a observat că acest efect de creştere a intensităţii aromei se datorează de 
fapt borohidrurii de sodiu adăugată produselor de Allium; aceasta influenţează reacţia 
enzimatică de formare a intermediarilor (respectiv a tiosulfonaţilor) şi anume îi reduce 
la produşi volatili. 

2.2.6.COMPUŞII VOLATILI DIN ALLIUM SATIVUM 

Brodnitz şi colaboratorii (43), printr-o metodă tipică de investigare a 
extractului omogen de Allium Sativum , în triclorflormetan, prin analiza IR şi RMN 
au arătat că extractul crud este foarte bogat în di-(2-propenil)-tiosulfinat; acest 
compus nu a fost regăsit prin studiul gaz-cromatografic a uleiului. 

în schimb, au fost detectate alte şase componente volatile(în concentraţie mai 
mică de 20% din totalul de compuşi volatili), care au fost identificate ca fiind: 2-
propen-(l)-ol (5.4%), disulfură de metil(2.4%), trisulfură de metil-(2-propenil) (1.5%) 
şi trisulfură de di-(2- propenil) (1.0%). 

Cu ajutorul RMN şi a spectrometriei de masă au fost identificaţi doi compuşi 
care au fost consideraţi ca fiind în cantitatea cea mai mare (obţinuţi prin cromatografie 
de gaz) între compuşii volatili; Aceştia sunt 3-vinil-, 1,2 -S-5-enă şi 3-vinil-l,2-S-4-
enă(55.4%)şi derivă din tiosulfinatul de di-(2-propenil). 

3 Vinii-l,2-S-4-enă a fost menţinută timp de 20 de ore la 20°C, timp în care 
acest produs s-a descompus formându-se sulf, di-(2-propenil)-sulfura (14%), -
disulfura (66%) şi trisulfură (9%). 

Dintr-un extract metanolic de Allium Sativum(15), s-a izolat trisulfură de 1,5-
hexadienil-(2-propenil), considerând că sunt necesare studii ulterioare pentru 
stabilirea origmii acestui compus. 

BUPT



34 

Brodnitz (43) şi-a continuat cercetările obţinând alţi componenţi răspunzători 
de caracterul aromatic al extractului şi anume: metantiol (31.6 mg/lOOg), 2-propen-l 
tiol (388 mg/lOOg), 1-propantiol (2 mg/lOOg) şi 2-propantiol (4.5mg/100g) arătând că 
este necesară o aprofundare a studiului compuşilor aromatici volatili cu ajutorul 
cromatografiei de lichid de înaltă performanţă. 

2.2.7. EVALUAREA INTENSITĂŢII AROMEI ÎN SPECIILE DE 
ALLIUM 

Evaluarea intensităţii aromei se face ţinând cont de compuşii răspunzători de 
acest fapt şi anume de disulfuri, trisulfuri, tiosulfuri şi tiosulfonaţi. Intensitatea aromei 
acestora este diminuată de prezenţa compuşilor carbonilici şi alcoolici. 

De asemenea, intensitatea variază în funcţie de tipul de cultură, de maturitatea 
plantei, condiţiile de stocare după recoltare, de condiţiile agronomice şi ale mediului 
pe timpul creşterii şi de condiţiile de prelucrare. 

în vederea evaluării intensităţii aromei în această specie, au fost propuse 
metode chimice tipice pentru fiecare categorie de substanţe. Astfel tiosulfonaţii au 
fost determinaţi utilizînd cromatografia în strat subţire; tiamina şi cisteina prin 
fotocolorimetrare; principiile lacrimatorii, (108, 111) prin cromatografie in strat 
subţire, de gaz şi fotocolorimetrie (absorbţie la 254nm) (23,108). 

în afară de metodele arătate mai sus, au fost utilizate o serie de tehnici de 
analiză pentru măsurarea conţinutului de substanţe volatile cu conţinut de sulf 
(61,98,241). 

Metoda, cuprinsă în Standardele Intemaţionale, pentru determinarea 
compuşilor volatili cu sulf din Allium Cepa şi Allium Sativum, include macerarea în 
apă a ţesutului vegetal, adaosul de etanol, distilarea compuşilor volatili cu sulf şi 
titrarea argentometrică a distilatului. 

Abraham şi colaboratorii (4) determină conţinutul de substanţe volatile cu sulf 
prin metoda oxidării distilatului cu cloramină T. 

Determinarea conţinutului în acid piruvic, produs primar al degradării 
enzimatice a sulfoxidului alchilcisteinei sub acţiunea allinazei, a fost utilizată intens, 
ca o măsură a caracterului aromatizant. 

Freeman şi Mc Breen (108) au arătat că există o bună corelare între cantitatea 
determinată de tiosulfmaţi şi concentraţia de acid piruvic şi aplicarea metodei la 
analiza tiosulfinaţilor în Allium crud, deshidratat prin congelare respectiv deshidratat 
prin încălzire. 

Relativ recent, au fost izolaţi din Allium sulfoxizii substituiţi ai cisteinei, 
purificaţi prin electroforeză şi separaţi prin cromatografie în strat subţire. Metoda a 
fost cuantificată, utilizând ca standard derivaţi butilici, vizualizarea obţinându-se cu 
ninhidrină (159,160). 

Metoda aceasta este cea mai indicată pentru evaluarea şi analiza sulfoxizilor S-
alchil (alchenil)-L-cisteinei în specia Allium, pe ţesuturile plantei, pe măsura 
maturizării plantei. 

BUPT



35 

2.2.8.FACTORII CARE AFECTEAZĂ COMPOZIŢIA CHIMICĂ 
A SPECIEI ALLIUM 

Efecte botanice, de cultură şi de dezvoltare 

In literatură (109) sunt demonstrate diferenţele, calitative şi cantitative, ce apar 
în compoziţia uleiurilor volatile ale acestei specii precum şi faptul că conţinutul total 
în substanţe volatile cu sulf, creşte pe măsura maturizării plantelor. 

Pentru studierea detaliată a distribuţiei compuşilor volatili în Allium s-au 
utilizat atât cromatografia de gaz, cât şi analizele chimice cantitative şi calitative a 
tiosulfonaţilor, acidului piruvic şi a sulfului A fost studiată compoziţia în diferite părţi 
ale plantei, cultivate pe terenuri diferite. 

S-a constatat că există deosebiri între intensitatea aromei (exprimată în |iM 
tiosulfmaţi/gram greutate crudă) din frunze şi cea din bulbi, în timp ce în rădăcini şi 
seminţe concentraţia este asemănătoare cu cea din fiimze. 

în Allium Sativum, mai mult de 90% din compuşii răspunzători de aromă sunt 
stocaţi în fiimze. 

Beker şi Schuphan (31) au studiat localizarea allinazei şi a celulelor purtătoare 
de uleiuri volatile din Allium Cepa. Utilizând tehnici autoradiografice şi histologice, 
autorii au concluzionat că în timp ce allinaza este distribuită în toată planta, celulele 
ce conţin uleiurile volatile sunt concentrate în învelişul vascularizat al seminţelor. 

Freeman şi Mossadeghi (109) au utilizat culturi, atât pe nisip cât şi în soluţie 
pentru a investiga relaţia între compuşii volatili aromatizaţi şi adaosul de sulfaţi în 
cadrul speciei Allium. Plantele au fost cultivate în condiţii în care a fost aplicat un 
adaos de sulfaţi de O - 3 moli echivalenţi/l. S-a constatat o scădere a concentraţiei 
uleiurilor volatile, scădere care a fost pusă pe seama descompunerii sulfoxidului trans 
(+)-S-(l-propenil)-L-cisteină. De asemenea se observă şi o scădere a cantităţii de acid 
piruvic şi substanţelor volatile cu sulf (măsurători efectuate pe cromatograf cu gaz), 
sugerând că deşi sulfaţii influenţează scăderea compuşilor volatili cu sulf, aceştia nu 
constituie un impediment în dezvoltarea normală a plantei, deci nu conduc la o 
modicare a metabolismului plantei. 

Influenţa regimului de hidratare asupra speciei Allium a fost studiată de 
Platenius (242). S-a constatat, pe lângă o diminuare a dezvoltării, în condiţiile ploii 
naturale, o creştere a concentraţiei compuşilor aromatizanţi. Acest fenomen a fost 
studiat şi explicat de Freeman şi Mosadeghi (109), prin faptul că se produce un stress 
asupra plantei ceea ce conduce la o acumulare a metaboliţilor de concentraţii scăzute 
cum ar fi aminoacizii, care în acest fel devin accesibili pentru transformarea lor în 
precursori aromatizaţi. 

Efecte similare, de stress hidric şi influenţă a sulfaţilor, au fost observate la 
legume şi condimente, toate cu conţinut bogat în sulf 

Freeman citează câteva lucrări care prezintă modificări considerabile în 
componenţii aromatizanţi în primele 20 de zile după germinare, după acest termen nu 
mai există modificăti evidente. 

Recent Malkki şi colaboratorii (176) au arătat că după formarea bulbului apare 
o scădere a concentraţiei acidului piruvic. O concentraţie mare a sulfoxizilor de S-
propil-S-(l-propenil) şi S-metil-L-cisteină a fost observată înaintea formării bulbului 
(3.6 mg/g crud). 
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Depozitare şi prelucrare 

în toate cazurile de depozitare (4 la 8 luni ), Platenius (242) a observat o 
creştere a conţinutului în substanţe volatile cu sulf. 

Astfel, după primele cinci luni de la începerea experimentului s-a observat o 
creştere a acestor compuşi cu 25%. 

De asemenea s-a observat o scădere bruscă după o perioadă de 190-200 zile, a 
acidului piruvic, a principiilor lacrimatorii şi a substanţelor volatile totale, totuşi 
aceştia se găsesc în concentraţie ceva mai mare decât la începutul experimentului. 

S-a tras conculzia că precursorii aromatizanţi, sunt utilizaţi ca sursă de azot 
necesar dezvoltării plantei şi măresc activitatea metabolică din plantă. 

Această creştere a compuşilor volatili cu sulf a fost explicată de diferiţi autori, 
ca fiind un rezultat al degradării enzimatice a y-glutamil peptidelor. 

Atât Bemhard (32) cât şi Freeman şi Whenham (106) au arătat că în timpul 
prelucrărilor, plantele suferă pierderi mai mari de 90% din compuşii aromatizanţi, în 
special prin deshidratare. Pierderile care au fost observate sunt de 89% în 
dimetilsulfură; 98% în metildisulfură, disulfură de dipropil(99.8%) şi la disulfiiră de 
1-propenil-propil (99.4%). 

Analizele chimice au arătat că de fapt toate tipurile de prelucrare, cum ar fi: 
pasteurizarea, fierberea, deshidratarea, congelarea şi conservarea decurg cu pierderi 
mari în ceea ce priveşte compuşii aromatizanţi. 

Pentru înţelegerea completă a mecanismului pierderii substanţelor 
aromatizante, Freeman şi Whenham (109) au determinat atât concentraţia allinazei cât 
şi a substratului (prin măsurarea cantităţii de acid piruvic) în timpul prelucrării 
plantelor. 

Nivelurile concentraţiei enzimei, respectiv a substratului, sunt de 45% şi 75% 
(faţă de planta crudă)la planta congelată şi uscată ; 10% şi 19% la planta supusă 
uscării cu aer cald; 6% şi 46% la planta supusă congelării şi 5% şi 73% la fierbere. 

Prin adăugarea de allinază exogenă la planta procesată (în special în cazul 
congelării şi fierberii), este de aşteptat o îmbunătăţire a calităţii substanţelor 
aromatizante, ceea ce nu se întâmplă însă practic. Aceasta duce la concluzia că 
procesarea afectează fiecare substanţă în mod individual. 

Mazza (188) şi Le Magner precum şi Schw îmmer (265) au arătat că în cazul 
rehidratării plantei uscate cu soluţie de cisteină, preferabilă apei, se obţine o creştere a 
intensitătii aromelor de 20 de ori. Acelaşi efect a fost observat şi în cazul în care au 
fost utilizaţi alţi mercaptani nevolatili, spre deosebire de acţiunea acidului ascorbic 
care nu a avut nici un efect. 

Mumtaz şi colaboratorii (203) au arătat că mirosul puternic (estimat prin 
măsurarea substanţelor volatile de tip reducător) este puţin afectat de y-iradiere sau 
depozitare. Gamma iradierea (70-150Gy) ,utilizată în mod obişnuit pentru prevenirea 
dezvoltării ciupercilor, s-a dovedit că provoacă scăderea activităţii cistein sulfoxidului 
C-S liazei (190). 

După 12 săptămâni de stocare la temperatura camerei, activitatea enzimei s-a 
refăcut. De asemenea s-a constatat că prin y-iradiere se reduce formarea disulfiirii de 
dipropil. 

Cercetătorii japonezi (213-215) au efectuat studii asupra naturii şi produşilor 
y-radiolizei soluţiilor apoase de aminoacizi cu sulf, concluzionând că pierderea 
proprietăţilor lacrimatorii (asociat cu pierderea mirosului puternic) în plantele iradiate 
se datorează mai degrabă distrugerii enzimei allinază decât descompunerii 
substratului. 
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Mathur (181) a observat că y-iradierea şi depozitarea (7 luni) usturoiului nu are 
efect asupra compuşilor volatili, a mirosului sau a ţesuturilor vegetale. Curzio şi Ceci 
(62) au examinat efectul y-iradierii (50Gy) asupra compoziţiei extractului eteric de 
usturoi, dar Kwon a sesizat apariţia unor modificări a aromei de Allium sativum în 
urma iradierii bulbilor (158). 

Rezultatele analizelor prin cromatografie de gaz şi spectrofotometrice au arătat 
că nu există diferenţe apreciabile între bulbii de usturoi depozitaţi 180 de zile sau la 
cei y-iradiaţi. 

2-Propenil sulfitul nu a mai fost detectat dacă bulbii au fost menţinuţi la 
temperatură mai mare de 50°C, timp de 8 ore. De asemenea di-(2-propenil)-
tiosulfinatul se descompune la o temperatură mai mare de 60°C. O deteriorare 
sensibilă a substanţelor aromatizante a avut loc prin menţinerea timp de 8 ore la 
temperatura de 60®C. 

Utilizarea acidului ascorbic şi a SO2, ca stabilizanţi ai culorii plantei de Allium 
Sativum, în timpul deshidratării, a fost studiată de Pruti J. S. şi Singh L. J. (246). în 
timp ce acidul ascorbic nu a avut nici o influenţă asupra culorii sau a substanţelor 
aromatizante, mecanismul acestor influenţe nu a fost pe deplin elucidat. Se presupune 
că nu este afectată enzima ci precursorii compuşilor aromatizanţi. Tratarea cu SO2 
influenţează negativ, în special , activitatea antimicrobiană a plantei de Allium 
Sativum deshidratat. 

Adaosul de allinază exogenă măreşte cantitatea de 2-propenil tiosulfinat de 
cinci ori, iar de 2-propenil disulfură de două ori, ceea ce indică faptul că prin fierbere 
nu sunt descompuşi precursorii aromatizanţi şi nici compuşii cu activitate 
antibacterială. 

Deteriorarea aromei, este maximă la Allium Sativum pudră, la ST'̂ C şi minimă 
la 0-2®C. 

Analizele gaz cromatografice ale plantei crude şi ale celei depozitate (6 la 12 
luni) denotă o creştere considerabilă a componetelor volatile influenţând în acest mod 
proprietăţile organoleptice. 
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2.3.ENZIMA CHEIE - ALLINAZA 

Lancaster (159) şi colaboratorii au identificat un număr mare de aminoacizi 
neproteici ca metaboliţi secundari în plantele superioare. 

în unele cazuri, aminoacizi specifici sunt constituenţi caracteristici ai unor 
specii anumite, fiind utilizaţi ca marcheri. Astfel S-alchil cistein sulfoxidul este 
constituentul a unui număr mare de specii printre care se găseşte şi Allium Sativum. 
Am arătat anterior că majoritatea componenţilor aromatici caracteristici ai acestor 
plante, derivă în urma degradării enzimatice cu o C-S-liază prezentă în plante. 
Această enzimă a fost separată din substratul ei natural în momentul distrugerii 
ţesuturilor plantei (159). 

Enzima prezentă în bulbii de Allium Sativum a fost descrisă pentru prima oară 
de Stoll şi Seebeck (289). Ei au arătat că principalul substrat , asupra căruia 
acţionează enzima, este alliina (S-alil-L-cistein sulfoxidul). Acest substrat, sub 
acţiunea enzimei, dă naştere la acid piruvic şi amoniac. 

Acidul alilsulfenic şi acidul a-aminoacrilic se formează ca intermediar în timpul 
degradării enzimatice; în acelaşi timp apare şi un miros caracteristic ceea ce denotă 
apariţia alicinei. 

Enzima obţinută de Stoll şi Seebeck, cu o puritate neprecizată, a fost activă la 
pH cuprins între 5-8 şi o temperatură de 37°C. 

Goryachenkova (122) şi mai târziu, Mazelis şi Crews (185) au demonstrat 
stimularea enzimei de prezenţa piridoxal fosfatului precum şi faptul că se poate obţine 
o enzimă de şase ori mai pură, prin precipitarea cu sulfat de amoniu, urmată de o 
fracţionare pe Sephadex G-200, confirmând observaţiile lui Stoll şi Seebeck. 

Enzima purificată are activitate optimă la un pH de 6.5 pentru un substrat de 
S-metil-L-cistein sulfoxid. 

Pentru diferiţi sulfoxizi ai S-alchil-Lcisteinei utilizaţi ca substrat, au fost 
determinate următoarele valori ale constantei Michaelis (Km): 

. 
76 15 
123 6 
86 6 
30 3 
50 5 

Enzima este stimulată de prezenţa EDTA şi a ionilor de Mg , Mn, Co sau Fe şi 
este inhibată de adaosul de cisteină sau hidroxilamină (ultima fiind caracteristică 
pentru enzimele activate de prezenţa piridoxalfosfatului) S-substituenţii cisteinei, 
corespunzând substratelor prezentate anterior, constituie inhibitori competitivi. 

Mazelis şi Nock (186,216, 217) au utilizat pentru purificarea allinazei sulfat de 
amoniu (saturaţie 35%) şi dializa, în prezenţa tamponului fosfat de Na şi de K şi a 
piridoxal 5 fosfatului. Separarea a fost efectuată pe o coloană cu Concanavalin A -
Sepharose 4B. Proteina inactivă a fost eluată cu soluţia tampon de fosfat de Na şi K. 

Reacţiile principale care are loc sunt: 
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Determinarea proteinelor a fost făcută conform teoriei lui Lowry (172), 
utilizând ca standard ovalbumina . Fracţiunile proteice au fost analizate electroforetic 
utilizând ca sistem tampon soluţii de dodecil sulfat de sodiu (SDS)/uree. Gelurile fiind 
preparate conform metodei lui Hames (129) iar proteinele au fost vizualizate cu 
Comassie blue (129). 

Constanta lui Michaelis (Km) a fost determinată utilizând metoda lactat 
dehidrogenazei descrisă de Schwimmer şi Michaelis (264). Utilizând ca substrat S-
etil-L-cistein sulfoxidul s-a obţinut o valoare pentru Km de 5.7 mM, valoare care 
coincide cu cea obţinută pentru enzima nepurificată superior. Pentru substratul de S-
alil-L-cisteinsulfoxid s-a obţinut o valoare a Km de 3.3 mM. Această valoare este mai 
mare decât cea raportată de Kazaryan şi Goryachenkova (Km=0.5 mM)(122). O 
explicaţie asupra diferenţei mari dintre aceste două valori ar fi faptul că 
Goryachenkova a utilizat diastereoizomerul natural al allinazei şi nu amestecul obţinut 
prin sinteză, utilizat de Mazelis şi colaboratorii(186). 

Determinarea greutăţii moleculare a allinazei şi a subunităţilor ei a fost făcută 
prin gel filtrare pe o coloană de BIOGEL A 0.5mM echilibrată cu o soluţie tampon. 
Coloana a fost standardizată utilizânnd tiroglobulină bovină, gamma globulină, 
ovalbumină, mioglobină şi vitamina B12. 

Subunităţile au fost determinate după un tratament prealabil al enzimei cu uree 
6M la 65 ®C timp de 45 de minute, pe coloană echilibrată cu soluţie tampon conţinând 
uree 6M. Ca proteine standard au fost utilizate Dextran Blue, gamma globulină, 
albumină serică, ovalbumină şi mioglobină. 

BUPT



40 

Astfel, greutatea moleculară a enzimei a fost estimată la 85000 prin 
cromatografierea fracţiunii VI, purificate pe BIOGEL A 0.5mM. Pentru holoenzimă, 
Kazarian şi Goryachenkova (122) au determinat o masă moleculară de 130000 
respetiv pentru o subunitate, de 65000. Diferenţele acestea între masele moleculare nu 
au putut fi explicate. Unul din motive ar fi existenţa posibilităţii de interacţiune între 
enzimă (care este o glicoproteină) şi Sephadex G-150. 

Analiza carbonaţilor a fost efectuată prin metoda dată de de Dubois si 
colaboratorii care utilizează acidul fenolsulfhidric (85). Ca standard a fost utilizată 
glucoza. Pentru enzima analizată s-a determinat un conţinut de 5.5% în greutate de 
glucide. Această valoare este foarte aproape de cea dată de Tobkin şi Mazelis (299), 
de 5.8%. Aceste glucide cuprind hexozamină 1.5% şi metilpentoză 0.5%. Nu a fost 
identificată prezenţa acidului sialic. 

Analiza aminoacizilor s-a efectuat pe un hidrolizat proteic obţinut prin 
încălzirea unor probe de extract de Allium sativum în HCl 6N, timp de 24 ore la o 
temperatură de 110°C şi apoi separarea acestora pe un analizator de aminoacizi de tip 
Beckmann Model 6300, de către Moore S. şi Stein (198). O neconcordanţă de valori a 
existat la determinarea cantitativă a triptofanului; au fost utilizate: metoda lui Tobkin 
şi Mazelis şi procedeul dat de Edelchoch (87). 

S-a dovedit că concentraţia în unii aminoacizi a allinazei din Allium cepa este 
de două ori mai mică decât cea din Allium sativum. 

Compoziţia în aminoacizi ai allinazei din Allium sativum este prezentată în 
tabelul 2.5. 

Determinarea influenţei piridoxal fosfatului a fost efectuată prin metoda lui 
Wada şi Snell (314). Această determinare a fost efectuată atât pe enzima nepurificată, 
care s-a dovedit că este stimulată de prezenţa piridoxalfosfatului, cât şi pe enzima 
purificată. Enzima purificată, în absenţa coenzimei, absoarbe la X,=430nm. 

în prezenţa coenzimei, lungimea de undă la care absoarbe enzima este de 
410nm, la o concentraţie a coenzimei de 2.97 mM, determinându-se în acest fel că 
2.17 moli de coenzimă sunt legaţi la un mol de enzimă. 

Aceste observaţii sunt în concordanţă cu determinările efectuate anterior prin 
metode chimice. 

în prezenţa L-cisteinei, piridoxalfosfatul formează un compus tiazolidinic, 
care absoarbe la 330nm (nu mai apare maximul de la 430nm). 

Un argument suplimentar pentru structura dimeră a enzimei, îl constituie 
faptul că doi moli de piridoxalfosfat revin la un mol de enzimă. 

Specificitatea allinazei a fost demonstrată prin utilizarea mai multor tipuri de 
substanţe şi anume: allină naturală, allină sintetică, S alil-D,L-cisteinsulfoxidul. 
Activitatea enzimei a fost determinată prin măsurarea cantităţii de acid piruvic format 
în urma reacţiei enzimatice. Determinarea cantităţii de acid piruvic s-a făcut cu 
ajutorul reacţiei cu 2,4 dinitrofenilhidrazina. 

Concluziile care au rezultat , au fost că allinaza nu acţionează decât asupra 
compusului natural derivat de (+)-L-cisteină; nu reacţionează asupra derivaţilor (-)-L-
cisteinei. 

(-)-S-alil-L-cisteinsulfoxidul este scindat de către allinază , dar într-un timp 
mult mai îndelungat faţă de acţiunea asupra (+)-S-alil-L-cistein sulfoxidului. Pe de 
altă parte, nici (+)-S-alil-D,L-cisteinsulfoxidul şi nici (+)-S-alil-D-cisteinsulfoxidul nu 
constituie substraturi pentru allinază (290). 

în tabelul 2.6 sunt prezentate proprietăţile enzimei allinaza izolată din Allium 
sativum, în comparaţie cu cea izolată din Allium cepa. 
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Compoziţia în aminoacizi a Allium Sativum şi Allium Cepa (112,152) 

Tabelul 2. 5. 

Proprietăţile allinazei izolată din Allium Sativum şi Allium Cepa (290) 

Tabelul 2.6. 
frmmm 

7.4 - 8.6 
(dep. de sol. tampon) 

6.5 

L cisteinsulfoxid S 
substituit 

(alchil, alchenil, arii) 

L cisteinsulfoxid S 
substituit 

(alchil, alchenil) 
Activator piridoxalfosfat piridoxalfosfat 

hidroxilamina hidroxilamina 
cisteină 

In|iţbiţpr cQinpeUtiy cisteina S substituită 
coresp. 

sulfoxid de metionină 
metionin sulfoximă 

cisteina S substituită 
coresp. 

ValoriKm 16.6 (metil) 
5.7 (etil) 

3.8 (propil) 
4.7(butil) 

15 (metil) 
6 (etil) 

3 (propil) 
6 (butii) 
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2.4.ALLICINA, PRINCIPIUL ACTIV AL ALLIUM SATIVUM 

Primele investigaţii au fost efectuate asupra extractelor de plante,privind 
acţiunea lor antibacterială,de către Cavalitto J.şi Bailey J.H. în anul 1944, care au 
demonstrat că o infuzie proaspătă de bulbi de Allium sativum prezintă acţiune 
bactericidă. Anterior, mulţi dintre cercetători au atribuit această activitate 
dialildisulfurii, acroleinei sau unei aldehide nesaturate similare şi apoi unui grup de 
substanţe definite ca fitoncide. 

După testarea , atât a dialildisulfurilor, cât şi a dialilpolisulfurilor s-a constatat 
că acestea nu prezintă activitate bactericidă. S-a urmărit şi efectul dialildisulfurilor 
sintetice; acestea au prezentat acelaşi efect. 

Fitoncidele amintite mai sus, s-au dovedit a fi mult mai instabile decât allicina, 
care a fost obţinută numai din speciile de Allium sativum (50). 

Allicina se obţine din alliină prin acţiunea allinazei, având următoarea structură: 

CH2 

CH 

CH2 

S — 

CH2 
II 

CH 

CHj 

- S 
Allicina 

Allicina a fost izolată în stare pură, de Cavalitto (50), sub forma unui lichid 
incolor, prin extracţia bulbului de Allium sativum în alcool de 95%. Extractul obţinut 
s-a concentrat sub presiune redusă (15-20 mm) până la îndepărtarea, aproape 
completă, a alcoolului. Produsul pur a fost izolat prin extracţii repetate. Analiza 
elementală a avut următoarele rezultate: C 44.12 -44.59; H 6.30 - 6.34; S 39.69 -
40.90% ceea ce corespunde formulei: C6H10OS2 şi unei mase moleculare de 162; este 
solubil în apă la o temperatură de 10°C, într-un procent de 2.5%; este miscibil cu 
alcoolii, benzenul şi eterii; are densitatea de d 20 = 1.112 şi un indice de refracţie (la 
20°C) nD=1.56 (130,137,143). 

Produsul pur este iritant pe piele şi are un miros caracteristic , mai puternic 
decât usturoiul. 

Soluţiile apoase de allicină au un pH aproximativ de 6.5 iar la o depozitare timp 
mai îndelungat, formează un precipitat uleios, crescând în acelaşi timp şi aciditatea 
soluţiei, prin formarea de cantităţi mici de bioxid de sulf, în acelaşi timp scăzând 
activitatea biologică soluţiei. 

Adiţia de alcalii duce la inactivarea imediată, cu precipitarea disulfurii de alil şi 
formarea unei sulfuri a metalului respectiv. 

Allicina a fost studiată din punct de vedere bactericid, în paralel cu penicilina, 
fiind conţinută în infuzii de Allium sativum. Aceste infuzii şi-au dovedit instabilitatea 
la încălzire, stabilitatea considerabilă la rece şi inactivarea instantanee prin tratarea cu 
alcalii (144,207,288). 

Acizii diluaţi nu au prezentat nici un efect asupra infuziilor. 
Activitate^llicinei s-a dovedit a fi mai mult bacteriostatică decât bactericidă. 

atât asupra bacteriilor gram pozitive cât şi a celor gram negative (asupra ultimelor, 
penicilina nu are efect)(12). 
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în tabelul 2.7 este prezentată activitatea bactericidă a allicinei după Cavalitto şi 
Bailey (50). 

Activitatea bactericidă a allicinei 

Tabelul 2.7 

Oi^ai^ni 
V • 

Oi^ai^ni 
" 1:250.10^ 

StajS]l0£0<:us tiur̂  0 0 -

Strepţococus 
hĉ iii. 

0 - -

Streptococns 
virid. 

0 0 -

B. subtiUs 0 0 -

B. tifosils 0 0 -

B. paratifosa A 0 0 -

B. paratifosuş B 0 0 -

B. morgani 0 0 -

B. eutiridilis 0 0 -

B. dishinterie 
Shiga 

0 0 -

B. desiiiteris 
Flexner 

0 0 -

V. cholaere 0 0 -

0 = absenţă 0 0 -

- = prezenţă 0 0 -

în afară de efectul bactericid şi bacteriostatic, alt efect al Allium sativum este 
cel de micşorare a nivelului lipidelor, pe perioadă îndelungată. 

Mathew P. şi Augusti T.(179) au studiat mecanismul de acţiune al allicinei 
asupra lipidelor, ajungând la concluzia că administrarea zilnică de Allium sativum, la 
bolnavii cu hipercolesterolemie duce la o scădere considerabilă a colesterolului (după 
o perioadă de două luni). Rezultatele obţinute au arătat o scădere considerabilă a 
lipidelor, atât în ser , cât şi în ficat, acest efect datorându-se scăderii nivelului 
trigliceridelor şi a colesterolului liber. 

Această scădere s-ar putea explica prin faptul că biosinteza trigliceridelor şi a 
fosfolipidelor este dependentă de existenţa a D-l,2-digliceridelor, biosinteza având 
loc în ficat cu participarea coenzimei A(162, 212, 274). 

Allicina , prin structura sa, are posibilitatea de a se combina cu gruparea SH 
activă a coenzimei A, aceasta constituind de fapt placa turnantă în biosinteza acizilor 
graşi,a colesterolului,trigliceridelor , precum şi a fosfolipidelor(288). în acest fel, 
efectul de scădere a nivelului lipidic, poate fi atribuit capacităţii allicinei de a inactiva 
grupările SH existente(7, 22, 180, 193, 329). 

Efectul micşorării nivelului colesterolemiei,este mai pronunţat asupra 
colesterolului liber decât asupra celui total (271). Acest studiu constituie şi o 
explicaţie a faptului că extractul de Allium Sativum este utilizat în tratamentul bolilor 
cardiace şi a ateriosclerozei(89, 205, 231, 233). 

Un alt efect benefic al plantei de Allium sativum este influenţa acestuia asupra 
dermatofiţilor(311) şi a drojdiilor(207, 235). Acest efect s-a dovedit a fi de zece ori 
mai mare decât asupra bacteriilor (16, 144). 
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Mai mulţi autori au studiat efectul plantei Allium sativum asupra a patru tipuri 
de Candida albicans (244), kxusei, tropicalis şi pseudotropicalis prin metoda Oxford, 
pe mediu de malţ-agar . Determinările au fost efectuate în paralel cu Nystatin. S-a 
observat că extractul de Allium sativum (cu un conţinut de aproximativ 0.4% allicină) 
este mult mai eficace decât o soluţie de allicină 5%(26, 41, 45, 72, 119). S-a 
determinat de asemenea efectul sinergie pe care Allium sativum le prezintă împreună 
cu amfotericina B asupra cryptococcus neoformans (274). 

Rezultate bune s-au obţinut şi în prezenţa unor agenţi oxidanţi (apă oxigenată) 
care au mărit activitatea lui Allium Sativum, datorită conţinutului în catalază a 
acestuia (20). 

Focke şi colaboratorii (106) au studiat,de asemenea, efectul allinazei şi a 
allicinei asupra biosintezei acizilor graşi în plante (90, 117). 

Allicină inhibă acetilcoenzimaA sintetaza(lOO). Această enzimă duce la 
formarea acetilcoenzimei A din acetat, adenozintrifosfat(ATP) şi coenzimă A, prin 
eliberarea de acetil coenzimă A, adenozinmonofosfat(AMP) şi pirofosfat. Rezultatele 
acestor autori au evidenţiat şi faptul că tiokinaza, este puţin afectată sau chiar deloc, şi 
că posedă un mecanism de reacţie diferit de cel al acetat tiokinazei (acetilcoenzimaA 
sintetaza) care este puternic influenţată de allicină. 

Aceeaşi autori au testat acetilcoenzimaA sintetaza în comparaţie cu alte enzime 
şi au ajuns la concluzia că toate sistemele enzimatice, care formează acetilcoenzimaA 
din acetat, sunt blocate de allicină. Sistemul bacterial, constând din acetatkinază şi 
fosfotransacetilază, generează acetilfosfat (din acetat şi ATP, formându-se ADP) şi o 
a doua treaptă, de transfer a radicalului activat pe coenzimă A (170, 193). 

Transformarea acidului piruvic în acid gras, nu este inhibată de către allicină. 
Yue-sheng Zhang şi Xing-ruo Chen(331) au studiat efectul antimutagenic al 

Allium sativum, asupra lui Escherichia coli WP 2. Inducerea efectului mutagenic a 
fost efectuată cu 4 nitrochinolină 1 oxid(4NQO) şi cu raze UV. 

Efectul antimutagenic al plantei Allium sativum a fost observat numai în cazul 
tratării cu 4nitrochinolină, ceea ce duce la concluzia că extractul poate acţiona prin 
inactivarea grupărilor electrofile a 4NQ sau prin inhibarea acţiunii sale metabolice. 

Analiza acţiunii oncogenice indică prezenţa activităţii mutagenice ca fiind 
implicată în procesul de carcmogeneză (257, 259); autorii emit ipoteza că prin 
intervenţiile în procesul acestor mutaţii, s-ar putea efectua un important pas în 
prevenirea cancerului. 

Investigaţiile epidemiologice au arătat corelarea între cantitatea de Allium 
sativum consumată în hrană şi carcinomul gastric. 

Cheng J. şi colaboratorii au indus cancer de colon cu dimetilhidrazină(DMH) 
(doza zilnică administrată a fost de 20 mg/kg corp); s-a constatat că la indivizii cărora 
li s-a administrat Allium sativum în dieta zilnică, incidenţa cancerului de colon a fost 
muh diminuată (52). 

A fost studiat efectul antitumoral al Allium sativum cultivat pe un sol îmbogăţit 
în seleniu. Administrarea de Aliium sativum a prezentat o puternică activitate 
chemopreventivă la şoarecii injectaţi cu dimetilbenzantracen (141, 142). 

A fost de asemenea remarcat efectul de inhibitor tumoral al plantei Allium 
sativum în cazul cancerului oral la şoareci ( 283, 298). 

Unele din componentele cu sulf ale plantei Allium sativum inhibă benzopirenul 
care induce neoplazia în stomacul de şoarece. Aceste obsevaţii au fost făcute de către 
Spamius şi colaboratorii în anul 1988,ei sugerând că Allium sativum ar putea conţine 
substanţe care să prevină cancerul, studii ulterioare fiind însă necesare pentru 
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elucidarea multitudinii de mecanisme între substanţele active din Allium Sativum. 
Singh a arătat că acest efect anitumoral l-ar putea avea dialildisulfurile ( 276). 

O serie de cercetători au pus în evidenţă existenţa unui alt efect deosebit de 
important pentru prevenirea bolilor coronariene, şi anume efectul 
hipocolesterolemiant ceea ce va duce şi la utilizarea acestei plante împotriva 
ateriosclerozei(218, 232, 235, 270, 272, 333). 

Un efect deosebit de important îl constituie efectul de antioxidant al 
componenţilor din Allium sativum. 

Se presupune că această plantă prezintă proprietatea de a înlătura radicalii liberi 
ai oxigenului care sunt implicaţi ca şi factori cauzatori atât ai hipercolesterolemiei, ai 
ateriosclerozei, ai aritmiei cât şi ai infarctului ischemic indus. Mecanismul prin care 
acţionează Allium sativum nu a fost încă stabilit, dar s-a dovedit că extractul de 
Allium sativum previne formarea de «OH indusă de malondialdehida din omogenatul 
de ficat de iepure. Această inhibare s-a dovedit a fi dependentă de concentraţie(243, 
244, 246). 

Mc Cord ( 189) a arătat importanţa existenţei unei balanţe oxidare- antioxidanţi 
pentru menţinerea sistemului oxido reducător de apărare la un nivel optim de acţiune. 

în anumite cantităţi, Allium sativum a dovedit că are un efect de reducere a 
agregării plachetare (200, 201, 206). Aii M. (11) a demonstrat că bulbul crud are un 
efect inhibitor asupra activităţii cicloxigenazei în ţesuturile de iepure şi anume un 
efect necompetitiv şi ireversibil.; acesta ar putea fi utilizat eficient în prevenirea 
trombozei, deci în prevenirea accidentelor cardio-vasculare (67-69). 

Roman Ramos (254) a arătat prezenţa efectului antihiperglicemiant al Allium 
sativum la iepuri . S-a dovedit un efect similar cu al medicamentelor uzuale. 

Singh, S. a efectuat observaţii asupra modificărilor cromozomiale induse prin 
iradiere cu raze gamma şi a efectuat şi determinări biochimice pentru identificarea 
modificărilor în conţinutul de grupări SH libere active precum şi a activităţii 
glutation-transferazei. S-a dovedit că animalele tratate anterior iradierii cu extract de 
Allium sativum au prezentat o scădere semnificativă atât a grupărilor SH cât şi a 
activităţii enzimei (276, 278) 

Allium sativum dovedeşte o serie de calităţi terapeutice dar a cărui mecanisme 
de acţiune nu se cunosc încă pe deplin, rămânând o direcţie de cercetare extrem de 
variată întrucât oferă posibilităţi de remediu pentru numeroase boli extrem de 
frecvente în zilele noastre cum ar fi: hipercolesterolemia, hiperglicemia, bolile cardio-
vasculare, precum şi o serie de alte boli generate de stresul oxidativ producător de 
radicali liberi ai oxigenului. 

Ţinând cont atât de compoziţia chimică extrem de complexă cât şi de efectele 
benefice ale plantei Allium sativum, determinate până în prezent, obiectivele tezei de 
doctorat constau în următoarele: 

- Studierea compoziţiei de bază a plantei Allium sativum indigen 
- Obţinerea unor extracte de Allium sativum 
- Sintetizarea unor tiosulfinaţi, necesari pentru punerea in evidenţă a activităţii 

enzimei allinază 
- Izolarea , determinarea masei moleculare a allinazei din planta Allium 

sativum indigen precum şi determinarea influenţei unor efectori asupra 
activităţii enzimei 

- Testarea biologică a extractelor obţinute în vederea determinării cantităţilor 
optime de Allium sativum ce trebuie administrate organismelor animale în 
vederea potenţării răspunsului acestora la diferiţi factori perturbatori ( 
interni şi externi) 
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PARTEA A II-A 

CONTWBUŢII PERSONALE 
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Aparatura utilizată în detenninările experimentale: 
1.Extracţia prin disilare uscată s-a realizat cu ajutorul unui rotavapor ROTVAC 

Evaporator tip RVO-64 
2.Punctele de topire s-au efectuat pe un aparat Boetius HMK 70/3193, DDR 
3.Analiza elementală s-a efectuat la un aparat Elemental Analyzer Carlo Erba 

Model 1100 
(^^rpeterminăile de spectru infraroşu s-au realizat în pastilă de KBr pe un aparat 

SPECORD M-80, Karl-Zeiss Jena 
5.Determinările de spectroscopie RMN s-au realizat pe un aparat VARIAN-

GEMINI-300, model 1992, operând la 300 MHz pentru proton 
6lt)eterminările activităţii enzimei allinază şi toate determinările de parametri 

biochimici s-au realizat pe un spectrofotometru în vizibil, SPECORD, Karl Zeiss 
JenâT'" 

(determinările activităţii glutation reductazei s-au realizat pe un 
spectrofotometru SPECORD UV-VIS, Karl Zeiss Jena 

8. Determinările de rotaţii specifice s-au făcut pe un polarimetru POLAMAT la 
lungimea de undă a sodiului, 589.3 nm 

9.Determinările de microelemente s-au realizat pe un spectrofotometru cu 
absorbţie atomică AASl-Karl Zeiss Jena, flacără de aer/acetilenă, lămpi specifice 

10.Determinarea masei moleculare a enzimei alinaza s-a efectuat şi cu ajutorul 
unui colector automat de fi-acţiuni de tipLabor Muszeripari Muvex (LMIM) iar pompa 
peristaltică utilizată a fost de tip LKB Bromma 10200 Perpex 

(iJJDeterminările modificărilor pe organe s-au efectuat cu ajutorul unui Microtom 
Romdidac 

12rt)eterminările microscopice: lame de ţesut şi formulă leucocitară s-au realizat 
cu un microscop Amplival, Karl Zeiss Jena prevăzut cu un aparat de fotografiat Zenit. 

Reactivii specifici utilzaţi: 
1.Reactiv Bertrand I : CUSO4X5H2O 4% în apă distilată 
2.Reactiv Bertrand II: 200g tartrat dublu de sodiu şi poatasiu şi 250 g NaOH la 1 

litru 
3.Reactiv Carrez I: K4[Fe(CN) 5] 15% în apă distilată 
4.Reactiv Carrez II: soluţie Zn(CH3C00) 2 23% 
5>eactiv Drabkin : 50mg KCN.lgNaHCOa şi 200 mg K3[Fe(CN)6] se dizolvă în 

11 apă distilată. 
6.Reactiv May-Grunwald: eosinat de albastru de metilen în suspensie în alcool 

etilic şi glicerină p.a. 
7. Reactiv Giemsa- colorant bazic azur II şi colorant neutru azur Il-eosină, în 

suspensie în alcool etilic şi glicerină p.a. 
5.Reactiv Gomall: 45g tartrat dublu de sodiu şi poatasiu, 30g NaOH p.a., 15g 

CUSO4,5g KI în 11 apă distilată 
9.Mediu G.E.A.M.: 1% peptonă , 0.2% K2 HPO4 ,2% agar soluţie 2% în lOOml 

apă distilată 
10.Mediu Levine: mediu G.E.A.M. la care se adaugă 2g%lactoză, 1.3ml% 

albastru de metilen soluţie 0.5%, 2ml% eoyină soluţie 2 %) 
11 .Mediu Sabouraud -bulion de came 
12.Mediu Mueller Hinton: geloză 
Prescurtări utilizate: 
C.M.I.= concentraţie minimă de inhibare 
C.M.B.=concentraţie minimă bactericidă 
U.F.C.= unităţi formatoare de germeni 
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Hb= hemoglobină 
MHb=methemoglobină 
MHbr=methemoglobin reductaza 
Glur= glutation reductaza 
Cat= catalaza 
ALAT= alanin aminotransferaza 
ASAT= aspartat aminotransferaza 

BUPT



CAPITOLUL 3 

3.L OBŢINEREA EXTRACTELOR DE ALLIUM SATIVUM 

3.1.1. Consideraţii teoretice cu privire la obţinerea extractelor din plante 

Cei mai utilizaţi solvenţi în prepararea extractelor sunt: apa, alcoolul de diferite 

concentraţii, amestecuri de alcool şi eter, amestecuri de alcool cu glicerină şi apa, alcool 

propilic, alcool metilic, cloroform, benzină, eter de petrol, eter etilic precum şi extracţia 

în prezenţa substanţelor tensioactive, a unor emulgatori sau detergenţi, etc. Alegerea 

solventului şi a concentraţiei lui se face ţinând seama de substanţele ce urmează a fi 

extrase, precum şi de substanţele inerte care nu trebuie antrenate în soluţie (140). 

Ţinîndu-se seama că în produsele vegetale, circulaţia tuturor substanţelor active se 

face în mediu apos, rezultă că extracţia optimă a principiilor active s-ar realiza cu apă. în 

realitate situaţia este diferită. Produsul vegetal uscat nu trebuie comparat cu o substanţă 

chimică deshidratată, ci trebuie considerată ca un produs complex, ţinând seama de toate 

modificările care au loc în timpul uscării. Prin trecerea protoplasmei celulare din stare de 

sol în stare de gel, deşi natura chimică în sine se modifică puţin, pot avea loc unele 

procese de coagulare ireversibilă datorită căldurii sau îmbătrânirii coloizilor, alături de 

unele reacţii enzimatice şi chimice. Concomitent cu moartea celulei, substanţele active 

dizolvate în sucul celular din vacuole, ajung în contact cu pereţii celulari, cu care, după 

caz, pot forma combinaţii solubile sau insolubile (260). 

Pe de altă parte,unele substanţe insolubile în apă, cum ar fi uleiurile volatile şi 

componentele lor, rezinele, alcoolii superiori, vitaminele liposolubile, etc. sunt menţinute 

în soluţie, în suspensie sau sunt emulsionate cu ajutorul unor substanţe hidrofile de tipul 

emulgatorilor, al căror efect poate să înceteze după moartea celulei, astfel încât 

componentele respective să nu mai fie solubile în apă. Pectinele insolubile 

(protopectinele) la încălzire trec în pectine solubile( 9). 
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Prin concentrarea conţinutului celular are loc o micşorare a pH-ului acestuia, 

unele sisteme tampon sunt dereglate şi substanţele stabile în condiţii normale pot suferi 

modificări în condiţiile nou create. 

Deci, una din problemele importante ale procesului de extracţie, este ca produsul 

vegetal să fie adus într-o stare cât mai apropiată de starea în care se afla iniţial, când 

celula era vie şi care să permită difuziunea şi osmoza, implicit , dizolvarea substanţelor 

din celula vegetală. 

S-a observat că celulele moarte îşi pierd puterea lor osmotică, dar totuşi, când prin 

peretele celular pătrunde o cantitate de apă, puterea osmotică a celulei este restabilită într-

o oarecare măsură. 

Primii cercetători care au obţinut un extract de Allium sativum au fost americanii 

Cavalitto şi Bailey ( 50); aceştia au fost urmaţi de o serie de alţi cercetători care au pus la 

punct diverse metode de extracţie atât în mediu apos cât şi în diverşi solvenţi. 

Scopul urmărit în prezentul studiu a fost obţinerea unor extracte în condiţii cât 

mai facile din care să poată fi efectuate determinările ulterioare ale compoziţiei , cu 

menţinerea cât mai riguroasă a componenţilor răspunzători de efectele terapeutice . 

Astfel s-a procedat la obţinerea extractelor atât prin distilare uscată cât şi în mediu 

apos. 

Materialul vegetal studiat s-a procurat de pe piaţa locală. 

3.1.2 . Obţinerea extractelor din Allium sativum 

3.1.2.1. Obţinerea extractelor de Allium sativum prin distilare uscată 

Modul de lucru: 

S-au luat în lucru 200g bulbi curăţaţi de usturoi, pentru fiecare şarjă. 

Materialul crud curăţat a fost introdus în balonul de distilare care a fost racordat la 

un rotavapor. 

Distilarea s-a efectuat fără solvenţi ; pe tot parcursul distilării (x = 60 minute) s-a 

barbotat un curent slab de CO2 , pentm prevenirea oxidării produşilor de distilare. 

S-au obţinut în medie 110 ± 23 ml lichid uleios şi 72 ± 15 g masă uscată. 

S-a lucrat în diferite condiţii de extracţie ( s-a modificat temperatura, timpul de 

extracţie, vidul aplicat în sistem precum şi gazul inert ) pentm a identifica condiţiile 
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optime de obţinere a unui extract prin distilare uscată , cu efect maxim bactericid şi 

bacteriostatic. Rezultatele sunt prezentate în tabelul 3.1. 

Variaţia parametrilor de extracţie prin distilare uscată 

Tabelul 3.1 

40 N2 25 60 
40 CO2 25 120 
60 CO2 25 120 
80 N2 30 60 
80 CO2 30 120 
100 N2 20 120 
100 CO2 20 240 
120 CO2 20 240 
180 N2 30 60 

1 240 N2 30 60 

3.1.2.2. Obţinerea extractelor apoase de Allium sativum 

Fiecare şaijă a constat în utilizarea a 400 g bulbi proaspăt curăţaţi ; materialul 

vegetal proaspăt curăţat, s-a mărunţit printr-un aparat de tip Waming. La bulbii curăţaţi a 

fost adăugată soluţie tampon fosfat Na2HP04 / NaH2P04 ( pH =7.0) de 4°C , în raport de 

2g bulb : Iv soluţie tampon. Mărunţirea s-a efectuat în 2-3 etape, timp de maxim 1 minut, 

pentru a preveni încălzirea masei de macerat şi astfel o eventuală pierdere în tiosulfmaţi. 

Maceratul obţinut s-a menţinut la temperatura de 4 ®C timp de 30 minute, după 

care a fost supus centrifugării la 4 ®C timp de 30 minute la 3500 rot/ minut, într-o 

centrifugă Janetzky cu răcire. După centrifugare s-a separat supematantul care s-a 

prezentat ca un lichid galben-deschis cu miros specific , putemic înţepător. Supematantul 

s-a filtrat pe hârtie Wathman 1 , sterilizată în prealabil în etuvă. Acesta a fost împărţit în 

patru fracţiuni , şi anume: prima fracţiune a fost introdusă imediat în congelator şi 

păstrată până în momentul testării, cea de-a doua fracţiune a fost introdusă în frigider la 

temperatura de 4®C, a treia fracţiune a fost stabilizată cu glicerină anhidră (10% volum 

supematant) şi menţinută în frigider la 4°C iar cea de-a patra fracţiune a fost menţinută la 

temperatura camerei ( 20-22°C). 
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S-au obţinut în medie 250 ± 32 ml extract. 

Ulterior fracţiunile , din fiecare şaijă, au fost supuse determinărilor principalilor 

bioconstituenţi şi au fost testate din punct de vedere al menţinerii cantităţii de tiosulfinaţi 

în funcţie de condiţiile de condiţionare şi de depozitare. Rezultatele sunt prezentate în 

tabelele 3.3-3.6, respectiv graficele 3.2-3.5. 

3.1.2.3. Analiza compoziţiei extractelor de Allium sativum 

S-a trecut la identificarea principalilor bioconstituenţi din extractele obţinute. Au 

fost determinaţi următorii constituenţi: umiditatea şi cenuşa prin metoda gravimetrică, 

glucidele reducătoare prin metoda Bertrand, lipidele totale prin metoda extracţiei cu 

solvenţi ( Soxhlet ) şi proteinele totale , prin metoda microKjeldhal (260). Metodele 

utilizate sunt descrise în cele ce urmează . 

Determinarea umidităţii materialului brut ( bulbi proaspeţi de Allium sativum). 

Metoda se bazează pe determinarea pierderii în greutate a probei ce a fost uscată la 

temperatura de 105 °C. în cazul produselor vegetale cu un conţinut mare de apă (legume, 

fructe) este necesară o uscare preliminară în curent de aer cald la 60°C. în continuare se 

execută uscarea la 150°C întocmai ca şi la produsele cu un conţinut redus de apă . Pe 

lângă apă se evaporă şi cantităţi mici de substanţe volatile, acizi liberi volatili, etc. 

Modul de lucru 

într-o fiolă de cântărire care a fost adusă la greutate constantă , s-au cântărit 3g de 

bulbi proaspeţi de Allium sativum. Proba de analizat a fost în prealabil uscată la aer şi 

măcinată fin. Fiola de cântărire cu proba s-a introdus într-o etuvă şi s-a ţinut la 

temperatura de 105 °C timp de 3 ore. Fiola, scoasă din etuvă, s-a acoperit cu capacul şi s-

a introdus într-un exicator pentru răcire şi apoi s-a cântărit. Diferenţa între cele două 

cântăriri ale fiolei reprezintă cantitatea de apă higroscopică pe care o conţine substanţa de 

analizat. 

Calculul umidităţii în procente (U%) se face cu formula: 

g 
U% = xlOO 

G 
Unde: g = gi-g2 
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G = greutatea substanţei de analizat, în grame 

gi = greutatea fiolei cu materialul proaspăt cântărit 

g2 = greutatea fiolei cu material, după uscare 

g = greutatea apei conţinută în G g substanţă 

Substanţa uscată %= 100 - U 

Determinarea cenuşei brute 

Cenuşa brută este formată din componentele minerale existente în produsele 

vegetale din resturi de pământ, nisip cât şi din altele ce se formează în timpul incinerării 

(particole de cărbune nears). Proporţia de cenuşă a ţesutului vegetal este o mărime ce 

depinde nu numai de conţinutul în elemente fixe al materiei vegetale ci şi de condiţiile în 

care se face incinerarea (ex. temperatura ) ( 260). 

Modul de lucru 

într-un creuzet de porţelan calcinat şi tarat în prealabil s-au introdus 5g din 

materialul vegetal, cântărit la balanţa analitică. Calcinarea creuzetului cu materialul 

vegetal s-a efectuat întâi cu ajutorul becului Bunsen, pe sită de azbest, iar apoi în cuptorul 

electric la temperatura de 500®C, până la obţinerea unui reziduu alb cenuşiu. Creuzetul a 

fost lăsat să se răcească în exicator şi apoi s-a cântărit. 

Calculul: 

Conţinutul în cenuşă raportat la materialul vegetal uscat (Ci % ) s-a calculat după 

relaţia: 

100 

Ci% = C 
100 - U 

unde : Ci = conţinutul procentual în cenuşă al materialului uscat 

C = conţinutul procentual în cenuşă al materialului cu umiditate U 

U = umiditatea în % 

Determinarea glucidelor 

Determinarea glucidelor din produsele vegetale se face din materialul proaspăt 

recoltat, deoarece prin păstrare conţinutul lor scade , datorită activităţii unor enzime. 

Pentru a putea fi determinate , glucidele trebuiesc extrase din ţesuturile vegetale . în mod 
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obişnuit extragerea se realizează prin menţinerea probei măninţite, un anumit timp în apă 

fierbinte. Deoarece în extract se găsesc alături de glucide şi alte substanţe ca protide , 

acizi organici sau pigmenţi , este necesară îndepărtarea acestora prin operaţia numită 

defecare. 

Defecarea se bazează pe proprietatea substanţelor care însoţesc glucidele de a da cu 

sărurile metalelor grele ( plumb, mercur, fier, et.) precipitate greu solubile care pot fi apoi 

îndepărtate prin filtrare. 

Când se urmăreşte determinarea glucidelor reducătoare, dozarea se face direct din 

soluţia defecată. 

Extractul defecat se tratează cu un exces de soluţie alcalină cupro- tartrică ( 

reactivul Bertrand I şi II) , se încălzeşte la fierbere , după care are loc titrarea cu soluţie 

de KMn04 0.1n. 

Din volumul soluţiei de permanganat de potasiu utilizat la titrare se calculează 

conţinutul în glucide reducătoare respectiv în glucoză , ştiind că la 1 ml soluţie de 

permanganat 0.1 n corespund 6.36 mg Cu. 

Modul de lucru 

într-un balon cotat de 250 ml s-au introdus aproximativ 5 g bulbi proaspeţi 

mărunţiţi (cântăriţi cu precizie de 0.0Ig) peste care s-au adăugat 150 ml apă distilată. S-a 

agitat conţinutul şi s-a neutralizat aciditatea cu ajutorul Na2C03 în prezenţa hârtiei 

indicatoare de pH (pH=7). Balonul s-a încălzit pe o baie de apă , la temperatura de 80° C 

timp de 30 minute. După răcirea balonului până la 25-30°C , s-au adaugat 6 ml soluţie 

Carrez îşi II, s-a agitat şi s-a lăsat în repaus. 

Pentru a controla dacă precipitarea substanţelor balast a fost cantitativă, s-au filtrat 

1-2 ml din lichid într-o epnibetă în care s-a mai adaugat o mică porţiune de soluţie 
A 

Carrez. In cazul în care nu s-a mai produs precipitat s-a considerat că defecarea a fost 

completă. 

Conţinutul eprubetei s-a trecut cantitativ înapoi în balonul de 250 ml s-a adus la 

semn cu apă distilată după care s-a filtrat conţinutul printr-un filtru uscat. Filtratul trebuie 

să fie limpede şi incolor. Dacă filtratul este colorat şi tulbure , neutralizarea nu a fost 

corect efectuată şi operaţiile de pregătire s-au reluat. 
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Pentru determinarea glucidelor reducătoare , se utilizează direct această soluţie iar 

pentru determinarea glucidelor totale , este necesară invertirea acestei soluţii. 

Determinarea glucidelor totale 

într-un balon cotat de 100 ml s-au introdus 50 ml din soluţia filtrată utilizată la 

determinarea glucidelor reducătoare şi s-a tratat cu 5 ml de acid clorhidric concentrat. 

Conţinutul balonului s-a încălzit pe o baie de apă timp de 5 minute la temperatura de 67-

70 "" C. Balonul s-a răcit apoi sub jet de apă, s-a neutralizat conţinutul cu carbonat de 

sodiu , s-a complectat până la semn şi s-a filtrat. în continuare s-a procedat ca şi la 

determinarea glucidelor reducătoare. 

Determinarea glucidelor direct reducătoare 

într-o fiolă conică Erlenmayer s-au introdus 20 ml din soluţia filtrată , s-au adaugat 

20 ml soluţie Bertrand I şi 20 ml soluţie Bertrand II . S-a încălzit la fierbere exact 3 

minute . S-a lăsat în repaus pentru depunerea precipitatului de oxid cupros ( CU2O) şi apoi 

s-a filtrat pe un creuzet filtrant nr.4 . Precipitatul s-a spălat în porţiuni cu apă distilată 

fierbinte până la reacţia complet neutră faţă de hârtia de pH. 

După îndepărtarea filtratului din vasul de trompă şi s-a remontat creuzetul filtrant 

pe care se află precipitatul de oxid roşu cupros. Peste precipitat s-au adaugat 20 ml de 

sulfat feric. 

Oxidul cupros trece în compusul cupric solubil având o coloraţie verde. Soluţia din 

vasul de trompă s-a titrat cu o soluţie de permanganat de potasiu 0.1 n până când soluţia 

se colorează în roz persistent 30 de secunde. 

Calculul: 

La Iml KMn04 O.ln corespund 6.357 mg Cu. 

Pentru a determina cantitatea de glucoză corespunzătoare cantităţii de material 

analizat, s-a aplicat formula : 

mi X V 
% glucoză = 

10 V X g 

unde mi = mg glucoză corespunzătoare la ml de KMn04 utilizaţi la titrare 

V = volumul total de extract, în ml 

V = cota parte luată pentm dozare din extractul V 
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g = masa probei în grame din care s-au obţinut V ml extract 

Raportată la substanţa uscată, cantitatea de glucide reducătoare va f i : 

m, X V 100 

% glucide reducătoare = x 

lOv X g 100-U 

unde U = umiditatea substanţei analizate 

Determinarea lipidelor totale prin metoda Soxhlet 

Extracţia lipidelor se realizează cu aparatul Soxhlet utilizând ca solvent de extracţie 

eterul de petrol. Prin extracţie, alături de lipidele propriuzise se extrag şi răşini , ceruri, 

uleiuri eterice, pigmenţi , din care cauză produsul obţinut după îndepărtarea solventului 

poartă denumirea de lipidă brută. 

Modul de lucru: 

în cartuşul de extracţie s-au cântărit la balanţa analitică, 3 grame de produs vegetal 

fin mărunţit care a fost uscat în prealabil la 105 °C. Cartuşul cu substanţă s-a introdus în 

extractorul aparatului. Balonul extractorului, cântărit în prealabil la balanţa analitică, s-a 

ataşat extractorului şi s-a adaugat apoi eter de petrol în extractor, peste cartuşul cu probă , 

până ce lichidul a depăşit curba tubului de sifonare , apoi s-a adaugat încă puţin solvent în 

plus. Eterul sifonează şi va trece din extractor în balon. S-a început încălzirea balonului 

pe o baie de apă. 

Timpul necesar extracţiei a fost de 6 ore , necesar obţinerii a 24 de sifonări. 

După ultima sifonare, eterul a fost lăsat în balon . S-a demontat refrigerentul şi s-a 

scos cartuşul din extractor. După uscare, acesta a fost din nou cântărit la balanţa analitică. 

Eterul de petrol din balon a fost supus evaporării , pe fundul balonului rămânând 

grăsimea extrasă . Balonul a fost introdus în etuvă pentru uscare timp de 1 oră la 

temperatura de 100-105®C apoi balonul a fost introdus în exicator iar după răcire acesta 

s-a cântărit din nou. 

Calculul: 

1 0 0 x ( G 2 - G I ) 

Grăsimea brută = 

G 

G = cantitatea de material luat în lucru 
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Gi= greutatea balonului gol, după uscarea la greutate constantă 

G2 = greutatea balonului, după extracţie şi uscare în etuvă 

Determinarea proteinelor brute prin metoda microKjeldhal 

Prin proteine brute se înţelege totalitatea de substanţe cu azot dintr-un produs 

vegetal. 

Azotul total se determină prin trecerea acestuia în sulfat de amoniu , după o 

prealabilă mineralizare a produsului vegetal în mediu de acid sulfuric şi titrarea ulterioară 

a amoniacului degajat din reacţie, prin titrare( 260) . 

Modul de lucru 

S-a cântărit la balanţa analitică 1 g bulbi de Allium sativum proaspăt curăţiţi pe 

care l-am introdus cantitativ într-un balon Kjeldhal de dezagregare , de 250 ml. S-au 

adăugat 0.5 g CUSO4 şi 0.5 g K2SO4. Balonul a fost încălzit treptat , timp de 30 minute 

până când soluţia s-a limpezit devenind transparentă. După limpezire, s-a continuat 

încălzirea timp de 1 oră pentru desăvârşirea reacţiilor. După răcire , soluţia s-a diluat cu 

50 ml apă distilată şi s-a introdus în balonul de distilare. Peste produsul mineralizat s-au 

adăugat câteva picături de fenolftaleină şi un vârf de spatulă de Zn. S-a adăugat treptat o 

soluţie de NaOH 40% până la virajul fenolflaleinei în roz. După adaosul tuturor 

reactivilor s-a făcut legătura cu un refrigerent a cărui capăt inferior , a fost imersat într-o 

fiolă cu 25 ml de H2SO4 0.05n de factor cunoscut. Conţinutul balonului a fost supus 

distilării timp de o oră , până la distilarea completă a amoniacului. Conţinutul fiolei a fost 

titrat cu o soluţie de NaOH 0.05n , în prezenţa fenolftaleinei, până la virajul indicatorului 

de la incolor la roz pal. 

Calculul: 

(V- V,) X 0.014 X 6.25 X 100 

% proteină brută = 

G 

Unde: 

V = volumul soluţiei de NaOH O.ln utilizat pentru neutralizarea probei martor 

Vi= volumul de soluţie de NaOH O.ln utilizat la titrarea probei de determinat 

G = cantitatea de substanţă în g , luată în lucru 

6.25 = factorul de transformare pentru calculul proteinei brute 
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0.014 = cantitatea în g de azot ce corespunde la 1 ml I I2S()4 0.1 n 

Pentru cele două tipuri de extracte ca şi pentru rezidiul uscat s-au cfcctuat aceleaşi 

determinări ca şi pentru bulbul proaspăt. Rezultatele compoziţiei în bioconstituenţi a 

celor două tipuri de extracte sunt prezentate în tabelul 3.3. 

Determinarea tiosulfmatUor prin metoda Nakata 

Carson şi Wong (48) au pus la punct în anul 1959 o metodă colorimctrică de 

determinare a tiosulfmaţilor cu N-etilmaleinimidă; această metodă a permis identificarea 

cantitativă a acestora şi de a-i distinge net faţă de compuşii disulfurici similari. Totuşi 

metoda a prezentat dezavantajul instabilităţii în timp a culorii; în acest sens Nakata (210), 

în 1970, a reuşit să înlăture acest dezavantaj prin adăugarea în mediul de reacţie a 

acidului ascorbic, care stabilizează culoarea dând rezultate satisfăcătoare în determinarea 

tiosulfmaţilor. compuşi de mare preponderenţă în plantele de Allium sativum şi Alium 

cepa. 

Acest procedeu a fost utilizat pentru determinarea tiosulfmaţilor din extractele de 

Allim sativum prezentate anterior. 

în prealabil s-a realizat o curbă etalon pentru determinarea tiosulfmaţilor. urmând 

următorul mod de lucru: 

într-un balon cotat de 100 ml s-a introdus o cantitate de 0.162g dialiltiosulfinat p.a, 

cântărită la balanţa analitică şi s-a adus la semn cu alcool izopropilic. 
/N 

In nouă eprubete s-au introdus următoarele cantităţi de soluţie de alicina 1 mM % 

în alcool izopropilic: 
Nr. crt. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Vml 0.5 0.75 1.00 1.25 1.50 1.75 2.00 2.25 2.50 

Tiosulf. 

mM 

0.005 0.0075 0.010 0.0125 0.0150 0.0175 0.020 0.0225 0.025 

Tiosulf. 

mg 

0.81 1.215 1.62 2.025 2.43 2.83 3.24 3.645 4.05 

In fiecare din aceste eprubete s-au mai introdus: Iml de N-metilmaleinimidă 0.05m, 

Iml KOH 0.25n , 1.5ml acid ascorbic 1% şi alcool izopropilic până la un volum final de 6 

ml. Reactivii s-au adăugat în picături şi sub agitarea permanentă a amestecului. 

Amestecurile astfel obţinute s-au introdus într-un vas conţinând apă cu gheaţă. Reacţia s-
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a considerat definitivată după 10 minute, când s-a obţinut un compus stabil de coloraţie 

roşie. Absorbanţele amestecurilor s-au determinat la 515nm. 

Curba etalon pentru determinarea tiosulfmaţilor este prezentată în tabelul 3.2 şi 

graficul 3.1. 

Curba etalon pentru determinarea tiosulfînaţilor prin metoda cu N-

etilmaleimidă 

Tabel nr. 3.2 

Nr.probă 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
tio 

sulfinaţi 
mmoli 

0.005 0.0075 0.01 0.0125 0.015 0.0175 0.02 0.0225 0.025 

Absorbanţă 0.19 0.275 0.365 0.45 0.548 0.675 0.77 0.882 0.99 
Pentru valorile determinate ale extincţiei funcţie de concentraţiile di ferite a e 

etalonului , s-a obţinut un grad de corelaţie r= 0.998621; ecuaţia de regresie corespunde 

unei drepte: y= 0.005234x+0.034255 

Graficul 3.1 

Curba etalon pentru determinarea tiosulflnatilor 

1.2 

1 

0.8 

0.6 

0.4 

0.2 

O 

-•-DO 

0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 

conc. mmoli 

Tiosulfinaţii au fost determinaţi din extractele de Allium sativum prin procedeul de 

extracţie cu dietileter. 
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Modul de lucru 

într-o pâlnie de separare s-au introdus 15 ml extract peste care s-au adăugat 30 ml 

dietileter; după o agitare energică timp de 5 minute şi separarea fazelor, faza apoasă a 

fost reextrasă cu încă 30 ml dietileter. Extractul eteric a fost evaporat la temperatura 

camerei până la dispariţia mirosului caracteristic al eterului. Rezidului obţinut i s-au 

adăugat 2 ml alcool izopropilic iar după o agitare eficientă , soluţia obţinută a fost diluată 

cu acelaşi solvent de 100 de ori. Acest extract a fost apoi supus în continuare determinării 

tiosulfmaţilor. 

La Iml extract s-a adăugat 1 ml de N-etilmaleinimidă 0.05m; peste acest amestec s-

au adăugat, în picături şi sub agitare, 1 ml de KOH 0.25 m, şi 1.5 ml acid ascorbic 1% . 

Amestecul a fost introdus într-o capsulă conţinând agent de răcire (apă cu gheaţă). După 

10 minute reacţia s-a considerat definitivată, obţinându-se o coloraţie roşie . Concentraţia 

tiosulfînaţilor s-a efectuat prin citirea absorbanţei probei la 515 nm. 

Rezultatele determinărilor sunt prezentate în tabelul 3.4. 

Valorile parametrilor obţinuţi sunt apropiate de valorile obţinute în literatura de 

specialitate (17,50, 55 ) pentru Allium sativum provenind din alte regiuni ale globului. 

3.2. Rezultate şi discuţii 

în tabelul 3.1 este prezentată variaţia condiţiilor de reacţie a câtorva din extractele 

obţinute prin distilare uscată. 

Cele mai bune rezultate obţinute , după testarea bactericidă şi bacteriostatică au fost 

obţinute cu extractele obţinute în mediu de gaz inert (N2 sau CO2), la temperaturi între 

80-120 ®C şi 20-30 mmHg. 

Testarea bactericidă şi bacteriostatică a fost efectuată prin metoda diluţiilor 

succesive şi este prezentată în subcapitolul 6.1. 

Prin distilare uscată , la temperaturi sub 120®C, s-au obţinut produse de distilare 

având aspectul de lichide uleioase vâscoase de culoare alb- gălbuie cu densitatea medie 

de p =1.341 ± 0.029, pe când la temperaturi mai mari de 120 °C s-au obţinut distilate 

închise la culoare, cu vâscozitate ridicată şi inactive din punct de vedere biologic. 

Datele obţinute în urma efectuării determinării principalilor bioconstituenţi asupra 

fiecărei şaije din cele două tipuri de extracte obţinute experimental sunt prezentate în 

tabelul 3.3. 
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Valorile medii ale principalilor componenţi chimici din extractele de Allium 
sativum 

Tabelul 3.3. 

1 64.3±3.32 1.15±0.2 27.6 ±1.2 0.2 ± 0.03 6.2 ±0.71 

5.9 ±1.33 3.93± 0.5 - 7.2 ±0.5 3.0 ±0.15 

1 73.3±1.25 0.8 ± 0.02 20.3 ±0.98 0.24 ±0.04 6.36± 0.27 

Compoziţia extractelor , în principalii componenţi chimici se situează la valori 

similare cu a celor menţionate în literatura de specialitate la celelalte specii de Allium 

sativum (17 ). Astfel se constată că nu există diferenţe semnificative în bioconstituenţii 

principali ai speciei în funcţie de condiţiile pedoclimatice. 

Din extractele obţinute prin metodele prezentate anterior au fost efectuate şi 

determinările a câtorva bioelemente cu ajutorul unui spectrofotometru cu absorbţie 

atomică. 

Rezultatele sunt prezentate , pentru ambele tipuri de extracte în tabelul 3.4 şi 3.5. 

Valorile unor macroelemente determinate în extractele obţinute de Allium 
sativum 

Tabelul 3.4 

1 60 ± 12 50±8.3 420±37 49±13 34±12 15±22 90±10.2 

54±0.9 25±3.0 350±12 50±3.5 30±0.8 20±1.5 108±12 

62±0.5 55±1.3 480±23 55±62 31±0.7 16±18 92±3.2 
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Valorile medii ale unor microelemente determinate în extractele obţinute de 
Allium sativum 

Tabelul 3.5 

1 3.2± 1.8± 0.72± 0.5± 0.5± 0.1± 0.15± 10± urme 
0.25 1.02 0.12 0.25 0.05 0.02 0.1 3.4 
3.7± 0.9± 0.5± 0.51± 0.31± 0.075 0.1+ 2± urme 
0.78 0.13 0.07 0.15 0.09 ±0.02 0.15 0.5 
3.6 ± 1.5± 0.60± 0.72± 0.60± 0.2+ 0.30± 15± urme 
0.20 0.9 0.21 0.12 0.10 0.05 0.02 3.3 

Din datele prezentate în tabelul 3.4 se constată valori apropiate ale 

macroelementelor de valorile indicate de literatura de specialitate (56); în ceea ce priveşte 

cantitatea de seleniu , care , în medie , se situeză la valori de 10-15 |xg % , sunt cu 15 % 

mai ridicate faţă de valorile întâlnite în literatură; restul valorilor microelementelor 

determinate se situează la valori apropiate de a celor din literatura de specialitate . 

Conţinutul în tiosulfinaţi a fost determinat după diferite intervale de timp de 

depozitare la 4°C, respectiv 22 ® C. 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 3.6 şi graficele 3.2- 3.5 

Conţinutul în tiosulfinaţilor (mmol/ lOOml extract) din extractele de Allium 
sativum, în funcţie de durata , temperatura de păstrare şi condiţionare a acestora 

Tabelul 3.6 

1.84 
±0.21 

3.30 
±0.12 

1.52 
±0.10 

3.89 
±0.31 

0.92 
±0.07 

3.56 
±0.50 

- 0.47 
±0.20 

3.05 
±0.18 

3.46 
±0.41 

3.47 
±0.23 

3.69 
±0.17 

1.02 
±0.09 

3.47 
±0.25 

0.71 
±0.12 

1.12 
±0.17 

3.15 
±0.03 

3.20 
±0.15 

3.25 
±0.61 

3.91 
±0.21 

3.04 
±0.05 

3.79 
±0.52 

1.41 
±0.30 

3.51 
±0.11 
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Graficul 3.2 

Variaţia tiosulfinatilor prezenţi în diferite tipuri de extracte, la 22 grade C 

11 
12 
13 

tip extract 
3ore 7zile 30zile 

timp 

1- extract distilare uscată; 2- extract apos 2( bulbi):!(tampon); 3- extract apos stabilizat 

Graficul 3.3 

Variaţia concentraţiei tiosulfinatilor la depozitarea extractelor 
la temperatura de 22 grade C 

30^ 

1 
•2 

^ 3 

3 ore 7zile 30zile 

t imp 

1-extract distilare uscată; 2- extract apos 2( bulbi): 1 (tampon); 3- extract apos stabilizat 
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Din datele prezentate anterior se observă un conţinut în tiosulfinaţi mai crescut cu 
7.6% în extractul apos prelucrat la temperatura de 4°C , faţă de extractul obţinut prin 
distilare uscată, şi cu 26.21% mai mare faţă de extractul apos menţinut la temperatura de 
22 ° C. Acest conţinut în tiosulfinaţi creşte după 3 ore cu 8.6 % la extractul apos obţinut 
la , respectiv cu 44.5 % faţă de extractul menţinut la temperatura de 22 ""C. 

După 7 zile , în urma repetării determinării cantităţii în tiosulfinaţi , se observă o 
scădere cu 8.9 % a concentraţiei acestora, la extractele apoase menţinute la 4° C, pe când 
la cele menţinute la 22°C, se observă o scădere cu 41.29 %. 

După 30 de zile , reducerea cantităţii de tiosulfinaţi este şi mai drastică, ajungând 
aproape de 1/3 din conţinut atât la extractele menţinute la 22°C cât şi la cele menţinute la 
4°C. O cantitate de tiosulfinaţi , redusă cu numai 13.75 % se observă la extractul apos 
condiţionat în 10% glicerină. 

Graficul 3.4 

V a r i a ţ i a c o n c e n t r a ţ i e i t i o s u Ifin a t i lo r în f u n c ţ i e d e 
t i p u l d e e x t r a c t , la t e m p e r a t u r a d e 4 g r a d e C 

o c o 
o 

12 
13 

t ip e x t r a c t 

3 oi-e 7 z i l e 

t im p 

3 0 z i l e 

1- extract distilare uscată; 2- extract apos 2( bulbi):!(tampon); 3- extract apos stabilizat 
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Graficul 3.5. 

Variaţia concentraţiei tiosulflnatilor la depozitarea 
extractelor la temperatura de 4 grade C 

30^ 3 ore 7 zile 

timp 

30 zile 

1 

-^r—2 

1-extract distilare uscată; 2- extract apos 2( bulbi): 1 (tampon); 3- extract apos stabilizat 

3.3. Concluzii 
• Principalii bioconstituenţi ai Allium sativoim autohton se situează la valori 

comparabile cu a altor specii de Allium sativum; deci aceştia nu sunt influenţaţi 

esenţial de condiţile pedoclimatice 

• Se observă valori medii mai mari ale mineralelor în extractul apos faţă de cele 

determinate în extractul obţinut prin distilare uscată dar care se situează , la 

ambele tipuri de extracte , la valori apropiate de cele redate în literatura de 

specialitate ; astfel se înregistrează valori ale Ca şi Mg ce se situează la limita 

inferioară a datelor din literatură, pentru extractul apos, pe când sulful 

înregistrează valori cu 10% , respectiv fosforul cu 8%, mai ridicate faţă de 

valorile întâlnite în literatură; dintre microelemente se remarcă seleniul , care se 

situează la valori cu 15 % mai ridicate faţă de valorile întâlnite în literatură; 

restul valorilor microelementelor determinate se situează la valori apropiate de 

a celor din literatura de specialitate (56 ). 

• Cantitatea de tiosulfmaţi se reduce considerabil la extractul obţinut prin 

distilare uscată, în urma menţinerii extractului la temperatura camerei şi la 
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aproximativ 1/3 din valoarea iniţială , după 30 de zile de stocare la temperatura 

de 4°C. 

Tiosulfinaţii suferă o depreciere aproape insesizabilă la extractul apos 
condiţionat cu glicerină şi menţinut la temperatura de 
Se observă în acest fel o influenţă semnificativă , atât a modului de obţinere a 
extractului cât şi a condiţionării acestuia; rezultate superioare în menţinerea 
principiilor activi ai extractului se pot realiza prin stocarea extractului apos la 
temperaturi de 4°C, cu 10% adaos de glicerină ca stabilizator. 
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CAPITOLUL 4 

SINTEZA UNOR S-ALCfflL-L-CISTEINE ŞI A SULFOXIZILOR LOR 

CORESPUNZĂTORI 

4.L CONSIDERAŢII TEORETICE 

în urma investigaţilor efectuate asupra compoziţiei extractelor de Allium sativum, 

în ultimii ani s-a încercat să se stabilească care sunt compuşii primari responsabili atât de 

aroma caracteristică a acestuia dar mai ales de activitatea fiziologică a acestuia. 

Majoritatea cercetătorilor au stabilit formarea în principal a tiosulfmaţilor numai în 

momentul distrugerii ţesuturilor de Allium sativum precum şi a altor compuşi care se 

formează în cursul catabolizării celor dintâi. 

Stoll şi Seebeck ( 288) au evidenţiat în 1948, un precursor al alicinei, pe care l-au 

denumit alliină. Prin intermediul enzimei alinaza, alliina se transformă rapid, în urma 

lezării materialului vegetal, în alicină, proces în urma căruia se formează amoniac şi un 

cetoacid. 

Din cei 4 izomeri optici posibili , alliina s-a dovedit a fi identică cu izomerul (+ ) 

S-alil-L-cistein sulfonatului. Ea însăşi este o substanţă fară miros, hidrosolubilă şi destul 

de stabilă. 

Pe lângă (+)-S-alil-L-cisteina şi a derivaţilor ei se mai formează şi alţi compuşi 

generatori ai alchilcisteinsulfoxizilor, cum ar fi y-glutamil-S-alchil-cisteinele, precum şi 

o clasă de compuşi ciclici derivaţi ai alchil-L-cisteinelor, denumiţi ajone. 

BUPT



68 

NH2—C H-C H j - C Hj-C-NH-H 

;00H 

'H CH2 S R 

ns peptidaza 

NH2—CU—CH2-SR 

;00H COOH 

gama-glutamil-S-alchil-L-cisteina H2O2 

alinaza 

R — S 

i 
R NH2—CH—CHf-^-R 

COOH O 

Atât biosinteza acestor compuşi cât şi ultimele date din literatura de specialitate au 

fost prezentate în prima parte a tezei. 

S-a constat că alinaza nu prezintă specificitate strict pentru alliină ci acţiunii ei sunt 

supuşi toţi derivaţii cisteinei cu formula generală : 

R—5—CH2—CH—COOH T 
O NH2 

Unde R = trans-l-propenil- , trans-2-propenil-, -metil, -etil, -propil, etc. iar 

gruparea -NH2 nu poate fi substituită. Atomul de sulf trebuie să apară ca sulfoxid, iar 

dintre cei doi atomi de hidrogen ai grupării metilenice din p, doar unul din ei poate fi 

substituit ( 139). 

Singura specificitate a acţiunii enzimei constă în scindarea rapidă doar a derivaţilor 

cu configuraţia optică identică cu cea a alliinei naturale (izomerul (+)-S-alil-L-cisteinei). 

Scindarea (-)S-alil-L-cisteinei decurge încet, iar izomerii derivaţi de la D-cisteină nu sunt 

afectaţi de acţiunea acestei enzime. 
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4.2. Sinteza S-alchil-L-cisteinelor 

4.2.1. Material şi metodă 

Sinteza S-alchil-L-cisteinelor se bazează pe reacţia generală: 

NaOH 

R ^ + HS-CH2—CH—NH2 — R—S—CH2—CH—NH 

hatogenurâ de 
alchfl 

COOH 

cisteină 

COOH 

S- afchiH^cisteinâ 

S-alchil-L-cisteinele sintetizate precum şi materile prime utilizate sunt prezentate în 

tabelul 4.1 

Tabelul 4.1 

S-a lucrat după o metodă generală (137) utilizînd rapoartele molare cisteină: 

halogenură de alchil între 1: 1,1-1.3, în diferiţi solvenţi: alcool metilic, alcool etilic, 

acetonă, la temperaturi cuprinse între 18-40°C, la un interval de pH= 5-7. 

în fmal s-a pus la punct o metodă de sinteză aplicată pentru toţi derivaţii S-alchil 

(alchenil)-L-cisteinei obţinuţi. 

într-un balon cu 3 gâturi , de 250 ml, prevăzut cu agitator, termometru şi pâlnie de 

picurare, s-au introdus 3.0g (0.025 moli) L-cisteină şi 120 ml alcool etilic. După 

emulsionarea întregii cantităţi de L-cisteină , s-au adăugat 43.75ml (0.0875 moli) NaOH 

2n. 
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în emulsia aflată sub agitare s-a introdus, picătură cu picătură, 1.71 ml (0.0275 

moli) iodură de metil. După adăugarea halogenurii s-a observat o creştere a temperaturii 

la 30°C. Temperatura s-a reglat la 35°C după care soluţia alcoolică s-a acidulat, în 

picături, cu acid acetic glacial până la o valoare constantă a pH-ului de 5.5. Perfectarea 

reacţiei a avut loc sub agitare, temperatura menţinându-se la 35 ®C timp de 3 ore. 

După terminarea reacţiei, amestecul obţinut s-a răcit la 4°C şi s-a menţinut la 

această temperatură timp de 12 ore. S-au obţinut precipitate alb- gălbui care s-au filtrat 

ulterior pe o pâlnie Buchner. 

Precipitatul astfel obţinut, s-a uscat la 50 ®C în etuvă, rezultând alchilcisteina brută. 

Randamentele de reacţie au fost cuprinse între 27 -60.5 % produs brut. 

O purificare a produsului brut s-a realizat ulterior prin redizolvarea precipitatului 

uscat într-o cantitate minimă de acid acetic 1 %. Pentru precipitare, la aceste soluţii s-a 

adăugat alcool etilic fierbinte în raport de 1 : 15( sol.iniţială: alcool). După răcire, 

suspensia a fost menţinută timp de 12 ore la 4®C. 

După filtrare , precipitatul a fost uscat în etuvă la 50 °C, obţinându-se precipitate 

albe cristaline. 

Produşilor de reacţie li s-a determinat: punctul de topire, rotaţia specifică, analiza 

elementală, spectrul IR (în pastile de KBr) şi spectrul RMN. 

Determinarea rotaţiei specifice 

într-un balon cotat de 25 ml s-au introdus în jur de 0.5 g S-alchil-L-cisteină, 

cântărită cu precizie la balanţa analitică; s-a adus la semn cu alcool metilic. 

Soluţiei astfel obţinute i s-a determinat puterea rotatorie. 

Rotaţia specifică s-a calculat cu ajutorul formulei: 

g _ ^ E ^^^ 
l X c 

Unde 1 = lungimea probei (dm); c = concentraţia substanţei ( g/ml) 
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4.2.2 . Rezultate şi discuţii 

S-au realizat sintezele a 6 derivaţi ai S-alchil-L-cisteinei conform reacţiei generale 

prezentate anterior. în urma efectuării acestor sinteze in diferite condiţii de reacţie, cele 

mai bune randamente s-au obţinut în condiţiile prezentate în tabelul 4.2. 

S-a observat necesitatea menţinerii unei temperaturi sub 35 ®C , utilizării drept 

mediu de reacţie a alcoolilor precum şi realizarea unui pH acid prin adăugarea unui mic 

exces de acid acetic glacial. De asemenea , în ceea ce priveşte raportul dintre reactanţi 

L(+)-cisteină : halogenură de alchil este necesar să se menţină un mic exces de 

halogenură, pentru asigurarea perfectării reacţiei. 

Sinteza unor S-alchil-L-clsteine 

Tabelul 4.2 wm 

1 L-cisteină 0.025 3.0 - EtOH 
t= 35®C 

43.5 

CH3-J 0.0275 3.9 1.71 
X = 3 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 5.5 

1 L-cisteină 0.025 3.0 — EtOH 
t= 30®C 

53.8 

CiHs-Br 

(98%) 

0.0275 2.1 2.29 
X = 5 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 6.5 
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1 L-cisteină 0.025 3.0 - EtOH 
t= 35''C 

49.5 

C3H7-Br 

(98%) 

0.0275 3.4 2.5 
T = 3 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 6.5 

1 L-cisteină 0.025 3.0 EtOH 
t= 35°C 

55.4 

C4H9-Br 0.0275 3.8 2.94 
T = 3 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 5.5 

1 L-cisteină 0.025 3.0 EtOH 
t= 35°C 

46.2 

C7Hi5-Br 0.0275 4.9 4.32 
T = 6 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 5.5 

1 L-cisteină 0.025 3.0 EtOH 
t= 30°C 

55.3 

CH2=CH-

C H 2 C I 

(98%) 

0.0275 2.2 2.3 
T = 3 ore 

NaOH2n 0.0875 - 43.75 pH = 5.5 

Randamentele de reacţie obţinute se situează între 43 -55.4 %. 

Randamentele de purificare obţinute au fost cuprinse în intervalul 89 - 92.4 %. 

Fiecare dintre produşii obţinuţi a fost caracterizat în ceea ce priveşte proprietăţile 

lui fizice. 

în tabelul 4.2.1 sunt prezentaţi punctul de topire şi valoarea imghiului de rotaţie al 

produselor obţinute. 
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Proprietăţile fizice ale S-alchil-L-cisteinelor 

Tabelul 4.2.1 

pulbere 

albă 

240-242 232-235 21.5 20 

1 pulbere 

alb-gălbuie 

240-242 235-238 23.8 22 

1 pulbere 

albă 

242-243 228-230 25.8 24.7 

1 pulbere 
K albă 

(240-242 240-242 
/ 

19 17.3 

1 pulbere 

albă 

242-243 232-235 18.5 18.3 

1 pulbere 

! alb-gălbuie 

218-219 206-209 15.2 15.8 

Pentru verificarea purităţii produşilor de reacţie li s-a efectuat analiza elementală 

(tabelul 4.2.2) şi li s-au trasat spectrele IR , în pastilă de KBr ( tabelul 4.2.3., figurile 

4.2.1- 4.2.3) şi spectrele RMN (figurile 4.2.4 - 4.2.6). 

Rezultatele analizei elementale pentru S-alchil-L -cisteinelor 

Tabelul 4.2.2 

35.55 35.15 6.66 6.72 10.37 9.70 23.70 24.56 

40.26 39.10 7.38 6.92 9.39 10.06 21.47 21.70 

44.17 44.68 7.97 7.08 8.58 7.90 19.63 19.19 

44.72 44.84 6.83 6.97 8.69 8.58 19.87 20.05 
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ATRIBUIRILE SPECTRELOR IR (KBr) pentru câteva S-ALCHIL -L-CISTEINE 

Tabelul 4.3.2. 

Nr. Gruparea Banda S-metil- S-etil- S-propil- S-alil-
Crt. teoretică cm'̂  L-cis L-cis L-cis L-cis 

obţinut practic cm"̂  
1. COO V C=0 asim: 

1550-1610i 1580 1590 1570 1590 
V C=0 sim: 
1320-1420m-i 1410 1420 1405 1435 

2. v:2800-3200 i 2920 2990 2950 2970 
5:2400-2810 i 2720 2550 2610 

Banda I V asim.NHa^: 
Aa 1610-1660i 
Bandall V simNHa"̂ : 
Aa 1485-1550i 1510 1505 1525 1510 

3. R C H = C H 2 v:3025-3092 - - - 1440 
6: 1430-1445 Suprapus 

nerelevant 
4. C-S v: 670-705 676 680 690 690 
5. - C H 2 -S V as: 

2922-2948 Suprapus Suprapus Suprapus Suprapus 
V sim: cu NH3 cu NH3 cu NHs cu NHs 

2846-2878 
y-

1220-1270i 1260 1270 1270 1240 

6. CH3-S-R 5 sim: 1310 - - -

1290-1330s-m 
7. Alif-CHj V as: - 2800 2900 -

2952-2972 posibil suprapus 
V sim: suprapus 

2862-2882 
Aa= aminoacizi 
/V 

In ceea ce priveşte analiza prin spectroscopie RMN , substanţele au fost solubilizate 

numai în apă deuterată şi li s-au efectuat spectrele 'H-RMN. 
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în structura S-alil-L-cisteinei sunt puşi în evidenţă protonii etilenici ( zona 5-

5.5ppm). Protonii mobili aminici şi carboxilici sunt mascaţi de semnalul apei. 

S-au utilizat 20-30 mg/probă, iar măsurătorile s-au executat la o durată de puls pw=10-ll 

milisecunde la 64-128 tranzienţi respectiv la 64-128 de acumulări, în tuburi standard. 

Nu s-a utilizat drept standard tetrametilsilanul (TMS), valoarea deplasărilor chimice fiind 

măsurată faţă de picul solventului. 

Analiza spectrului 'H-RMN a S-metil-L-cisteinei a pus în evidenţă următoarele 

atribuiri: Semnalul de la 5 = 2.06 ppm singlet corespunde -CH3; între 3.06 şi 2.87 ppm se 

găseşte -CH2 (P) iar între 3.92 şi 3.83 ppm se regăseşte protonul de la -CH(a); la 4.7955 

ppm apare semnalul apei deuterate utilizată ca solvent. 

5 X P ot 

Analiza spectrului 'H-RMN a S-etil-L-cistein (CH3CH2SCH2CH(NH2)COOH ) a 

pus în evidenţă prezenţa protonilor grupărilor CH2 (P) şi -CH(a) prin deplasările chimice 

la 6=3.06 şi 2.90ppm; gruparea C2H5- a fost acoperită de semnalul solventului (figura 

4.2.4). 

în ceea ce priveşte analiza spectrului 'H-RMN a( CH3CH2CH2SCH2CH(NH2)COOH )S-

propil-L-cisteinei, s-au evidenţiat următoarele: s b % P a 

Protonii grupării CH3 (e) au suferit o deplasare chimică la 6 =0.86ppm având o constantă 

de cuplaj J = 7.3 Hz iar cei de la gruparea CH2 (6) au prezentat o deplasare chimică la 5 = 

1.52 şi o constantă de cuplaj J = 6.8 Hz ceea ce se observă din figura 5. Protonii grupării 

CH2 (x) au prezentat o deplasare chimică la 5 =2.5 ppm , cei ai grupării CH2 (p) la 

5i=3.03ppm respectiv 62= 2.91ppm şi constantele de cuplaj J vic= 7.0 Hz şi J gem=14.8 

Hz respectiv CH(a) a înregistrat o deplasare chimică la 5=3.83 ppm şi o constantă de 

cuplaj Jvic=3.1Hz( figura 4.2.5). 

în ceea ce priveşte atribuirile din spectrul S-alil-L-cisteinei, acestea sunt redate în figura 

4.2.6. Hb Ha 

Pentru Ĉ=C-CH2SCH2CH(NH2)COOH 

Hc 8 6 X p a 

s-au determinat următoarele atribuiri: Protonul corespunzând grupării CH(a) prezintă o 

deplasare chimică la 6= 3.83, cei corespunzători grupării CH2 (P) prezintă o deplasare 
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chimică la 5i=2.88 ppm (d-d) şi constantele de cuplaj J vic= 7.4 Hz şi J gem=14.9 Hz , 

respectiv 82= 2.99 ppm (d) şi constanta de cuplaj J gem=14.9 Hz. în ceea ce priveşte 

protonii grupării CH2 (x) se observă prezenţa unei deplasări chimice la 6= 3.14ppm (d) şi 

o constantă de cuplaj J vic= 7.0 Hz. 

Protonii corespunzând grupării CH2 (e) Hb şi Hc se regăsesc la 5= 5.14 ppm (suprapuşi) 

iar Ha se regăseşte la 5= 5.76, cu constantele de cuplaj J cis( a cu b)= 8.0Hz, J trans (a cu 

c)= 16.0Hz şi Jvic =8.0Hz deci Ha este d-d-d. 
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4.3. Sinteza alchil-cistein sulfoxizilor 

4.3.1. Material şi metodă 

Sinteza alchil cistein sulfoxizilor se bazează pe reacţia de oxidare a S-alchil-L-

cisteinelor, cu apă oxigenată , conform reacţiei generale: 

H2O2 
R - S - C H 2 - C H - N H 2 • R - Ş - C H 2 - C H - N H 2 

COOH ;00H 

S -alchiUxisteinâ S-alchil-Lrcisteinsulfoxki 

Ca materie primă s-au utilizat S-alchil-L-cisteinele obţinute de noi în laborator, 

după metodele prezentate în subcapitolul anterior. 

Sintezele alchilcisteinsulfoxizilor s-au realizat după următoarea metodă generală: 

într-un balon cu două gâturi , de 100 ml, prevăzut cu agitator şi pâlnie de picurare 

s-au introdus 0.78g (0.0058 moli) S-metil-L-cisteină, 30ml apă distilată şi 2.5ml acid 

acetic glacial. 

Conţinutul balonului a fost supus agitării până la completa dizolvare a S-metil-L-

cisteinei. S-au adăugat apoi, sub agitare şi în picături, 1.2 ml (0.0116moli) apă oxigenată 

( 30 %). Pentru perfectarea reacţiei de oxidare amestecul de reacţie s-a menţinut sub 

agitare timp de 12 ore. Pe măsura avansării reacţiei aspectul masei de reacţie a devenit 

tot mai vâscos. Acesta s-a menţinut în repaus timp de 12 ore la întuneric. 

Masa de reacţie obţinută s-a dizolvat, la cald , într-un amestec de acetonă: apă: acid 

acetic glacial ( 65: 34: 1) în volume. După răcire la temperatura camerei, soluţia s-a 

păstrat la timp de 10 ore. Precipitatul alb obţinut, s-a filtrat pe o pâlnie Buchner şi s-

a spălat pe filtru, în porţiuni, cu acelaşi amestec de solvenţi. 

Uscarea produsului s-a efectuat la 50 °C, în etuvă. 

Purificarea produsului s-a realizat prin recristalizarea acestuia într-un amestec de 

acetonă: apă: acid acetic glacial în proporţie de 70:28:1 în volume. S-au obţinut produşi 

de culoare albă , cu puncte de topire ce s-au situat la valori cu aproximativ 80"̂  C mai 

scăzute faţă de a S- alchil-L-cisteinelor din care au fost obţinuţi. 
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în tabelul 4.3 sunt prezentate condiţiile de reacţie şi randamentele de obţinere a S-

alchil-L-cisteinsulfoxizilor. 

Produşilor de reacţie li s-au determinat punctele de topire , unghiul de rotaţie 

specifică, analiza elementală (tabelul 4.3.1-4.3.2.), spectrul IR ( în pastilă de KBr) 

(tabelul 4.3.3. şi figurile 4.3.1-4.3.3) şi spectrul RMN( figurile 4.3.4 - 4.3.6). 

Sinteza S-alchil-L-cistein-sulfoxizilor Tabelul 4.3 

mol g ml 

1 ^ 4 5 6 
7 

8 

0.0058 0.78 
CH3COOH t= 25®C 

42.5 

0.0116 1.32 1.2 H2O 
T = 12 

ore 

pH =5 

0.013 2 
t=25®C 

55.7 

0.026 2.93 2.66 CH3COOH 

H2O 
T = 12 

ore 

pH =5 

0.0061 1 
t=25°C 

49.5 

1 0.012 1.35 1.23 CH3COOH 

H2O T = 12 

ore 

pH = 4.5 
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Proprietăţile fizice ale S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor sintetizaţi 

Tabelul 4.3.1 

pulbere albă 161-162 167-168 3.7 3.9 

pulbere 166-167 164-166 5.1 5.6 

albă, luciu 

metalic 
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1 pulbere albă 161-164 158-161 11.2 10.6 

1 pulbere albă 158-160 163-166 12.1 11.8 

1 pulbere albă 152-156 14.1 

1 alb-gălbuie 148-149 150-153 8.9 8.5 

Rezultatele analizei elementale în cazul S-alchil-L-cistein sulfoxizUor 

Tabelul 4.3.2. 

31.78 32.77 5.96 6.70 9.27 8.58 21.19 21.05 

36.36 36.53 6.66 6.21 8.48 9.19 19.39 18.82 

40.22 39.42 7.26 6.64 7.82 8.20 17.87 17.90 

40.67 41.07 6.21 5.88 7.91 7.94 18.08 18.80 
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ATRIBUIRILE SPECTRELOR IR (KBr) pentru S-ALCHIL-L-CISTEIN 

SULFOXIZI 

Tabelul 4.3.3. 

Nr. 
Crt. 

Gruparea Banda 
teoretică cm'̂  

S-metil-
L-cisSO 

S-etil-L-
cisSO 

S-propil-
L-cisSO 

S-alil-L-
cisSO 

obţinut practic cm*̂  
1. COO V C=0 asim: 

1550-1610i 
V C=0 sim: 
1320-1420m-i 

1590 

1410 

1580 

1420 

1570 

1400 

1590 

1425 
2. NHa^ 

Banda I 
Aa 
Bandall 
Aa 

v:2800-3200 i 
5:2400-2810 i 
2800 asim. 

NHb^: 
1610-1660 

i 
V siniNHs^: 
1485-1550i 

2910 
2620 

1500 

2980 
2650 

1495 

2850 

1525 

2990 
2510 

1530 

3. RCH=CB2 v:3025-3092 
6: 1430-1445 

1440 
Suprapus 
nerelevant 

4. C-S v: 670-705 680 690 690 690 
5. -CH2-S V as: 

2922-2948 
V sim: 

2846-2878 

Suprapus 
cu NH3 

Suprapus 
cu NH3 

Suprapus 
cu NH3 

Suprapus 
cu NHs 

y-
1220-1270i 1250 1260 1270 1250 

6. CHa-S-R 5 sim: 
1290-1330s-m 

1320 - - -

7. Alif-CHj V as: 
2952-2972 

V sim: 
2862-2882 

2870 
posibil 
suprapus 

2850 
suprapus 

8. S-O 6: 700-900 840 860 860 850 
9. s=o 6: 1040-1200 1270 1190 1140 1130 

Unde Aa= aminoacizi 

în ceea ce priveşte analiza prin spectroscopie RMN , substanţele au fost 

solubilizate în apă deuterată şi li s-au efectuat spectrele 'H-RMN. Din spectrele 
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prezentate mai jos este relevată clar diastereotopicitatea metilenului vicinal (CH2 de 
lângă CH chiral). 

în urma oxidării alchilcisteinelor , sulful devine centru chiral, astfel că ar fi 

posibilă existenţa a doi diastereoizomeri conformaţionali dintre care numai unul ar putea 

fi decelat prin RMN datorită faptului că este de aşteptat o interacţie a oxigenului cu grupa 

aminică. 

Se constantă o evidentă deplasare a radicalilor alchil ceea ce denotă influenţa 

sulfului oxidat. 

Protonii mobili aminici şi carboxilici sunt mascaţi de semnalul apei. 

S-au utilizat 20-30 mg/probă, iar măsurătorile s-au executat la o durată de puls 

pw=10-ll milisecunde la 64-128 tranzienţi respectiv la 64-128 de acumulări, în tuburi 

standard. 

Nu s-a utilizat drept standard tetrametilsilanul (TMS), valoarea deplasărilor chimice 

fiind măsurată faţă de picul solventului. 

Analiza spectrului ^H-RMN a S-metil-L-cistein sulfoxidului a pus în evidenţă 

următoarele atribuiri: deplasarea chimică de la 5= 1.15 ppm corespunde -CH3 triplet cu o 

constantă de cuplaj J= 7.4 Hz, S= 2.52 ppm ce corespunde protonului de la -CH(a) 

cuartet şi având o constantă de cuplaj J=7.1 Hz iar protonii de la -CH2 (P) apar ca d-d cu 

constantele de cuplaj J=4.4 Hz (cuplarea cu -CH) respectiv J= 7.5Hz ( cuplarea cu grupa 

metil) şi J gem=14.8 Hz; deplasările chimice corespunzătoare sunt 61= 3.04ppm şi 82= 

2.93ppm. 6 X P a 

Analiza spectrului 'H-RMN a ( CH3CH2S(0)CH2CH(NH2)C00H) S-etil-L-cistein 

sulfoxidului a evidenţiat următoarele: 

Deplasările chimice de la 5= 1.26 ppm corespund grupării CH3 (5) , precum şi 

constanta de cuplaj J =7.3 Hz; în ceea ce priveşte gruparea -CH2 (x) , aceasta suferă 

influenţele noului centru chiral apărut prin oxidarea sulfului şi anume s-au evidenţiat 

deplasările chimice 6 = 3.01-2,85ppm , pe când 5= 3.16-3.09 ppm corespund deplasărilor 

chimice ale protonului de la -CH(a). Hp apare la 3.34 ppm ca multiplet în regiunea 3.40-

3.29 (figura 4.3.4). 
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e 6 X P oc 
Analiza spectrului 'H-RMN a(CH3CH2CH2S(0)CH2CH(NH2)C00H) S-propil-L-cistein 

sulfoxidului a evidenţiat următoarele : Se observă deplasarea chimică la 5=0.99 ppm 

(triplet) corespunzătoare protonilor grupării -CH3 (e) , având o constantă de cuplaj J 

vic=7.4 Hz, o deplasare chimică 5=1.72 ppm (muhiplet) şi o constantă de cuplaj J vic= 

7.4 Hz corespunzătoare protonilor grupării -CH2 (5) precum şi o deplasare chimică la 

5= 2.90 ( cuartet) şi o constantă de cuplaj J vic= 7.8 Hz corespunzând protonilor grupării 

CH2 (x) • Deasemenea protonilor grupării CH2 (P) le corespunde o deplasare chimică la 

5i=3.14 ppm şi constantele de cuplaj J vic= 7.8 Hz şi J gem=14.0 Hz (datorită efectului 

+I al propilului), respectiv 52= 3.36 ppm şi constantele de cuplaj J vic= 6.0 Hz şi J 

gem=14.0 Hz. Protonului grupării CH(a) îi corespunde o deplasare chimică 5 = 4.16 , o 

constantă de cuplaj J vic= 7.2 Hz şi una J vie =14.0 Hz, datorată influenţei CH2 (p). 

Aceste atribuiri sunt redate în figura 4.3.5. 

în figura 4.3.6. este redat spectrul 'H-RMN al S-alil-L-cistein sulfoxidului. Din acesta s-

au determinat următoarele atribuiri: 

Hb Ha 
\ / 
C=C-CH2S(0)CH2CH(NH2)C00H 

Hce 6 X P a 

Pentru protonii corespunzători grupării CH2 (p) s-a determinat o deplasare chimică la 

61=3.16 ppm şi constantele de cuplaj J vic= 7.5 Hz şi J gem=13.4 Hz , respectiv 52= 3.37 

ppm şi constantele de cuplaj J vic=6.1 Hz şi J gem=14.0 Hz ; pentru protonii 

corespunzători grupării CH2 (x) s-a determinat o deplasare chimică la 5i=3.58 ppm şi 

constantele de cuplaj J vic= 8.3 Hz şi J gem=12.8 Hz , respectiv 52= 3.79 ppm şi 

constantele de cuplaj J vic=6.7 Hz şi J gem=13.2 Hz iar pentru protonul corespunzător 

grupării -CH(a) s-a determinat o deplasare chimică de 4.15 ppm şi respectiv o constantă 

de cuplaj J vic= 6.2 Hz. 

în ceea ce priveşte protonii corespunzând grupării CH2 (e) respectiv -CH(5) : Ha se 

regăseşte la 5= 5.42, cu constantele de cuplaj J trans (a cu c)= 17.6Hz , Hb are o deplasare 

chimică la 5=5.49 ppm şi o constantă de cuplaj J cis (a cu b)= 10.6 Hz, iar Hc se 

regăseşte la 5= 5.84 ppm (m). 
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S-a constatat că cu cât gruparea CH2 se găseşte mai aproape de centrul chiral cu atât 

separările sunt mai bune, crescând diferenţa între constantele de cuplaj (creşte valoarea 

constantei de cuplaj geminal). 

Concluzii: 

• Sinteza S-alchil-L-cisteinelor decurge respectând următoarele condiţii de reacţie: 

- în mediu de reacţie alcoolic şi o prealabilă alcalinizare a mediului cu NaOH 2n; 

- pH slab acid ( pH=5.5) realizat cu ajutorul unei soluţii de CH3COOH glacial 

temperatura care este un factor decisiv în obţinerea produşilor S-alchil-L(+)-

cisteinelor, este necesar să fie menţinută la valori sub 50 

- necesitatea menţinerii unui exces de halogenură de alchil faţă de cisteină 

- randamentele se situează la valori cuprinse între 43 - 56% 

- S-alchil-L(+)-cisteinele se prezintă , în marea lor majoritate, ca şi pulberi albe 

sau alb-gălbui, cu p.t. cuprinse între 206-242 ""C 

- recristalizările se efectează cu randamente bune ce se situează în jurul valorilor 

de 82 - 89%. 

- s-au obţinut substanţe dextrogire cu unghiuri de rotaţie specifice aproape 

similare cu acelor identificate în compuşii naturali; deviaţia unghiurilor faţă de 

valoarea regăsită în literatura de specialitate indică prezenţa şi a unei cantităţi 

mici de racemic 

- în urma analizei elementale a S-alchil-cisteinelor au rezultat valori apropiate de 

valorile calculate 

- spectrele IR relevă existenţa benzilor caracteristice grupărilor COO" , NH3^( 

corespunzătoare benzii I şi benzii II a aminoacizilor) precum şi benzile ce indică 

prezenţa grupelor alchil 

- prezenţa grupelor alchil este confirmată şi prin analizele ^H-RMN 

• Sinteza S-alchil-L(+)-cisteinsulfoxizilor se realizează respectând următoarele 

condiţii de reacţie : 

- mediul de reacţie este apos acidulat, cu pH = 4.5-5.5 realizat cu acid acetic 

- menţinerea unui mic exces de agent oxidant faţă de alchilcisteină 

- temperatura de reacţie se situează la valoarea maximă de 25 

- randamentele se situează la valori cuprinse între 4 1 - 5 6 % 
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- produşii de reacţie au aspect de pulberi albe mătăsoase 

- p.t. se situează la valori mai scăzute decât a precursorilor lor ( 150-168 °C) 

- randamentele recristalizărilor se situează la 85-89% 

- analiza elementală a S-alchil-cisteinelor indică valori apropiate de valorile 

calculate 

- spectrele IR relevă existenţa benzilor caracteristice grupărilor COO" , NH3^( 

corespunzătoare benzii I şi benzii II a aminoacizilor), benzile ce indică prezenţa 

grupelor alchil precum şi cele caracteristice sulfoxizilor 

- oxidarea sulfului este confirmată şi prin analiza 'H-RMN determinându-se 

constante de cuplaj mai mari faţă de cele ale s-alchil-L-cisteinelor 

corespunzătoare, datorită apariţiei noului centru chiral 

Activitatea fiziologică a câtorva din aceşti compuşi a fost testată, şi este prezentată 

în capitolul 6. 
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CAPITOLUL 5 

SEPARAREA ŞI CARACTERIZAREA ALLINAZEI, ENZIMA CHEIE 

DIN ALLIUM SATIVUM 

Enzimele fiind biocatalizatori de natură proteică se supun aceloraşi legi ca şi 

proteinele. Conformaţia lor activă , specifică unei anumite activităţi catalitice este 

rezultatul a numeroase interacţii. Astfel, dacă în mediul înconjurător apar modificări 

ale unor parametrii caracteristici activităţii enzimatice , poate fi posibilă o modificare 

a conformaţiei enzimei care să conducă la denaturarea acesteia. 

Există o serie de parametri , care modificaţi conduc la inactivarea enzimei 

respective. Este necesar să se cunoască exact care sunt parametrii optimi de activitate 

maximă a enzimei . Prin modificarea temperaturii, a pH-ului, a tăriei ionice a 

mediului în care-şi desfăşoară enzima reacţia, precum şi prin introducerea în mediul 

de reacţie a anumitor substanţe, cum ar fi agenţii tensioactivi, enzimele pot fi 

inactivate total sau parţial( 86). 

Cercetările ce s-au efectuat până în prezent au relevat existenţa , în specia 

Allium a unei enzime ce face parte din clasa C-S liazelor . Aceasta este prezentă în 

plante şi devine activă numai în momentul distrugerii ţesuturilor plantei (50). 

Principalul substrat asupra căruia acţionează enzima este sulfoxidul S alchil L-

cisteinei. Sub acţiunea enzimei se formează acid piruvic şi amoniac, dar principalul 

produs de reacţie este alicina, substanţă cu binecunoscute proprietăţi bactericide. 

Datele din literatură privind enzima alinază au fost prezentate în capitolul 2. 

în literatura de specialitate s-a relevat că enzima allinază are o masă cuprinsă 

între 65.000 D şi 130.000D . Variaţia aceasta se presupune a fi flmcţie de metoda 

utilizată, respectiv de provenienţa geografică a plantei. 

în cele ce urmează vor fi prezentate cercetările proprii privind extracţia, 

fi-acţionarea , determinarea masei moleculare , a activităţii enzimei allinază conţinută 

în usturoiul autohton precum şi influenţa jgfectorilor asupra comportamentului 

alinazei. 
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5.1.L Separarea enzimei allinaza prin cromatografie pe coloană 

Modul de lucru : 

Unui extract apos de usturoi din 250g material proaspăt / şarjă, obţinut prin 

omogenizare într-un omogenizator tip Waring, în soluţie tampon fosfat NaH2P04 / 

Na2HP04 0.02M, pH= 7.0 ( raportul masă vegetală : soluţie tampon = 2:1), s-au 

adăugat, pentru stabilizarea extractului, 10% glicerină anhidră şi 5 % 

polivinilpirolidonă. Omogenatul a fost filtrat prin două straturi de tifon sterilizat în 

prealabil. 

Filtratul s-a centrifugat la 3500 rot/min timp de 30 minute într-o centrifugă de 

tip Janetzky , la temperatura de 4°C. Supematantul ( 145 ml) s-a saturat cu 31g 

(NH4)2S04 la 35% saturaţie şi s-a agitat uşor timp de 30 minute la 4°C, după care 

precipitatul obţinut a fost resuspendat în 80 ml tampon fosfat NaH2P04 / 

Na2HP040.02M, pH= 7.0, cu 8 ml glicerină anhidră. 

S-a trecut apoi la dializa soluţiei obţinute: în 4 săculeţi de dializă s-au introdus 

câte 25 ml din extractul stabilizat. Săculeţii de dializă au fost introduşi într-un 

cristalizor ce conţinea 2000ml tampon fosfat 0.05M la care au fost adăugate 9.84mg 

piridoxal 5 fosfat ( 20 |iM), pentru stabilizarea structurii proteinei. Dializa a fost 

efectuată la temperatura de 4°C timp de 24 ore (instalaţia a fost montată într-un 

frigider) ; soluţia tampon din cristalizor a fost menţinută sub agitare uşoară , pe toată 

durata dializei. 

Dializatul obţinut s-a centrifugat din nou la 3500 rot/min la temperatura de 4''C, 

timp de 30 minute, pentru îndepărtarea materialului insolubil. S-au obţinut 95 ml 

supematant. 

Purificarea şi concentrarea dializatului. Pentru o purificare mai avansată şi 

totodată pentru concentrarea acestuia, dializatul a fost trecut pe o coloană cu 

hidroxilapatită. Aceasta a fost preparată proaspăt în laborator prin metoda elaborată de 

Tiselius ( 86). 

Metoda separării pe coloană cu hidroxilapatită a fost preferată altor metode 

pentru faptul că permite concentrarea soluţiei proteice printr-o operaţie simplă , 

evitând astfel operaţiile suplimentare de uscare şi liofilizare. 

Pregătirea coloanei . S-a utilizat o coloană de hidroxilapatită cu dimensiunile 

de 2.8 X 13 cm. Umplerea coloanei s-a realizat cu mare atenţie prin adăugarea şi 

sedimentarea gravitaţională treptată a suspensiei de hidroxilapatită, pentru realizarea 

unui strat de separare cât mai uniform. La partea superioară a coloanei a fost instalat 
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un rezervor cu soluţie tampon fosfat Na2HP04 / KH2PO4 0.3 M ( pH = 7) . A fost 

stabilită rata de filtrare la 16ml/ oră , prin trecerea soluţiei de tampon fosfat prin 

coloana căreia i s-a ataşat o pompă peristaltică 

Mod de lucru: Pe coloană a fost introdus un volum de 10 ml dializat după care 

acesta a fost eluat cu lOOml soluţie din acelaşi tampon fosfat Na2HP04 / KH2PO4 0.3 

M . Cu ajutorul unui colector automat de fracţiuni s-au colectat fracţiuni a câte 5 ml 

fiecare, timp de 32 minute. Fiecărei fracţiuni obţinute prin eluarea de pe coloana cu 

hidroxilapatită i s-a determinat conţinutul în proteină precum şi cel de acid piruvic, ca 

măsură a activităţii allinazei. 

Conţinutul în proteină s-a determinat prin metoda Lowry (172) la X= 660nm. 

In prealabil s-a efectuat o curbă de etalonare cu albumină serică bovină 

(1 mg/ml); 

Mod de lucru: în 10 eprubete s-au pipetat în următoarea ordine: 0.1, 0.2, 

0.3....1.0ml soluţie etalon de proteină şi apoi în aceeaşi ordine 0.9, 0,8,....,0ml apă 

distilată. în fiecare eprubetă s-au pipetat câte 1 .Oml reactiv alcalin de cupru şi s-au 

lăsat în repaus timp de 10 minute, după care s-au pipetat în fiecare eprubetă câte 3.0 

ml reactiv Folin-Ciocâlteu diluat; eprubetele s-au agitat energic şi au fost incubate 

timp deu) minute pe o baie de apă la 50®. După răcire s-a citit densitatea optică la X= 

660imi, în cuve de 1 cm. 

Valorile densităţii optice în fimcţie de concentraţia albuminei serice boyine sunt 

redate în tabelul 5.1 şi graficul 5.1. 

Curba etalon pentru dozarea proteinelor (metoda Lowry) 

Tabelul 5.1 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 

0.030 0.052 0.080 0.106 0.135 0.165 0.190 0.217 0.240 0.265 

Pentru valorile determinate ale densităţii optice fimcţie de concentraţiile diferite 

ale etalonului , s-a obţinut un grad de corelaţie r=0.999669; ecuaţia de regresie 

corespunde unei drepte : y= 0.002672x + 0.000955 
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Grafic 5.1 

Curba etalon pentru proteine (metoda Lowry) 

— p r o t e i n e 

20 40 60 80 100 120 
mg/l 

Valorile obţinute prin reacţia cu reactivul Lowry a fiecărei fracţiuni , în urma 

eluării dializatului pe coloana cu hidroxilapatită , se regăsesc în tabelul 5.2 şi graficul 

5.2 

Concentraţia de proteină în fracţiunile obţinute prin separare 

pe colonă cu hidroxilapatită 

Tabelul 5.2 

Nr. mg prot./ Ac.piruvic Nr. mg prot. / Ac.piruvic 

Fracţiune 5ml mmoli/1 Fracţiune 5 ml mmoli/1 

probă probă 

1-11 sub 1.00 - 21 6.77 10.2 
12 1.12 - 22 4.68 6.20 
13 5.72 - 23 1.58 5.61 
14 11.95 1.45 24 0.14 5.90 
15 17.70 1.98 25 0.12 5.45 
16 17.08 2.30 26 0.03 2.30 
17 13.54 2.41 27 - -

18 11.66 6.05 . - -

19 13.95 11.92 - -

20 10.41 10.8 35 - -

Aşa cum reiese din tabelul 5.2, concentraţiile cele mai mari de proteină s-au 

înregistrat în fracţiunile 14-20. Acestor fracţiuni li s-a efectuat şi determinarea 

concentraţiei în enzima allinază , prin determinarea activităţii acesteia asupra S-etil-L-

cistein sulfoxidului, respectiv prin determinarea cantitativă a acidului piruvic eliberat 

prin reacţia enzimatică prezentată mai jos. 
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Graficul 5.2 

Separarea alinazei pe coloana cu hidroxilapatita 

p r o t e i n a 

a c . p i r u v i c 

2 0 30 

nr. fracţiune 

Aşa cum reiese din tabelul 5.2, concentraţiile cele mai mari de proteină s-au 

înregistrat în fracţiunile 14-20. Acestor fracţiuni li s-a efectuat şi determinarea 

concentraţiei în enzima allinază , prin determinarea activităţii acesteia asupra S-etil-L-

cistein sulfoxidului, respectiv prin determinarea cantitativă a acidului piruvic eliberat 

prin reacţia enzimatică prezentată mai jos. 
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acid piruvic 

Cea mai activă fracţiune s-a dovedit a fi cea din proba 19 ( graficul 5.2), dar o 

activitate ceva mai redusă a fost prezentă şi în fracţiunea 20. Fracţiunile anterioare , 

deşi cu conţinut mare în proteină nu au prezentat activitate specifică asupra 

substratului menţionat anterior. Cele două fracţiuni ( 19 şi 20 ) au fost reunite şi au 

fost supuse în continuare determinării masei moleculare a enzimei. Până la utilizare 

fracţiunile au fost menţinute în frigider , la temperatura de 4°C. 
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în prealabil s-a realizat o curbă de etalonare a acidului piruvic; 

Mod de lucru: 

In 8 eprubete s-au pipetat în următoarea ordine: 0.05, 0.1, 0.15, 0.20...0.5ml 

soluţie piruvat de sodiu 2mM şi apoi, în aceeaşi ordine 0.95, 0.90 0.5 ml apă 
A 

distilată. In fiecare eprubetă se pipetează apoi câte 1 ml de soluţie de 2,4 

dinitrofenilhidrazină (1% în HCl) şi se lasă să reacţioneze timp de 20 minute, după 

care în fiecare eprubetă se adaugă câte 10 ml de NaOH 0.4n. După 10 minute, au fost 

efectuate citirile densităţilor optice faţă de eprubetă martor fară piruvat, la lungimea 

de undă de X,=540 nm. 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 5.3 şi graficul 5.3. 

Curba etalon pentru dozarea acidului piruvic 

Tabelul 5.3 
Nr.crt. I 2 3 4 5 6 7 8 

Acid piruvic 

mmoli /I 1.58 3.16 4.75 6.33 7.91 9.50 12.6 15.8 

D.O 

(>. = 540imi) 

0.058 0.151 0.220 0.296 0.366 0.431 0.565 0.685 

Pentru valorile determinate ale densităţii optice funcţie de concentraţiile diferite 

ale etalonului , s-a obţinut un grad de corelaţie r=0.999488 iar ecuaţia de regresie 

corespunde unei drepte de forma y=0.004254x + 0.021617. 

Graficul 5.3 

Curba etalon a acidului piruvic ( metoda cu 2.4 
dinitrofeniihid razina) 

• ac.piruvic 

16 18 

mmoli/l 
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Determinarea activităţii allinazei a fost efectuată prin măsurarea concentraţiei de 

acid piruvic cu ajutorul metodei cu 2,4 dinitrofenilhidrazină şi s-a realizat astfel: 

Mod de lucru: 

La 0.5 ml din fiecare fracţiune s-au adăugat 0.5 ml S-etil L-cisteinsulfoxid (40 

mM), 0.04 ml piridoxal 5 fosfat (25 ^M) şi s-au lăsat să reacţioneze timp de 10 

minute la temperatura laboratorului, după care reacţia enzimatică a fost oprită prin 

adăugarea a 2 ml de acid tricloracetic (10 %). 

Din acest amestec s-au prelevat 0.5 ml probă peste care s-au adăugat 0.5 ml 

soluţie de 2,4 dinitrofenil hidrazină(l% în HCl) şi 5 ml NaOH 0.4 n. Se dezvoltă o 

culoare maro-roşietică ; densitatea optică a probelor s-a determinat la X,=540 nm faţă 

de o probă martor. 

5.2. DETERMINAREA MASEI MOLECULARE A ENZIMEI ALINAZÂ PRIN 

CROMATOGRAFIE DE GEL FILTRARE 

5.2.1. Consideraţii teoretice 

Determinarea maselor moleculare a proteinelor se poate realiza prin mai multe 

metode şi anume : 

• din date analitice - dacă se cunoaşte conţinutul procentual al unui rest de 

aminoacid sau al unui atom metalic( în cazul metaloproteinelor) 

• din date de microscopie electronică - prin corelarea dimensiunii imaginii 

obţinute pe placa fotografică şi măririle realizate de sistemele optice ale 

microscopului electronic 

• din măsurători de presiune osmotică- se poate aplica numai proteinelor pure, 

cu mase moleculare foarte mari ,de câteva sute de mii 

• prin sedimentare la ultracentrifugare- viteza de sedimentare depinde de 

masa şi forma particulei 

• prin gel cromatografie -metoda prezintă avantajul unui timp scurt de 

determinare şi nu necesită ca proteina să fie într-o stare de înaltă puritate, 

putând fi realizată şi în extracte proteice totale.Determinarea maselor 

moleculare a proteinelor se face corelând valorile maselor moleculare ale 

proteinelor şi comportarea la eluţie a acestora. 
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Witaker (324) a găsit o corelaţie liniară între logaritmul masei moleculare a 

proteinelor şi raportul dintre volumul de eluţie şi volumul spaţiului gol al coloanei 

cromatografice Vg/Vounde 

• Ve este volumul de eluant necesar pentru a transporta moleculele unei 

anumite substanţe prin coloana cromatografică iar 

• Vo reprezintă volumul de lichid din spaţiul interstiţial dintre granulele 

gelului ; acesta se determină experimental cu ajutorul unei substanţe (Blue 

Dextran 2000) care nu e reţinută de materialul stratului cromatografic, prin 

măsurarea volumului de eluţie. 

Acest raport Vg/ Vq se mai denumeşte şi volumul relativ de eluţie şi pare a fi 

independent de concentraţia proteinei aplicate pe coloana cromatografică, de 

dimensiunile coloanei, dar este afectat valoric de variaţiile de temperatură. 

Practic se determină volumele de eluţie ale unor proteine pure a căror masă 

moleculară este cunoscută- pentru etalonarea coloanei cromatografice. După 

determinarea volumului de eluţie pentru proteina luată în studiu, prin extrapolare pe 

curba etalon se realizează determinarea masei moleculare . Andrews (14 ) şi Fischer 

(105) au realizat evaluarea maselor moleculare a proteinelor în domeniul 1000-

80.000. Autorii obţin o curbă sigmoidală în reprezentarea grafică a volumelor de 

eluţie în funcţie de logaritmul maselor lor moleculare . Precizia determinării este de 

93 %. 

5.2.2. Determinarea masei moleculare a enzimei allinaza pe o coloană cu 

Sephadex G-100. 

Allinaza obţinută prin concentrarea dializatului pe coloana cu hidroxilapatită , a 

fost supusă determinării masei moleculare prin cromatografie în gel, pe o coloană 

umplută cu Sephadex G-100 (acesta a fost ales ca urmare a caracteristicilor sale 

compatibile cu caracteristicile enzimei allinaza), după o împachetare şi standardizare 

riguroasă a coloanei cromatografice. 

Metoda s-a bazat pe determinarea masei moleculare a enzimei comparativ cu 

volumul de eluţie necesar eluării următoarelor substanţe cu mase moleculare 

cunoscute şi care au fost utilizate ca standard (tabelul 5.4). 

BUPT



94 

Caracteristicile standardelor utilizate pentru determinarea masei 

moleculare a alinazei 

Tabelul 5.4 

Albumină serică bovină (a) Sigma ( fi-acţiunea V) 65.000 

L-lactat dehidrogenase (b) Sigma (tip III) bovine heart 130.000 

Blue Dextran (c) Fluka 2.000.000 

K2Cr04(d) Merck 194 

Caracteristicile gelului sunt: 

Sephadex 40-120 4000- 1000- 10.0 + 1.0 15-20 72 5 
G-100 150000 100000 

Pregătirea coloanei cromatografîce 

S-a utilizat o coloană cromatografică de sticlă de 2.8 x 75 cm, umplută cu 

Sephadex G-100 . Gelul s-a preparat ţinând cont de caracteristicile acestuia. 

S-au determinat parametrii ce caracterizează stratul cromatografic , şi anume: 

Volumul total (Vt)a\ stratului cromatografic. 

Acesta s-a calculat cu ajutorul volumului cilindrului V = nr^h , şi s-a 

determinat experimental, pentru o precizie mai mare a separării. 

Vtal gelului determinat prin calcul: Vt = 461.5 cm^. 

Volumul gelului din strat (Vx) este definit prin relaţia: V* = Vt - Vo ; unde 

Vo (volumul de lichid din spaţiul interstiţial al gelului) s-a determinat 

experimental prin eluarea standardului de Blue dextran cu soluţie tampon KH2PO4/ 

Na2HP04 0.05 M ( pH = 7), la un debit al eluantului de 55.7 ml/h. S-a obţinut o 

valoare de Vo = 82 cm^; astfel: 

Vx = 461.5 -82 = 379.58 cm .̂ 

împachetarea coloanei s-a efectuat cu o deosebită grijă pentru a înlătura , pe cât 

posibil, orice sursă de eroare . Coloana de sticlă a fost conectată la capătul ei 

superior la un rezervor cu soluţie tampon tampon KH2PO4/ Na2HP04 0.05 M ( pH = 
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7) iar la capătul inferior cu o pompă peristaltică. Aceasta din urmă s-a conectat cu un 

colector automat de fracţiuni. 

După împachetarea gelului , întreaga instalaţie a fost dezaerată cu ajutorul unei 

soluţii de tampon fosfat 0.05M , prin aplicarea unui sens invers eluării imprimat cu 

ajutorul pompei peristaltice. 

Rata filtrării s-a stabilit la 55.7 ml/ oră. 

Standardizarea coloanei cromatografice s-a realizat practic prin introducerea 

pe la capătul superior al coloanei a 5 ml de amestec format din : 35.6mg albumină 

serică bovină, 3.3mg Blue dextran, 1.6 mg L-lactat dehidrogenază şi 4.7mg 

deK2Cr04 solubilizate în soluţie de tampon KH2PO4/ Na2HP04 0.05 M (pH = 7) . 

Aplicarea amestecului s-a realizat cu ajutorul unei seringi cu extrem de mare 

grijă pentru a nu introduce aer în coloana de gel şi a nu perturba suprafaţa uniformă a 

acesteia. 

S-a efectuat apoi legătura cu rezervorul de soluţie de tampon fosfat 0.05M aflat 

la partea superioară a coloanei şi s-a pornit pompa peristaltică a cărui debit a fost 

prestabilit anterior la 55.7 ml/oră. 

Eluarea amestecului s-a efectuat pe parcursul a 8 ore, timp în care a fost colectat 

un volum de 450 ml de eluent în fracţiuni de câte 3 ml fiecare. 

Fiecare fracţiune a fost fotocolorimetrată, determinându-se densităţile optice ale 

Blue dextranului (c) la 600nm, a proteinelor (a,b) la 660nm ( prin metoda L o v ^ ) şi a 

K2Cr04 (d) la 440 nm. Valorile densităţilor optice obţinute pentru diferite fracţiuni 

sunt redate în tabelul 5.6. Din acest tabel se poate observa prezenţa a patru maxime, 

care se pot identifica cu prezenţa celor patru standarde de lucru. 

Cele patru maxime corespund următoarelor componente din amestec : 

fracţiunea 29 - corespunde concentraţiei maxime a Blue dextranului, fracţiunea 35 -

cu o concentraţie maximă a L-lactat dehidrogenazei, fracţiunea 44 - cu o concentraţie 

maximă ce corespunde albuminei serice bovine şi respectiv fracţiunea 77 - ce 

corespunde concentraţiei maxime a cromatului de potasiu. 
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Valorile densităţilor optice ale standardelor de lucru utilizate în separarea 

allinazei prin gel cromatografie , pe coloană cu Sephadex G-100 

Tabelul 5.5 

Nr. 
fracţiune 

Blue 
dextran 

X,-600nm 

Nr. 
fracţiune 

Proteine 

660nni 

Nr. 
fracţiune 

K2Cr04 

X=440 nm 
19 0.010 33 0.276 70 0.021 
20 0.012 34 0.316 71 0.065 
21 0.010 35 0.356 72 0.082 
22 0.015 36 0.308 73 • 0.120 
23 0.023 37 0.315 74 • 0.147 
24 0.027 38 0.320 75 . 0.153 
25 0.030 39 0.331 76 • 0.210 
26 0.032 40 0.349 77 0.230 
27 0.035 41 0.350 78 0.190 
28 0.052 42 0.375 79 0.120 
29 0.065 43 0.440 80 0.070 
30 0.040 44 0.485 
31 0.030 45 0.480 
32 0.015 46 0.440 

47 0.410 
48 0.310 
49 0.297 
50 0.225 
51 0.165 
52 0.135 
53 0.105 
54 0.100 
55 0.072 
56 0.060 
57 0.050 

Volumele de eluţie determinate, a fiecărei substanţe standard, sunt următoarele: 

Ve Blue dextran = 82 ml ,Ve L-lactat dehidrogenază = 105 m l , Ve albumină serică 

bovină = 162 ml şi Ve K2Cr04 = 231 ml. 

După determinarea volumelor de eluţie a standardelor , coloana cu Sephadex a 

fost eluată de două ori cu aceeaşi soluţie tampon fosfat 0.05M ( pH = 7) cu care s-a 

efectuat şi eluarea standardelor. 

Odată coloana pregătită s-a trecut la determinarea masei moleculare a enzimei 

allinaza, funcţie de volumul de eluent utilizat. 
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d 
QO.6 

0.5 

Valorile extincţiilor standardelor de lucru în separarea pe coloană 

cromatografică cu Sephadex G-100 

Graficul 5.6 

Separarea enzimei alinaza pe coloana Sephadex G-100 

albumina serica 

Lactat 
dehidrogenaza 

K2Cr04 

20 40 60 80 

-0.1 -

100 

nr.fractiune 

Modul de lucru: S-a preparat un amestec format din fracţiunea 19 ( 2 ml ), 

obţinută după trecerea dializatului de enzimă pe coloana cu hidroxilapatită, ( cu un 

conţinut de 13.95 mg proteină /5ml probă şi 11.92mmoli/l acid piruvic) în care s-au 

solubilizat 2.8 mg Blue dextran şi 10 mg de K2Cr04. 

Amestecul a fost injectat la partea superioară a coloanei, după care s-a trecut la 

eluarea şi identificarea componentelor. 

Eluarea s-a realizat timp de 6 ore, cu 315 ml de soluţie de tampon fosfat 

KH2PO4/ Na2HP04 0.05 M ( pH = 7), la un debit de 55.7 ml/oră. Cu ajutorul 

colectorului automat de fracţiuni s-au colectat 105 fracţiuni a câte 3 ml fiecare 

Fracţiunilor 30-76, cuprinse între Blue dextran şi cromat de potasiu, li s-a 

analizat conţinutul în proteine (respectiv volumul de eluţie maxim pentru fiecare 
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proteină) şi s-a identificat prezenţa enzimei allinaza, prin măsurarea activităţii 

acesteia asupra substratului S-etil-L-cisteinsulfoxid; această activitate s-a determinat 

funcţie de cantitatea de acid piruvic eliberat din reacţia enzimatică. Rezultatele sunt 

prezentate în tabelul 5.6 şi graficul 5.6. 

Identificarea prezenţei enzimei allinaza, funcţie de cantitatea formată de acid 

piruvic Tabelul 5.6 

Nr. fracţiune Densitatea Nr, fracţiune Densitatea 

optică optică 

X = 540 nm A, = 540 nm 

41 0.051 65 0.045 
42 0.050 70 0.040 
43 0.045 71 0.045 
44 0.048 72 0.048 
45 0.045 73 0.228 
50 0.040 74 0.055 
55 0.042 75 0.051 
60 0.043 76 0.047 

Graficul 5.6 

Identificarea prezentei enzimei allinaza în fracţiunile de 
elutie, pe coloana cu Sephadex G-100 

O 
d 0.25 

0.2 

0.15 

0.1 

0.05 

O 

allinaza 

O 20 40 60 nf.Tractiune 

în urma determinărilor efectuate se constată că fracţiunea 73 conţine cea mai 

mare cantitate de allinază. în funcţie de volumul de eluţie Ve al fiecărui standard, 

respectiv al allinazei, în urma eluării cu soluţie tampon fosfat NaHPOV Na2HP04, 

0.05m, de pe coloană ( Ve = 150 ml), şi a raportului Ve/ Vo , s-a efectuat determinarea 

masei moleculare a proteinei din fracţiunea 73 , conform metodei de determinare a 

maselor moleculare ale proteinelor după Fish. 
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In tabelul 5.7 sunt redate valorile logaritmice ale maselor moleculare a 

standardelor în funcţie de raportul Ve/ Vo, determinat pentru fiecare component în 

parte în urma eluării componentelor. 

Valorile logaritmice ale maselor moleculare ale standardelor 

Tabelul 5.7 

Standard Veml 

(pg.95) 

Ve/Vo 

(Pg.93) 

Masa moleculară 

(M) log M 

Blue dextran 82 1 2.000.000 6.301 

L-lactat 

dehidrogenază 

105 1.40 130.000 5.11 

Albumină serică 

bovină fracţ.V 162 

1.96 65.000 4.82 

allinaza 150 1.82 83.000 4.92 

logMS 

6 

4 

2 

O 

Determinarea masei moleculare a allinazei 

1.4 1.82 1.96 

Grafic 5.7 

- • - logM 

VeÂ O 

în urma reprezentării grafice s-a determinat masa moleculară a allinazei ca fiind 

83.000 , ţinând cont că raportul Ve/Vo al allinazei, în urma eluării pe coloana cu 

Sephadex G-100 este de 1.82. 

Această valoare se situează la valori apropiate găsite în literatura de specialitate 

( M = 85.000) (185, 186). 
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5.3. Determinarea influenţei substratului şi a efectorilor asupra activităţii 
allinazei 

Concentraţia enzimei şi concentraţia substratului au un rol primordial în ceea ce 

priveşte viteza de desfăşurare a reacţiilor enzimatice deoarece în timpul reacţiilor 

enzimatice are loc formarea unui complex enzimă-substrat. 

L. Michaelis şi M.Menten au reuşit să explice cantitativ fenomenul prin care, 

în timpul procesului de cataliză, se produce o combinaţie intermediară nestabilă 

(complex enzimă-substrat) care apoi se descompune în produs şi enzimă, admiţând că 

formarea şi descompunerea acesteia au loc după legea acţiunii maselor( 86). 

Enzimele catalizează numai reacţii termodinamic posibile, adică reacţii care 

decurg în sensul micşorării energiei libere a sistemului, rolul complexului enzimă 

substrat, în procesele de cataliză enzimatică, fiind acela de a micşora energia de 

activare a reacţiei. 

în funcţie de sensul lor de evoluţie, reacţiile catalizate de enzime pot fi 

reversibile sau ireversibile de tipul: 

E + S ^ ^ E + P 

E + P 

Mecanismul de acţiune al enzimelor şi implicit manifestarea funcţiilor catalitice ale 

acestora pot fi exprimate şi interpretate în termeni cinetici. 

O reacţie biochimică reprezintă un proces dinamic în care, pomindu-se de la o 

stare, iniţială, moleculele reactante sunt transformate ajungându-se la o stare finală. 

Acest proces se desfăşoară în timp cu o anumită viteză (v). 

Viteza de reacţie (v) , în cazul reacţiilor enzimatice, se defineşte ca fiind 

cantitatea de substrat (S) care se transformă în unitatea de timp (t) şi se exprimă prin 

relaţia: v = - d S / dt 

Viteza de reacţie constituie un parametru de exprimare cantitativă a activităţii 

enzimatice. 

BUPT



101 

Concentraţia enzimei 
/r 

In condiţiile în care concentraţia substratului este constantă, viteza de reacţie (v) iniţială 

este direct proporţională , între anumite limite , cu concentraţii crescânde ale enzimei [E]; peste 

aceste limite, la concentraţii crescute de enzimă viteza de reacţie devine însă constantă. 

Concentraţia substratului. Constanta Michaelis 

In condiţiile în care concentraţia enzimei este menţinută constantă, iar concentraţia 

substratului [S] creşte, viteza reacţiei enzimatice variază după o curbă care corespunde unei 

hiperbole echilaterale ce tinde asimptotic la valoarea maximă a vitezei. Din analiza curbei, 

rezultă că la o valoare a vitezei de reacţie (v) egală cu jumătate din valoarea vitezei maxime de 

reacţie (v=Vmax/2) corespunde pe axa abscisei, o valoare determinată a concentraţiei substatului 

denumită Km (constanta Michaelis). Deci, constanta Michaelis (Km) reprezintă acea 

concentraţie de substrat pentru care viteza de reacţie corespunde la jumătate din viteza maximă 

de reacţie. 

Aşadar, pentru v=Vmax/2, Km = [S], Km are valorile unei concentraţii, 

exprimându-se în moli/l. 

Afinitatea enzimei pentru substrat. Ecuaţia Michaelis Menten. (Km) 

Expresia matematică care defineşte relaţia cantitativă dintre viteza reacţiei 

enzimatice, concentraţia substratului, şi valoarea Km şi care îndeplmeşte condiţiile 

unei curbe hiperbolice este ecuaţia Michaelis - Menten: 

v = Vmax[S]/ Km + [S]încare: 

V = viteza de reacţie măsurată; Vmax= viteza maximă de reacţie 

corespunzătoare saturării enzimei cu substrat; [S]= concentraţia substratului; 

Ecuaţia Michaelis Menten exprimă viteza reacţiei enzimatice în fiecare 

moment, viteză care depinde - conform acestei ecuaţii - de concentraţia 

substratului, viteza maximă de reacţie şi implicit de concentraţia totală a enzimei 

combinată cu substratul [E] şi constanta Michaelis (Km) 

Semnificaţia Km . Constanta Michaelis (Km) reprezintă un mdicator al 

afinităţii enzimei pentru substratul de reacţie: cu cât Km are o valoare mai mare, cu 

atât afinitatea enzimei pentru substrat este mai scăzută şi invers; 

Determinarea experimentală a Km. Pentru evaluarea mai precisă a Km s-

au elaborat diferite metode grafice prin care cinetica de reacţie enzimatică se 
exprimă sub forma unei drepte. 

Cea mai largă aplicabilitate o are metoda Linewaever - Burk, metodă 

care se bazează pe exprimarea ecuaţiei Michaelis - Menten într-o altă formulă 
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matematică ce corespunde unei drepte; prin multiplicarea ambilor termeni ai 

ecuaţiei v= Vmax[S] / Km + S cu V^ax . prin prelucrarea matematică a ecuaţiei şi 

exprimarea valorii reciproce, ecuaţia Michaelis - Menten devine: 

l / v = (Kn , /Vn ,ax ) ( l / [S ]+ l /Vn ,ax ) . 

Aceasta reprezintă ecuaţia Linewaever - Burk care, transpusă grafic, are 

forma unei drepte a cărei ecuaţie este y = ax + b. în ecuaţia dreptei, y şi x sunt cele 

2 variabile, a reprezentând panta dreptei, b valoarea punctului de intersecţie al 

dreptei cu ordonata (y). 

Reprezentarea grafică a 

ecuaţiei Lineweaver-Burk 

5.3.2. Material şi metodă 

Determinarea constantei Michaelis ( Km ) a allinazei s-a efectuat utilizând ca 

substrate de reacţie diferiţi S-alchil-L-cistein sulfoxizi sintetizaţi de noi în laborator. 

S-alchil-L-cistein sulfoxizi utilizaţi au fos t : S-metil-L-cistein sulfoxidul, S-eti-

L-cistein sulfoxidul, S-propil-L-cistein sulfoxidul şi S-alil- L-cistein sulfoxidul. 

Din punct de vedere cinetic , a fost studiată activitatea allinazei, conţinută într-

un extract apos cu un conţinut de 1.54 |imoli tiosulfmaţi /ml extract, asupra 

substratelor amintite anterior. Conţinutul în tiosulfmaţi a fost determinată prin metoda 

Nakata (210) 
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Mod de lucru: 

Intr-o eprubetă s-au introdus substrat ( în concentraţii crescânde, după cum sunt 

prezentate în tabelul 5.3.1.X 0.5 ml extract iar mediul de reacţie utilizat a fost o 

soluţie tampon fosfat 0.01 m de pH = 6.5 , până la un volum fmal de 1.5 ml; eprubetel 

e se menţin într-o baie de apă la temperatura de 25 °C, timp de 20 minute. 

Modul de lucru pentru determinarea activităţii allinazei, în absenţa 
efectorilor 

Tabelul 5.3.1 
PrpBe- t 1 • ; 2 3 4 5 6 7 

Sj&bS^tMf 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 

0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 

Se incubează la 25 timp de 20 minute 

Reacţia enzimatică a fost oprită prin adăugarea în fiecare eprubetă a câte 2 ml de acid 

tricloracetic 10%. 

Pe probe alicote s-au efectuat determinările produsului format ( acidul 

piruvic) pentru fiecare concentraţie a substratului prin metoda spectrofotometrică cu 

2,4 dinitrofenil hidrazină, la 540 nm astfel: 

Din fiecare probă s-au luat câte 0.5 ml la care s-au adăugat 0.5 ml de 2,4 

dinitrofenil hidrazină şi 5ml de NaOH 0.4 n . După 15 minute s-a dezvoltat un 

complex stabil de culoare roşietică căruia i s-a determinat D.O. Rezultatele sunt 

prezentate în tabelul 5.3.2. 

5.3.3 Rezultate şi discuţii 

în funcţie de concentraţia substratului, respectiv a produsului de reacţie 

format, s-a calculat viteza de reacţie (tabelul 5.3.3) şi s-a reprezentat grafic v= f ( [ S ] ) . 

Din reprezentarea grafică (graficul 5.3.1.) s-a determinat valoarea lui Vmax pentru 

fiecare substrat în parte, respectiv s-a putut determina constanta Michaelis ( Km). 

Valoarea acestei constante ne indică afinitatea enzimei faţă de substrat. 
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Cantitatea de substrat transformat, respectiv de acid piruvic rezultat în 

funcţie de substratul utilizat 

Tabelul 5.3.2 

Substrat Parametrii Nr. probe Substrat Parametrii 

1 2 3 4 5 6 

SMetaL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

SMetaL(+) 
Cis Sulfoxid 

D.O. 0.099 0.180 0.260 0.320 0.350 0.355 

SMetaL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 

transformat 

4.0 7.8 10.6 14.2 17.0 19.4 

SEtilL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

SEtilL(+) 
Cis Sulfoxid 

D.O. 0.130 0.170 0.200 0.210 0.230 0.240 

SEtilL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 

transformat 

3.8 7.4 8.8 9.0 9.9 10.2 

SPropîlL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

SPropîlL(+) 
Cis Sulfoxid 

D.O. 0.080 0.140 0.130 0.132 0.135 0.136 

SPropîlL(+) 
Cis Sulfoxid 

[ S] mM/1 

transformat 

3.4 5.2 5.4 5.5 5.8 5.9 

SAlilL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

SAlilL(+) 
Cis Sulfoxid 

D.O. 0.095 0.180 0.230 0.281 0.280 0.285 

SAlilL(+) 
Cis Sulfoxid 

[S] mM/1 

transformat 

3.6 7.9 10.2 11.8 12.2 12.8 

Reprezentarea grafică Michaelis Menten a fost realizată , ţinându-se cont de 

valorile determinate experimental ce sunt redate în tabelul 5.3.3. 

Constantele Michaelis (Km) obţinute pentru fiecare substrat utilizat sunt redate 

în tabelul 5.3.4 comparativ cu constantele Michaelis redate în literatura de specialitate 

(185 ) obţinute pentru aceleaşi substrate şi cu allinaza liofilizată. 
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Vitezele de reacţie ale enzimei allinaza în funcţie de valorile concentraţilor 

substraturilor 

Tabelul 5.3.3 ! V nunoU/min/l 
: Concentraţia S-Metil-L -(+)- S-Etil-L-<+)-|S-PropU-L-<+) S-AIU-L-<+)-Cis 
i substraturilor Cis SuUbxid Cis Snlfoxid Cis Sulfoxid Sulfoxid 
! [ S], mmoli/1 

4.2 0.21 0. 29 0.17 0.18 
8.0 0.39 0.37 0.26 0.39 
12.0 0.58 0.44 0.275 0.51 
16.0 0.71 0.45 0.28 0.59 
20.0 0.85 0.49 0.29 0.61 
24.0 0.97 0.51 0.295 0.60 
32.0 1.06 0.51 0.295 0.59 
36.0 1.10 0.51 0.295 0.589 
40.0 1.10 0.51 0.295 0.591 

Graficul 5.3.1. 

iTiTnfVmÎTLl 
120 

Repiraentarea grafica >Bchaelis->fenteo a dnetidi e n z ^ a 
allinazd pentru diferite tipuri de S-akiiil-L-(-̂ )-dsteinsulfoxizL la 

diferite concentraţii de substrat 
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Valorile constantei Michaelis enzimei allinaza în funcţie de substratul 
utilizat 

Tabelul 5.3.4 

Substratul Km 
obţinut 

Vmax/2 
(unităţi 

enzimă/mg 
proteină) 

Km 
literatură 

(186) 

Vmax/2 
(unităţi 

enzimă/mg 
proteină) 

S-metil-L-(+)-cistein 
sulfoxid 

12.0 58.5 15.0 76 

S-etil-L-(+)-cistein 
sulfoxid 

3.40 30.2 6 86 

S-propil-L-(+)-cistein 
sulfoxid 

4.20 14 3 30 

S-aUI-L-(+)-cistein 
sulfoxid 

6.60 26 6 123 

Ţinând cont de valorile obţinute pentru constanta Michaelis , se constată că cea 

mai mare afinitate o are allinaza , din extractul de Allium sativum, pentru sulfoxidul 

S-etil-L-(+)-cisteinei ( Km = 3.40), urmând în ordinea descrescândă a afinităţii 

sulfoxidul S-propil-L-(+)-cisteinei ( Km = 4.20), sulfoxidul S-alil-L-(+)- cisteinei ( 

Km = 6.60 ) şi sulfoxidul S-metil-L-(+)-cisteinei ( Km = 12.0). 

Constanta Michaelis a fost determinată pentru fiecare substrat în parte şi cu 

ajutorul reprezentării Lineweaver-Burk; rezultatele sunt prezentate în tabelul 5.3.8. şi 

graficele 5.3.2, 5.3.3 ,5.3.4 şi 5.3.5. 

în continuare s-a studiat influenţa a diferiţi efectori ( activatori şi inhibitori) 

asupra activităţii enzimei allinaza când aceasta acţionează asupra diferitelor tipuri de 

S alchil L(+) cistein sulfoxizi. 

5.3.2. Determinarea influenţei unor efectori enzimatici asupra activităţii 

enzimei allinaza 

Efectorii enzimatici 

Efectorii enzimatici sunt substanţe de natură chimică diferită care acţionează 

asupra enzimelor modificând cinetica reacţiilor enzimatice. 

După modul lor de acţiune, efectorii enzimatici se clasifică în : activatori, 

inhibitori, allosterici. 

Activatorii enzimatici influenţează pozitiv activitatea enzimatică pe care o 

favorizează sau stimulează. Activatorii enzimatici se prezintă fie sub formă de ioni, 

care acţionează ca activatori propriu-zişi ai unor enzime, fie sub formă de activatori 
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ai unor proenzime, care acţionează prin înlăturarea anumitor fragmente din moleculă 

sub formă inactivă a unor enzime, transformându-le în forma lor activă ; 

- ionii antiinhibitori acţionează înlăturând efectul inhibitor al altor ioni; 

- substanţe cu caracter reducător acţionează prin protejarea grupărilor tiol (-SH) 

active de la situsul catalitic al enzimelor, grupări necesare pentru activitatea 

enzimatică. 

Inhibitorii enzimatici influenţează negativ activitatea enzimatică pe care o pot 

anula definitiv - ireversibil sau temporar-reversibil. Inhibitorii enzimatici pot afecta 

fie situsul catalitic, fie oricare altă regiune a moleculei de enzimă, în ambele cazuri 

legarea substratului fiind influenţată (86). 

Inhibiţia produsă de inhibitorii reversibili poate fi de tip competitiv, 

necompetitiv şi allosterică. 

• Inhibiţia competitivă este determinată de acţiunea inhibitorilor competitivi. Aceşti 

inhibitori sunt substanţe care prezintă o analogie structurală cu substratul şi care 

manifestă o anumită afinitate pentru situsul catalitic. In aceste condiţii, enzima (E) 

poate forma complecşi intermediari disociabili atât cu substratul de reacţie (S) cât 

şi cu inhibitorul competitiv (Ic): 

E + S ES şi E + Ic Ele. Produsul de reacţie (P) poate fi însă generat numai 

de complexul ES:E+S ES E + P , Prin formarea complexului Ele se obţine, prin 

blocarea situsurilor catalitice, o reducere a populaţiei de molecule de enzime libere 

disponibile pentru a reacţiona cu substratul ; ca urmare proporţia moleculelor de 

substrat care mai pot fi convertite în produsul de reacţie se micşorează considerabil. 

Inhibiţia competitivă poate fi anulată prin creşterea concentraţiei de substrat, care 

deplasează astfel inhibitorul competitiv de la situsul catalitic pe care-1 ocupă. 

• Inhibiţia necompetitivă este determinată de acţiunea unor inhibitori (In) care 

nu prezintă analogie structurală cu substratul ; aceştia acţionează fie asupra 

enzimei într-o altă regiune a moleculei, diferită de situsul catalitic, formând un 

complex inactiv enzimă-inhibitor (E + In <-> Eln), fie asupra complexului enzimă 

- substrat, formând un complex inactiv enzima - substrat - inhibitor : ES + In <-> 

ESIn , fie concomitent asupra enzimei şi a complexului ES. In inhibiţia 

necompetitivă se produce o modificare a vitezei maxime de reacţie, precum şi a 

valorii Km , deoarece însăşi afmitatea enzimei pentru substrat se modifică. 

Tipul de mhibare se poate evidenţia şi prin reprezentarea grafică Lineweaver-

Burk. 
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In cazul rcacţici cir/ imaticc inhibate conipctitiv, cciialia dc conscrvarc arata ca 

enzima se poate alia atât în stare liberă cât şi în stare legată în complexele l .S şi i:i 

Ţinând seama că viteza maximă a reacţiei este proporţională cu concentraţia 

totală a enzimei de la începutul procesului enzimatic , se poate scrie raportul: 

v / V m a x - i : s / i : i i : s f \[\ 

introducând valoarea concentraţiei complexului I I şi explicitând în l\incţie de v 

obţ inem: Vmax xF.S Vniax \ S 
V 

^^ Km r:s X I S X Kin( I i ) L x F . S x — X Ki 
Ki S 

Comparând ecuaţia de viteză a reacţiei enzimatice în prezenţa unui inhibitor 

competi t iv cu ecuaţia Michaelis- Menten , se constată prezenţa termenului (1 i I / Ki) 

care multiplică valoarea Km a enzimei. Se poate considera valoarea K ' m în prezenţa 

inhibitorului competi t iv : 
I I 

astfel: Ki K^ m - K m X ( 1 + — ) 
Ki K n i 

Km 
Unde Km este valoarea constantei cinetice în lipsa efcctorului negativ. 

Când Ki are o valoare mică, dar concentraţia inhibitorului este mare , gradul de 

inhibiţie a reacţiei enzimatice va fi funcţie de concentraţia substratului în mediu (332). 

5.3.2. Material şi metodă 

Determinarea constantei Michaelis ( Km ) a enzimei allinaza în prezenţa 

efectorilor s-a efectuat utilizând aceleaşi substraturi de reacţie: S-alchil-L-cistein 

sulfoxizi sintetizaţi de noi. Efectorii utilizaţi precum şi concentraţia lor sunt redate în 

tabelul 5.3.5 

Tipurile de efectori utilizaţi în determinarea Km a enzimei allinaza 

Tabelul 5.3.5 

Efector Provenienţa Concentraţia Efector Provenienţa 

moli g/» 
S-Metil-L-(+)-cisteină 

Sinteză laborator 

I niM 

0.135 

S-Etil-L-(+)-cisteină Sinteză laborator 

I niM 

0.149 

S-Propil-L-(+)-cisteină 

Sinteză laborator 

I niM 0.163 

S-Alil-L-(+)-cisteină 

Sinteză laborator 

I niM 

0.161 

L-(+)-cisteină Merck,p.a 

I niM 

0.121 

Acid ascorbic Fluka, p.a 0.1 m M 17.6 
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Concentraţ i i le efectorilor s-au menţinut constante. 

Schema generală de lucru şi condiţiile reacţiei enzimatice au fost următoarele: 

In şapte eprubete s-au introdus: concentraţii crescânde de substrat, 0.5 ml 

extract şi 0.1 ml efector . Mediul de reacţie utilizat a fost o soluţie tampon fosfat 

0 . 0 I m de pH = 6.5 . Volumul fiecărei probe a fost adus cu soluţie tampon, la un 

volum final de 1.5 ml. Temperatura reacţiei enzimatice a fost de 25 iar timpul de 

reacţie a fost de 20 minute. 

Modul de lucru pentru determinarea activităţii allinazei, în prezenţa 
efectorilor 

Tabelul 5.3.6. 

Probe 1 2 3 4 5 6 7 

Substrat ml 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 

Extract ml 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 

Efector fnl 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

Tampon fosfat 

O.OÎm, j>1a[=(S.5 

0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 

1 

0.3 

Reacţia enzimatică a fost oprită prin adăugarea a 2 ml de acid tricloacetic 10%. 

Din fiecare probă s-au luat câte 0.5 ml la care s-au adăugat 0.5 ml de 2,4 

dinitrofenil hidrazină şi 5ml de N a O H 0.4 n . După 15 minute s-a dezvoltat un 

complex stabil de culoare roşietică .S-au determinat densităţile optice corespunzătoare 

cantităţii de acid piruvic obţinut în urma reacţilor enzimatice în prezenţa efectorilor 

prin fotocolorimetrare la 540 nm. 

5.3.2.2. Rezultate şi diseuţii 

Reprezentarea grafică Lineweaver-Burk a fost efectuată atât pentru 

determinarea constantei Michaelis (Km) pentru alinază faţă de fiecare substrat amintit 

anterior, dar şi pentru determinarea influenţei unor efectori asupra valorii Km . 
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Accaslă reprezentare s-a efeetuat ţ inandu-se cont de valorile parametrilor 

obţinuţi în urma determinărilor cantităţii de acid piruvic format în urma reacţiilor 

enzimatice. 

S-au obtinut următoarele rezultate: 

Cantitatea de S Metil L (+) Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid 

piruvic rezultat, în funcţie de efectorul utilizat 

Tabelul 5.3.7 

Efectori Parametrii Nr. probe Efectori Parametrii 

1 2 3 4 5 6 

S Metil L (+) 
Cisteină 

D.O. 0.098 0.170 0.230 

i y . ( T 

0.270 

16.0 

0.300 

'20.0 ^ 

0.320 

"24.0 
S Metil L (+) 

Cisteină [S] mM/l 4.2 

0.170 0.230 

i y . ( T 

0.270 

16.0 

0.300 

'20.0 ^ 

0.320 

"24.0 
S Metil L (+) 

Cisteină 
[S] mM/l 

transformat 

4.0 7.5 10.1 12.1 13.2 14.2 

L.(+). 
Cisteină 

D.O. 0.090 0.135 0.196 0.252 0.260 0.310 

L.(+). 
Cisteină 

[S] mM/l 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

L.(+). 
Cisteină 

[S] mM/l 

transformat 

3.70 6.06 8.50 11.1 11.4 13.7 

Acid asorbic 

D.O. 0.200 0.310 0.360 0.370 0.390 0.440 

Acid asorbic 
[S] mM/l 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

Acid asorbic [S] mM/l 

transformat 

8.8 13.7 16.0 16.6 17.2 19.6 

Cu valorile obţinute s-au efectuat calculele pentru l /v respectiv 1/[S] , necesare pentru 

reprezentarea grafică Lineweaver-Burck şi a calculului constantelor Km pentru fiecare 

efector în parte. 
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza în funcţie de valorile 

inverse a concentraţilor S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S1 şi a vitezelor de 

reacţie lA^ în prezenţa efectorilor 

Tabelul 5.3.8 

1/[S] 
1/mM 
xO.Ol 

1/ V X 0.01 ( l/mM/min/l), în prezenţa 
1/[S] 

1/mM 
xO.Ol 

Substrat Efectori 1/[S] 
1/mM 
xO.Ol 

S-Metil-L-(+)-
Cis Sulfoxid 

S-Metil-L-(+)-
Cis(lmM) 

L-(+)-Cis 
(ImM) 

Acid ascorbic 
1% 

25 346.6 480 651.4 190 
12.5 213.3 280 365 116 
8.3 168.5 212.8 269 95 
6.2 146.6 180 222 86 
5.0 133.3 160 194 78 
4.6 124.3 146.5 175 68 
3.1 113.3 130 151 66 

Graficul 5.3.2. 

s 
i 
s 

o X J-

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru activitatea allinazei asupra 
S-Met i l -L- (+) -Cis Sulfoxid 

S Metil L (+) Cis Sulfoxid 
L (+) C i s ( l m M ) 

•S Metil L ( + ) Cis (ImM) 
Acid ascorbic 1% 

-20 - 1 0 O 10 20 30 
1/sxO.Ol ( 1 / m M ) 
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Cantitatea de S-Etil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid 

piruvic rezultat, în funcţie de efectorul utilizat 

Tabelul 5.3.9 

Efectori Parametrii Nr. probe 

1 2 3 4 5 6 

S-etil-L-(+)-
Cisteină 

D.O. 0.110 0.150 0.190 0.200 0.210 0.230 
S-etil-L-(+)-

Cisteină [S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

[S] mM/l 3.9 6.6 8.2 9.0 9.2 10.0 

transformat 

D.O. 0.100 0.140 0.180 0.185 0.200 0.210 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

L-(+)-
Cisteină 

[S] mM/1 

transformat 

4.1 6.3 7.6 8.1 8.8 9.3 

D.O. 0.165 0.210 0.230 0.250 0.252 0.260 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

Acid asorbic [S] mM/1 

transformat 

4.0 7.30 10.1 10.8 11.1 11.4 

Cu valorile obţinute s-au efectuat calculele pentru l /v respectiv 1/[S] , necesare pentru 

reprezentarea grafică Lineweaver-Burck şi a calculului constantelor Km pentru fiecare 

efector în parte. 
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza în funcţie de valorile 

inverse a concentraţilor S-etil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S| şi a vitezelor de 

reacţie IA', în prezenţa efectorilor 

Tabelul 5.3.10 
1/ V X 0.01 ( l/mM/min/l), în prezenta 

1/[S] Substrat Efectori 
l/mM S-Etil-L-(+)- S-Etil-L-(+)-Cis L-(+)-Cis Acid ascorbic 
xO.Ol Cis Sulfoxid (ImM) (ImM) 1% 

25 320 370 426 254 
12.5 262.4 294 330 213 
8.3 240 265 293 200 

6.25 213 229 248 176 
5 200 212 226 168 

4.16 192 202 213 162 
3.125 186 195 204 151 

Graficul 5.3.3 

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Etil-L-(+)-Cis Sulfoxid 

SEtilL(+)Cis Sulfoxid 
L (+)Cis ImM 

SEtilL( + )Cis ImM 
Acid ascorbic 1 % 

-40 -30 -20 -10 10 20 30 
1/SxO.Ol (l/mM) 
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Cantitatea de S-Propil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respectiv de acid 

piruvic rezultat, în funcţie de efectorul utilizat 

Tabelul 5.3.11 

Efectori Parametrii Nr. probe 

1 2 3 4 5 6 

S propil L (+) 
Cisteină 

D.O. 0.060 0.092 0.102 0.120 0.125 0.130 
S propil L (+) 

Cisteină [S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

[S] mM/1 2.6 3.92 4.4 5.2 5.4 5.6 

transformat 

D.O. 0.080 0.095 0.100 0.110 0.120 0.125 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

L (+) Cisteină [S] mM/1 

transformat 

3.40 4.0 4.2 4.8 5.2 5.9 

D.O. 0.100 0.125 0.135 0.140 0.144 0.147 

[ S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

Acidasorbic [S] mM/1 

transformat 

4.0 5.4 5.9 6.1 6.4 6.7 

Cu valorile obţinute s-au efectuat calculele pentru l/v respectiv 1/[S] , necesare pentru 

reprezentarea grafică Lineweaver-Burck şi a calculului constantelor Km pentru fiecare 

efector în parte. 
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza în funcţie de valorile 

inverse a concentraţilor S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/fS] şi a vitezelor de 

reacţie l/V, în prezenţa efectorilor 

Tabelul 5.3.12 
1/ V xO.Ol ( l/mM/min/l), în prezenta 

1/[S] Substrat Efectori 
1/mM S-propil-L-(+) S-propil-L-(+) L-(+)-Cis Acid ascorbic 
xO.Ol Cis Sulfoxid Cis (ImM) (ImM) 1% 

25 584 780 980 3 4 0 

12.5 432 530 630 2 9 8 

8.3 381 446 512.4 2 9 0 

6.25 356 405 455 2 6 7 

5 340 380 420 2 7 0 

4.16 330 363.2 396.4 2 6 7 

Graficul 5.3.4 

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Propil-L-(+) Cis Sulfoxid 

S Propil L {+) Cis Sulfoxid 
L(+)Cis ImM 

S Propil L ( + )Cis ImM 
Acid ascorbic 1 % 

-40 -30 -20 - 1 0 O 10 20 30 
1/SxO.Ol (l/mM) 
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Cantitatea de S-Alil-L-(+)-Cis Sulfoxid transformat, respcctiv de acid 

piruvic rezultat, în funcţie de efectorul utilizat 

Tabelul 5.3.13 

Efectori Parametrii Nr. probe Efectori Parametrii 

1 2 3 4 5 6 

S - a l i l - L - ( + ) 
Cisteină 

D . O . 0.095 0.150 0.190 0.220 0.247 0.250 
S - a l i l - L - ( + ) 

Cisteină [S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 S - a l i l - L - ( + ) 
Cisteină 

[S] mM/l 

transformat 

3.9 6.7 8.2 9.5 10.5 10.8 

L - ( + ) -
Cisteină 

D . O . 0.085 0.132 0.163 0.204 0.230 0.232 

L - ( + ) -
Cisteină 

[S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

L - ( + ) -
Cisteină 

[S] mM/I 

transformat 

3.60 5.8 7.2 9.0 10.0 10.2 

Acid asorbic 

D . O . 0.202 0.232 0.250 0.260 0.297 0.303 

Acid asorbic 
[ S] mM/1 4.2 8.0 12.0 16.0 20.0 24.0 

Acid asorbic [S] mM/1 

transformat 

3.4 7.1 11.1 11.6 12.9 13.3 

Cu valorile obţinute s-au efectuat calculele pentru l/v respectiv 1/[S] , necesare 

pentru reprezentarea grafică Lineweaver-Burck şi a calculului constantelor Km pentru 

fiecare efector în parte. 
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Determinarea constantei Michaelis a enzimei allinaza în funcţie de valorile 

inverse a concentraţilor S-alil-L-(+)-cistein sulfoxidului 1/[S| şi a vitezelor de 

reacţie W , în prezenţa efectorilor 

Tabelul 5.3.14 

1/[S] 
l/mM 
x0.01 

1/ V X 0.01 (1/mM/min/l), în prezenţa 
1/[S] 

l/mM 
x0.01 

Substrat Efectori 1/[S] 
l/mM 
x0.01 

S-alil-L-(+) 
Cis Sulfoxid 

S-alil-M+)-Cis 
(ImM) 

L-(+Kis 
(ImM) 

Acid ascorbic 
1% 

25 376 441.8 510 198 
12.5 255.5 288.4 322.5 155 
8.3 215 236.8 259.5 140 ^ 

6.25 195.2 211.7 228.75 123 
5 183.2 196.3 210 120 

4.16 175.1 186.0 197.4 118 
3.57 169.4 135 188.5 115 

Graficul 5.3.5 

e 
S 
i 
£ 

> 

Reprezentarea Lineweaver-Burk pentru S-Alil-L-(+)-Cis Sulfoxid 

S Alil L ( + ) Cis Sulfoxid 40mM 
L (+)Cis ImM 

S Alil L( + ) Cis ImM 
Acid ascorbic 1 % 

600 

- 3 0 -20 - 10 O 10 2 0 3 0 

1/SxO.Ol (I/mM) 
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în urma studiului cinetic efectuat anterior asupra activităţii allina/ci pe cele 

patru tipuri de substrate , atât în absenţa cât şi în prezenţa unor efectori , şi din 

reprezentarea prin grafice după modelul Lineweaver-Burk. s-au constatat 

următoarele: 

Valorile constantei Michaelis (K'm) prin reprezentarea Lineweaver-Burk se 

găsesc la valori apropiate de cele determinate prin metoda Michaelis -Menten, ceea 

ce este redat în tabelul 5.3.15. 

Pentru obţinerea reprezentărilor Lineweaver-Burk au fost calculaţi următorii 

parametrii: 1/[S] (1/mM), cantitatea de acid piruvic format (mM) pentru fiecare 

concentraţie a substratului fară efector şi în prezenţa efectorului, cantitatea de substrat 

transformată (mM/1), viteza de reacţie v (mM/min/1) şi l/v , după cum au fost redaţi în 

tabelele 5.3.2-5.3.14. 

Constantele K'm s-au determinat din reprezentările Lineweaver-Burk, prin 

prelungirea dreptelor corespunzătoare fiecărui substrat martor, cât şi a celor obţinute 

în prezenţa efectorilor, până la intersecţia cu abscisele respective. 

In tabelul 5.3.15 sunt redate comparativ valorile Km ale allinazei obţinute atât 

prin reprezentarea Michaelis - Menten cât şi prin reprezentarea grafică Lineweaver-

Burk ( K'm) în absenţa efectorilor ; deasemenea sunt redate valorile K^m, respectiv 

valorile constantei de inhibiţie Ki, obţinute din reprezentarea Lineweaver-Burk a 

acţiunii allinazei asupra celor patru substraturi în prezenţa efectorilor : S-alchil-L-(+)-

cisteinei, L-(+)-cisteina şi a acidului ascorbic. 

Constanta de inhibiţie Ki s-a calculat cu formula 

Ki = 
K in 

Km 

Unde Km = constanta Michaelis obţinută prin reprezentarea Michaelis-Menten 

K'm = constanta Michaelis obţinută prin reprezentarea Lineweaver-Burk 
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Valorile constantei Michaelis (Km, K'm) ale allinazei faţă de S-alchil-I^-(+)-

cistein sulfoxizi în absenţa şi în prezenţa unor efeetori 

Tabelul 5.3.15. 

Nr. 
Crt. Substrat 

Km 
fără 

efector 

S-alchil-L(+)-
cisteina 

corespunzătoare 

L-(+)-cisteina Acid ascorbic Nr. 
Crt. Substrat 

Km 
fără 

efector 

Km % Ki Km % Ki Km % 

1. S-metiI-L-(+) 
cistein sulfoxid 

12.10 20 -39.5 1.53 26.3 -54.1 0.83 6.89 +43.1 

2. S-etil-L-(+) cistein 
sulfoxidul 

3.84 5.26 -27 2.70 7.14 -46.3 1.16 2.85 +25.7 

3. S-pr6pil-L-(+) 
cistein sulfoxidul 

4.34 7.14 -39.3 1.55 10.0 -56.6 0.76 2.94 +32.3 

4. S-aIil-L-(+) cistein 
sulfoxidul 

6.66 9.90 -32.7 2.05 11.7 -43.4 1.30 3.70 +44.5 

Graficul 5.3.6. 

Dinamic» activitatii allinazei in prc/x̂ nta efectorilor 

l ac id ascorb ic • S a l c h i l L c i s t e i n siilfoxizi DSa lch i lLc i s t e ina B L c i s t e i n a 

Km 

efeetori 

Lcis le ina 

^ Salchi lLcis te ina 

Salchi l l . c i s lc in s u l f o x i / i 

acid ascorb ic 

Metil 
radicali 
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Se poate observa atât din tabelul 5.3.15. cât şi din graficul 5.3.6 că faţă de 

valorile lui Km a allinazei care redau afinitatea pentru cei patru sulfoxizi, utilizaţi ca 

şi substraturi, ( rândul al 2-lea din grafic) , afinitatea enzimei pentru substrat se 

diminuează în prezenţa S-alchil-L-cisteinei, la toate cele patru substraturi cu valori ale 

Km cu 27 şi 39.5 % mai ridicate faţă de Km iniţial, dar într-o măsură mai mică faţă de 

inhibarea produsă de prezenţa S-(+)-cisteinei ; procentul de inhibare a activităţii 

enzimei se situează , în acest caz , la valori ale Km cu 43.4 - 56.6 % mai mari . 

în tabelul 5.3.15 sunt redate valorile comparative ale Km atât faţă de Km al 

allinazei fară efector cât şi în prezenţa acestora, calculându-se şi constanta de inhibiţie 

Ki. 

Cu cât valoarea constantei de inhibiţie este mai mică cu atât inhibiţia este mai 

înaintată. Astfel s-a constatat o afinitate mai mare a centrului catalitic al allinazei faţă 

de L-(+)-cisteina. Aceasta reduce activitatea enzimatică a allinazei faţă de S-alchil L-

(+)-cisteinsulfoxizi în următoarea ordine: la S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul se 

înregistrează o constantă de inhibiţie Ki = 0.76 ceea ce reprezintă o creştere a Km de 

la 4.34 la 10, respectiv o diminuare a vitezei de reacţie faţă de S-propil L-(+)-cistein 

sulfoxidul cu 56.6%; în cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se înregistrează o 

valoare Ki=0.83, ceea ce reprezintă o creştere a constantei Michaelis de la 12.10 la 

26.3, adică cu 54.1%. 

în cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibiţia se manifestă astfel: o creştere de 39.5% 

(K'm=20 faţă de Km=12.10), respectiv se înregistreză o constantă de inhibiţie 

Ki=1.5, valori foarte apropiate de cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul. Se remarcă 

o afectare mai puţin intensă în cazul afinităţii faţă de S-alil L-(+)-cistein sulfoxidul şi 

a S-etil-L-(+)-cistein sulfoxidul. 

Aceasta demonstrează că inhibitorii , datorită structurii lor asemănătoare cu a 

substratelor, blochează parţial situsul catalitic al allinazei. 

Tipul de inhibare pentru substratele luate în lucru s-a stabilit prin reprezentarea 

Lineweaver-Burk , iar rezultatele sugerează prezenţa unei inhibări competitive ( alura 

graficului şi punctul de întâlnire a tuturor dreptelor obţinute pe grafic , redau faptul că 

viteza reacţiei enzimatice nu se modifică dar se modifică înclinarea pantei). 
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In contrast cu efectul inhibitor a S-alchil-L-(+)-cisteinelor şi respectiv a L-(+)-

cisteinei, acidul ascorbic măreşte afinitatea alinazei pentru substrat, în toate cele patru 

cazuri cu 25.7-44.5%, astfel încât se observă o creştere a vitezei de reacţie, respectiv o 

scădere a Km de la 6.66 la 3.70 în cazul S-alil-L-(+)-cistein sulfoxidului ( ceea ce 

reprezintă o creştere a afinităţii centrului catalitic cu 44.5%), iar în cazul S-metil-L-

(+)-cistein sulfoxidului, Km scade de la 12.10 la 6.89, înregistrându-se o creştere a 

afinităţii cu 43.1%. 

Aceste observaţii sunt în concordanţă şi cu observaţile regăsite în literatura de 

specialitate. 

Concluzii 

• Valorile obţinute arată ordinea afinităţii faţă de substrat. Cea mai mare afinitate se 

regăseşte la sulfoxidul S-etil-L-(+)-cisteinei (Km=3.40), urmat de sulfoxidul S-

propil-L-(+)-cisteinei (Km=4.20), sulfoxidul S-alil-L-(+)-cisteinei (Km=6.60) şi 

sulfoxidul S-metil-(+)-cisteinei (Km=12.0); 

• Tipul de inhibare pentru substratele luate în lucru s-a stabilit prin reprezentarea 

Lineweaver-Burk; se sugerează prezenţa unei inhibări competitive între S-alchil-

L-(+)-cisteine , L-cisteină şi substrat , înregistrându-se scăderi ale afinităţii 

enzimei faţă de sustrat cu 27-56.6 %); 

• L-(+)-cisteina manifestă în cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul o diminuare a 

vitezei de reacţie cu 56.6%, se înregistrează o constantă de inhibiţie Ki = 0.76; în 

cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se înregistrează o valoare Ki=0.83, ceea 

ce reprezintă o creştere a constantei Michaelis de la 12.10 la 26.3, adică cu 54.1%. 

• în cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibiţia se manifestă astfel: o creştere de 39.5% 

(Km'=20 faţă de Km=12.10) în cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidul, respectiv 

se înregistreză o constantă de inhibiţie Ki=1.5; valori similare se înregistrează şi în 

cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului. Se remarcă o afectare mai puţin intensă 

în cazul afinităţii faţă de S-alil-L-(+)-cistein sulfoxid şi de S-etil-L-(+)-cistein 

sulfoxid; 

• Efectul de inhibare competitivă se realizează mai pregnant în cazul L-(+)-cisteinei, 

ceea ce implică o competitivitate structurală faţă de situsul catalitic al allinazei; 

• Acidul ascorbic acţionează ca activator al enzimei , înregistrându-se creşteri ale 

afinităţii enzimei faţă de sulfoxidul S-alchil-L-(+)-cisteinei cu 25.7-44.5 %. 
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CAPITOLUL 6 

TESTE BIOLOGICE ALE EXTRACTELOR DE ALLIUM SATIVUM ŞI ALE 

UNOR DERIVAŢI DE S-ALCfflL-L-CISTEINÂ 

6.1. Determinarea activităţii bactericide şi bacteriostatice ale unor extracte de 

Allium sativum şi derivaţi de S-alchil-L-cisteină 

Proprietăţile antibacteriene ale speciei Allium sativum şi Allium cepa au fost abordate 

ştiinţific pentru prima dată de către Louis Pasteur în 1858; au urmat ani de cercetări , care au 

indicat di(2-propenil)sulfura şi respectiv di(2-propenil) tiosulfîantului (denumită ulterior 

allicină) , drept compuşii răspunzători de acţiunea bactericidă şi bacteriostatică a acestor 

plante(49). 

Aceste proprietăţi au fost intens studiate în ultimul deceniu, Allium Sativum 

dovedindu-se a fi o plantă cu activitate antimicrobiană, antiflingică, antibacteriană şi 

insecticidă. 

Aceste proprietăţi au fost descrise mai pe larg în capitolul 2 al tezei. O serie de autori 

au explicat aceste proprietăţi ca fiind o consecinţă a reacţiei acestor compuşi cu sistemele 

biologice ce conţin grupări tiolice. Grupările tiolice sunt componente necesare dezvoltării 

microorganismelor, asfel că prin acţiunea alicinei, aceşti compuşi sunt practic inactivaţi fiind 

transformaţi în compuşi cu legături disulflirice. 

Alicina se formează prin acţiunea enzimei allinaza asupra allinei( S-propenil-L-

cisteina); ea nu a fost identificată în plantele intacte; enzima este activată numai în momentul 

distrugerii ţesuturilor plantei; enzima este considerată a fi prezentă în compartimente diferite 

ale plantei, faţă de cele ce conţin aminoacidul S- substituit; în urma distrugerii ţesuturilor 

plantei, barierele celulare sunt distruse iar alinaza conduce la transformarea allinei în acid 

alil sulfenic ( care se transformă spontan în allicină), acid piruvic şi amoniac , după reacţia: 
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H20 

j l CH2 

2 CH 

H - S = 0 
^ acid aUlsulfbnic 

CH2 

:h2 
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CH2 

CH 

s 

NH, 

diaHltiosulfinat 

CH3 

.2NH3 + 2 CO 

COOH 

acid pinivic 

COOH 

S-aHl-I^cisteinsulfbxid acid 2aniino-propen0ic 

Scopul studiului efectuat a fost de a identifica prezenţa caracterului bactericid şi 

bacteriostatic al speciei Allium sativum autohton, în diferite forme de extract, comparativ cu 

a unor produşi comercializaţi , din import , cu S-alchil-L-cisteinsulfoxizi obţinuţi prin 

sinteză de laborator cât şi cu efectul bactericid şi bacteriostatic al unor antibiotice cunoscute. 

Testarea acestor calităţi, în special a efectului bactericid şi bacteriostatic a fost făcută 

similar testelor la care sunt supuse antibioticele asupra a diferiţilor germeni gram pozitivi şi 

gram negativi. 

6.1.1. Material şi metodă 

S-a studiat efectul bactericid şi bacteriostatic al următoarelor tipuri de extracte : 

1. extractul obţinut prin distilare uscată în mediu de gaz inert CO2 sau N2, la 

temperatura de 80-120°C, p= 20-30 mm Hg ; 

2. extractul apos proaspăt de Allium Sativum cu un conţinut de 0.58gtiosulfinaţi/100g 

bulb proaspăt; 

3. extractul apos proaspăt de Allium Sativum cu un conţinut de 0.58gtiosulfmaţi/lOOg 

bulb proaspăt, cu adaos de glicerină 10% 

4. acelaşi extract apos de Allium Sativum ( menţinut 24 ore la temperatura de 4®C) 

cu un conţinut de 0.118g tiosulfmaţi/ 1 OOg bulb proaspăt ; 

5. S-etil-L-cisteinsulfoxid obţinut în laborator ( 2g% în apă distilată) 

6. S-propil-L-cisteinsulfoxid obţinut în laborator( 2g% în apă distilată) 

7. S-alil-L-cisteinsulfoxid obţinut în laborator( 2g% în apă distilată) 

8. Capsule "Garlic"-"Largo" U.S.A, în termen de valabilitate 
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9. Capsule "Knoblauch " - "Abtei Pharma" Germania, în termen de valabilitate 

acestea au fost testate pe antibiograme, executate pe un număr de nouă bacterii gram pozitive 

şi gram negative, atât prin metoda diluţiilor seriate cât şi prin metoda difuzimetrică . 

Antibiograma prin metoda diluţiilor are avantajul unei evaluări cantitative exacte , 

permiţând stabilirea dozei minime utile precum şi definirea exactă a concentraţiei minime de 

inhibare (C.M.I.) sau a concentraţiei minime bactericide (C.M.B.) 

Mediile de cultură utilizate au fost: 

- Bulionul de carne', s-au cântărit 500 g de came de vită curăţată în prealabil de 

aponevroze, tendoane şi grăsimi, şi s-a mărunţ; peste aceasta s-au adăugat 1000 ml apă şi s-

a lăsat la macerat, ia temperatura camerei timp de 24 de ore. Maceratul a fost supus fierberii 

timp de 30 de minute după care s-a filtrat prin vată. La filtrat s-au adăugat 10 g peptonă şi 5g 

clorură de sodiu după care s-a încălzit la temperatura de 80 ®C pentru dizolvarea acestora; s-a 

ajustat pH-ul la valoarea de pH= 7.6 cu ajutorul unei soluţii de NaOH 10% , după care 

întregul amestec a fost din nou supus fierberii , la 100®C timp de 15 minute . Amestecul a 

fost apoi filtrat şi introdus într-un balon prevăzut cu dopuri de vată ; acesta a fost apoi supus 

sterilizării prin autoclavare timp de 30 de minute la 115®C. Acest mediu de cultură a fost 

utilizat apoi pentru testare. 

Agarul nutritiv (geloza) (Mueller-Hinton ) (303). Acesta este un mediu solid care s-

a preparat prin adăugarea la bulionul preparat anterior a fibrelor de agar (preparat 

din alge marine). Aceste fibre au proprietatea de a se dizolva în apă la temperatura 

de 80-90®C şi de a se solidifica la 45®C. 

Prepararea a fost efectuată astfel: S-au măsurat 500 ml de bulion, la care s-au adăugat 

10 fibre de agar fin mărunţit şi s-au încălzit la 90 ®C. Amestecul fierbinte s-a filtrat prin vată ; 

o parte din acest amestec s-a repartizat în eprubete care au fost astupate cu dopuri de vată. 

Eprubetele au fost supuse sterilizării prin autoclavare timp de 30 de minute la 120 ®C. Agarul, 

prin răcire , s-a solidificat în eprubetele menţinute în poziţie înclinată. 

Culturile bacteriene utilizate au fost preparate în laboratoarele de Microbiologie a 

Facultăţii de Medicină Veterinară, Timişoara şi au fost obţinute prin izolarea germenilor în 

stare pură , în mediu lichid de cultură. Aceste culturi tinere de 24 de ore au fost utilizate ca 

atare. 
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Insămânţarea cu microorganisme s-a executat cu mare atenţie, pentru a preveni 

contaminarea cu germeni nedoriţi, din aer sau de pe instrumentarul cu care s-a lucrat. 

Determinarea concentraţiei minime inhibante (CMI) 

în 18 eprubete în care s-au introdus câte 5 ml din mediul de cultură lichid (bulionul de 

came) s-a efectuat insămânţarea cu ajutorul anselor bacteriologice. Fiecare ansă a fost în 

prealabil sterilizată la flacără , după care s-a efectuat prelevarea de material patologic (o 

picătură de material patologic în bucla ansei). Aceasta s-a introdus în eprubetă şi s-a spălat în 

mediu. După însămânţare gura fiecărei eprubete s-a sterilizat prin flambare şi s-a închis cu un 

dop de vată sterilizată. Ansa bacteriologică s-a sterilizat apoi prin înroşire în flacără, şi s-a 

introdus apoi în vasul cu dezinfectant. 

S-au testat patru germeni gram negativi: Salmonella, Pseudomonas aeruginosa , E.coli 

şi Proteus şi doi germeni gram pozitivi: Stafilococ, Streptococ . 

S-au executat câte 3 eprubete pentru fiecare germen patogen. 

Principiul metodei constă în punerea în contact a germenului de testat cu diluţii 

descrescânde din agentul antimicrobian în condiţii standard de lucru. 

Metoda s-a realizat prin diluţii seriate în bulion. Procedeul s-a repetat pentru fiecare din 

cei 6 germeni patogeni testaţi. 

Au fost efectuate diluţii din cei 9 agenţi antimicrobieni amintiţi anterior şi anume: 

pentru fiecare set au fost realizate următoarele diluţii în bulion : 1/10 , 1/20, 1/40, 1/80, 

1/160,1/320, 1/640, 1/200, 1/400 şi 1/800 în eprubetele special pregătite pentru testare. 

Au fost obţinute în total 540 eprubete cu medii de cultură , însămânţate şi cu agenţi 

antimicrobieni (9 agenţi antimicrobieni x 10 diluţii x 6 germeni patogeni) şi 6 eprubete cu 

bulion de came însămânţate cu culturi pure de germeni, care au fost utilizate ca etalon de 

comparaţie a activităţii agenţilor antimicrobieni. 

Fiecare epmbetă a conţinut 1 parte agent antimicrobian (10 diluţii), 9 părţi de bulion de 

came şi s-a însămânţat fiecare diluţie cu 1 picătură de cultură proaspătă, preluată cu o ansă 

calibrată. 

Tuburile însămânţate s-au incubat în termostat la 37 °C, timp de 24 ore, după care s-a 

realizat citirea efectului bacteriostatic (concentraţie minimă inhibantă= CMI) pe baza 

dezvoltării culturii. 
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Pentru determinarea efectului bactericid (concentraţie minimă bactericidă = CMB) 

s-a utilizat metoda diflizimetrică; astfel s-au efectuat însămânţări pe geloză înclinată, în 5 

tuburi ( câte două faţă de tubul cu concentraţie minimă inhibantă). 

Insămânţarea s-a efectuat cu ajutorul ansei bacteriologice. Aceasta, încărcată cu 

material patologic , s-a spălat în agarul încă cald în cazul în care mediul s-a repartizat în 

eprubete. 

Eprubetele s-au incubat în termostat la temperatura de 37°C, timp de 24 de ore. 

S-au efectuat însămânţări în bulion pentru a se obţine culturi tinere de 24 de ore. 

Pregătirea mediului pentru antibiogramă s-a efectuat prin repartizarea mediului 

Mueller-Hinton topit, în strat gros de 4 mm în cutii Petri. 

în paralel s-au decupat rondele de hârtie de filtru Whatmann 2 care au fost impregnate 

cu o cantitate egală din cele 9 soluţii de cercetat. 

După ce mediul s-a solidificat au fost însămânţate , în cutii Petri diferite, prin 

inundarea suprafeţei mediului, culturi bacteriene în vârstă de 24 ore. 

După uscarea suprafeţei mediului însămânţat , au fost depuse , cu o pensă fină, 

microcomprimatele cu substanţele de cercetat, respectându-se distanţa de 30 mm între 

microcomprimate şi 15 mm de la marginea plăcii Petri. Astfel s-au putut grupa pe placa Petri 

toate cele 9 microcomprimate. 

Aprecierea efectului asupra speciilor bacteriene s-a făcut prin măsurarea razei zonei de 

inhibiţie calculată de la marginea microcomprimatului până în zona în care se dezvoltă 

cultura. 

Rezultatele obţinute prin metoda diflizimetrică sunt prezentate în tabelul 6.1.2. 

6.1.2. Rezultate şi discuţii 

Aprecierea concentraţia minimă de inhibare (CMI) a substanţelor testate prin metoda 

diluţilor, s-a efectuat pe baza dezvoltării culturii în eprubetele însămânţate. Eficienţa maximă 

a extractului a fost considerată în eprubeta cu diluţia în care nu s-a dezvoltat cultura. 

Rezultatele obţinute prin metoda diluţiilor seriate sunt prezentate în tabelul 6.1.1, la 

diluţii ale produşilor de reacţie, asupra a şase bacterii gram pozitive şi gram negative. 
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Acţiunea bactericiciă a S-alchiI-L-cisteinsulfo\i/ilor şi a unor cxtractc ele Allium 

sativum asupra germenilor gram pozitivi şi gram negativi, determinată prin metoda 

diluţiilor 

Tabelul 6.1.1. 

Specia Concentraţia minimă de inhibare Concentraţia minimă bactericidă 

bacteriană CMI CMB 

Tipuri extracte 

Extr. Extr. Extr. S-etil- S-alil- Extr. Extr. Extr. S-etil- S-alil-

dist. apos apos L-Cis L-Cis dist. apos apos L-Cis L-Cis 

+ Soxid Soxid + Soxid Soxid 

glicer glicer 

ină ină j 

1 2 3 5 7 1 2 3 5 7 

Salmonella 1/40 1/80 1/80 1/10 1/20 1/10 1/20 1/20 1/5 1/5 

£. coli 1/20 1/40 1/60 1/10 1/20 1/10 1/20 1/40 1/5 1/5 

Proteus 1/80 1/80 1/80 1/5 1/10 1/20 1/10 1/20 1/5 1 /5 

Pseudo 1/20 1/20 1/20 1/5 1/10 ' "l/io i / T o 1/5 1 ^̂  

monas 

Stafîlococ 1/40 1/40 1/40 1/10 1/10 1/20 1/20 1/40 1/5 1/5 

Streptococ 1/40 1/40 1/40 1/10 1/10 1/20 1/40 1/40 1/5 

Din tabel se observă că efectul ccl mai bun îl prezintă extractul apos pur (2) cât şi cel 

stabilizat cu glicerină (3) , la o diluţie de 1/80 ( pentru Salmonclla şi Proteus) atăt în ceea ce 

priveşte concentraţia minimă de inhibare (CMI) cât şi concentraţia minimă bactericidă 

(CMB) . Un efect similar îl prezintă şi extractul obţinut prin distilare uscată (1) ( la diluţii 

ceva mai mici : 1/40 pentru Salmonella şi Proteus), comparativ cu efectul sulfoxizilor 

sintetizaţi de noi (5, 7); Aceştia au un efect mai slab asupra germenilor gram pozitivi şi 

negativi, acţionând numai la concentraţii de 4 ori mai mari (2g%) , spre deosebire de 

extractele de Allium sativum (0.58g tiosulfmaţi/ lOOg bulb uscat). Acest fapt s-ar putea 

datora efectelor combinate cu a celorlalţi compuşi cu sulf existenţi în extractul de Allium 

sativum, care ar putea avea efecte de potenţare a activităţii bactericide a extractului. 
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Tipurile 4 (extract apos de Alliiim sativum menţinut 24 de orc la Icmperatura de 4 ) 

şi respectiv 6 (S-propil-L-cisteinsul(oxidul) de extracte, precum şi extractele 8 şi 9 nu au 

prezentat un efect bacteriostatic care să poată 11 determinat , în nici una dintre eprubete. 

microorganismele dezvoltându-se într-un mod aproape identic cu cele aliate în eprubclcle 

etalon. 

în ceea ce priveşte rezultatele obţinute prin cea de-a doua metodă (metoda 

difuzimetrică efectuată cu aceleaşi tipuri de extracte şi produşi pe bază de Allium sativum 

ca cele prezentate anterior (1-9), acestea sunt prezentate în tabelul 6.1.2. 

Interpretarea rezultatelor se face în felul următor : sensibil , când raza depăşeşte 6 mm, 

puţin rezistent, când raza depăşeşte 2-5 mm şi rezistent, sub Imm 

Acţiunea bactericidă , determinată prin metoda difii/imetrică a unor S-

alchil-L-cisteinsulfoxizi şi a trei extracte de Allium sativum 

Tabelul 6.1.2. 
Specia Extr. Extr. Extr. Extr. S-etil- S- S-alil- Garlic Knob 

bacteriană dist. apos apos apos L-Cis propil L-Cis SUA lauch 

cu rc Soxid L-Cis Soxid Germ. 

glie. 24 h Soxid 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

Salmonella 3 4 5 R R R 2 R 1 

Bacillus cereus 4 6 8 R R R R ' "R " 

E.coli 4 6 8 R R R ~R ~ 2 

Stafilococ 4 5 8 R R R 
___ _ 

R 1 

Streptococ 3 6 8 R R R R 1 9 

Pseudomonas 3 R R R R 
_ _ _ _ _ _ 

R 2 1 ^ 

Proteus 2 4 5 R R R R 1 2 

Mezentericus 2 5 6 R R R R R 2 

rezistent; a = raza de inhibiţie , în mm 

Se observă că rezultatele sunt similare cu a celor obţinute anterior, prin metoda dilutilor 

seriate. 

Rezultatele cele mai bune se înregistrează prin utlizarea extractului apos proaspăt 

stabilizat cu glicerină 10% , când se înregistrează raze de inhibiţie de 8 mm pentru Bacillus 
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cereus, Exoli, Stafilococ şi Streptococ; efecte bune are şi extractul apos cu 0.58g 

tiosulfinaţi/lOOg bulb uscat, înregistrând zone de inhibiţie de 6 mm la Bacillus cereus , E.coli 

şi Streptococ, ceilalţi germeni dovedindu-se puţin sensibili sau chiar rezistenţi la substanţele 

cercetate. 

Similar cu rezultatele obţmute prin metoda diluţiilor, se constată o sensibilitate scăzută 

a germenilor patogeni studiaţi faţă de S-alchil-L-cisteinsulfoxizii sintetizaţi; se înregistrează 

zone de inhibiţie de 2 mm doar la Salmonela şi Stafilococ la tratamentul cu S-alil-L-

cisteinsulfoxid. 

Raze de inhibiţie extrem de reduse se înregistrează şi la produşii comercializaţi, faţă de 

extractele proaspete de Allium sativum. 

Prin testele efectuate anterior , se atestă efectul bactericid superior al extractelor de 

Allium sativum autohton, faţă de compuşii sintetizaţi şi presupuşi ca având efect bactericid. 

6.1.3.Concluzii: 

• Concentraţia minimă inhibantă ( CMI) şi concentraţia minimă bactericidă ( CMB) 

se înregistrează la extractul apos stabilizat cu glicerină 10% , la diluţii de 1/80 în 

bulion , faţă de Salmonella, Proteus şi Strepococ şi la diluţii de 1/40 faţă de E.coli 

şi Stafilococ 

• Extractul apos de Allium sativum cu o concentraţie de 0.5Sg % tiosulfînaţi are un 

efect similar cu cel al extractului obţinut prin distilare uscată, în mediu de gaz inert, 

la SO-nO^C şi un vid de 25 mmcol.Hg 

• Efectul S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor obţinuţi sintetic este mai slab comparativ cu al 

extractelor naturale 

• Efectele superioare ale extractelor faţă de cele ale S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor 

sintetizaţi s-ar putea datora efectelor combinate cu a celorlalţi compuşi cu sulf 

existenţi în extractul de Allium sativum, care ar putea avea efecte de potenţare a 

activităţii bactericide a extractului. 

• Produşii naturali ar putea acţiona prin intermediul tiosulfinaţilor şi a altor compuşi 

cu sulf la nivelul grupărilor SH reactive din membranele celulare ale unor 

microorganisme 
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6.2. Determinarea activităţii antifungice a extractului apos de Allium sativum 

A 

In urma studiilor efectuate din literatura de specialitate s-a desprins faptul că specia 

Allium se distinge , pe lângă efectul bactericid şi bacteriostatic şi printr-un efect 

antimicotic. 

Ţinându-se cont de faptul că extractul apos obţinut din Allium sativum autohton a 

prezentat un efect bactericid şi bacteriostatic evident, unul din scopurile studiul nostru a 

fost şi acela de a pune în evidenţă efectul antimicotic al acestuia datorită faptului că 

astăzi, sub acţiunea factorilor favorizanţi , din ce în ce mai numeroşi şi mai agresivi 

asupra organismului animal-numărul fungilor patogeni a crescut extrem de mult, unii 

dintre ei constituind aşa numiţii " contaminanţi" , dovediţi în prezent ca agenţi al unor 

afecţiuni foarte grave. 

Fungiile prezintă o extrem de mare diversitate şi, în anumite condiţii, devin 

patogene, fiind generatoare de diverse boli cu simptomatologii extrem de diferite şi mod 

de tratament dificil. 

Există o mare diversitate de medicamente antifungice de sinteză care acţionează 

împotriva proliferării şi pentru eliminarea lor totală din organism, dar majoritatea cu 

numeroase reacţii secundare asupra organismelor animale. 

în literatura de specialitate studiată am întâlnit o serie de efecte benefice ale speciei 

Allium sativum asupra unei destul de numeroase varietăţi de fungii. Aceste efecte s-au 

întâlnit asupra tulpinilor de Aspergillus, Cryptococcus, diferite tipuri de Candida (328, 

113, 26), Candida albicans aviară (245), Candida tropicalis (119), Torulopsis, 

Trichosporum( 197), etc. 

în ideea de a identifica prezenţa unui efect antimicotic şi a extractului de Allium 

sativum autohton, am urmărit efectul extractului apos, la diferite diluţii , asupra 

următoarelor fungii din genurile: Penicillium, Cladosporium şi Aspergillus fiavus. 

6.2.1. Material şi metodă 

Pentru determinarea efectului antifimgic s-a utilizat metoda diluţiilor înseriate. 

Pentru aceasta, s-au cultivat culturi pure de fungii din genurile Penicillium, 

Cladosporium şi Aspergillus fiavus , pe mediu Sabouraud. Culturile stoc au fost 

dezvoltate la 37 ®C timp de cinci zile pe mediu Sabouraud. 
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însămânţarea mediilor de cultură în cazul fungiilor s-a efectuat respectând reguli 

extrem de stricte de sterilizare ( s-a lucrat cu sticlărie şi instrumentar steril), datorită 

faptului că aceste culturi pot fi uşor infestate cu spori ai altor fungii. 

S-a prelevat câte Ig din fiecare din coloniile izolate din fungiilc amintite anterior şi 

s-au introdus individual în câte un balon Erlenmayer, apoi , aceste culturi s-au pus în 

contact cu ser fiziologic şi s-au lăsat în repaus 24 de ore pentru flotarea sporilor de fungii. 

pentru asigurarea unei suspensii de celule viabile. 

Direct din fiecare din cele trei flacoane, cu ajutorul unei anse sterile, s-au efectuat 

însămânţări pe mediu de cultură Sabouraud aflat în 45 cutii Petri, 15 pentru fiecare 

cultură ( 3 cutii Petri x 5 diluţii ale extractului: E, El-4 ) 

Aceleaşi însămânţări s-au efectuat în cele 45 cutii Petri; în acestea s-au introdus cu 

câte 1 ml extract pur ( cu un conţinut de 0.98 mg tiosulfinaţi/ml extract) ( E) (3 cutii Petri 

pentru fiecare tip de cultură = 9 ) şi respectiv cu Iml din diluţiile de 10 (El) (9 cutii 

Petri),10 (E2) (9 cutii Petri), 10 E3) (9 cutii Petri) şi 10 (E4) extract (9 cutii Petri), 

(diluţiile s-au realizat în ser fiziologic). 

Cutiile Petri cu materialul de experienţă au fost menţinute timp de 24 de ore în 

termostat la 37 ""C. 

Rezultatele obţinute în urma testării extractului de Allium sativum sunt prezentate 

în tabelul 6.2.1 şi figura 6.2.1. 

Interpretarea rezultatelor a fost efectuată vizual , comparativ cu plăcile Petri cu 

culturi pure şi netratate cu extracte , ceea ce se poate observa şi din figurile 6.2.1-6.2.3. 

Efectul in vitro a extractului de Allium sativum asupra culturilor de 

Penicillium, Cladosporium şi Aspergillus 

Tabelul 6.2.1. 

Tulpina Diluţii Tulpina 

Pur El E2 E3 E4 

Peniciilium ++ + - -

Cladosporium +++ ++ + - -

Aspergillus - - -

+++ efect 100 %; ++ efect 50 %; + efect 15 % 
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Concluzii: 

• Extractul pur are un efect antimicotic de 100 % asupra tulpinilor de Penicillium, 

Cladosporium şi Aspergillus; 

• Un efect mai moderat o prezintă diluţiile crescânde ale extractului, pentru ca la 

diluţii mai mari de 10"^, efectul să dispară total. 
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6.3. Decontaminarea aerului din incinte, prin operaţia de aerosolizare cu un 

extract de Allium sativum 

6.3.1. Consideraţii teoretice 

Datorită faptului că s-a dovedit efectul bactericid şi bacteriostatic al extractului de 

Allium sativum , şi ţinând cont şi de datele din literatură referitoare la această proprietate 

a Allium sativum (50) s-a încercat efectuarea unor experimente de decontaminare a 

aerului. 

Decontaminarea constituie cea mai importantă măsură de prevenire şi de combatere 

a bolilor transmisibile, ale omului şi animalelor. 

Decontaminarea sistematică a mediului de viaţă al organismelor animale este 

necesară nu numai pentru prevenirea apariţiei şi combaterea bolilor infecţioase şi 

parazitare majore, de mare difiizibilitate, ci şi pentru stăvilirea tendinţei de creştere 

continuă a gradului de contaminare a suprafeţelor şi a aerului cu diverşi germeni 

nepatogeni şi potenţial patogeni, pe măsură ce creşte densitatea animalelor şi durata 

ciclului de exploatare a adăposturilor(75). în boxele pentru animale s-au găsit, pe 

diferitele suprafeţe, în medie, 2.96 miliarde de unităţi formatoare de germeni ( UFC) pe 1 

cm^, din care 82 de milioane erau bacterii coliforme , iar 44 de milioane de celule au 

aparţinut tipurilor enteropatogene de E.coli . Prin sistemul de ventilaţie aerul poluat cu 

diferite microorganisme este evacuat în exteriorul adăposturilor, iar de aici poate fi 

recirculat în adăposturile învecinate sau dus de vânt până la distanţe foarte mari. 

Decontaminarea profilactică a incintelor în perioada repausului sanitar în sistemul 

de creştere intensivă a animalelor, este extrem de importantă şi absolut necesară. 

Efortul continuu al organismelor de neutralizare a germenilor , ce aderă în număr 

exagerat de mare pe mucoase, duce treptat la epuizarea factorilor umorali şi celulari de 

apărare, micşorând rezistenţa generală a organismului, astfel că în asemenea cazuri se 

înregistrează o stare de stres ce se manifestă prin hipertrofia şi hipersecreţia glandelor 

suprarenale, involuţia bursei lui Fabricius, etc. 

Prelungirea stării de stres favorizează diseminarea bacteriilor din focarele 

infecţioase primare în tot organismul. 

Pentru prevenirea acestor stări de stres tot mai mulţi specialişti scot în evidenţă 

necesitatea continuării periodice a acţiunilor de decontaminare , pentru menţinerea 
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încărcăturii microbiene de pe suprafeţe şi din aer ia un nivel cât mai coborât. 

Decontaminarea de întreţinere se poate realiza prin mai multe tehnici, ca: ionizarea 

aerului, aerosolizarea şi chiar stropirea suprafeţelor cu anumite substanţe netoxice pentru 

organismele animale. 

Dintre substanţele dezinfectante ce se utilizează în prezent putem enumera 

următoarele: clorul şi substanţele clorigene( var cloros 25-30%, hipocloritul de sodiu 

12.5 % clor activ, Cloramina B 25-30% clor activ, Cloramina T 2% p-

toluensulfoncloramida , Clorom 70% diclorizocianurat de sodiu , Halazona -acid p-

dicloramidosulfobenzoic 4 mg/ldm^), iodul şi iodoforii ( Septosolul 5%, Septorom 5%), 

acizii şi derivaţii lor (acidul clorhidric 1%, acidul lactic 40%, acidul boric 3%, beta-

propiolactona 30 %, acidul peracetic 2%), bazele , săruri ale metalelor grele ( în general 

Hg), agenţi oxidanţi, alcooli, fenoli, aldehide, agenţi tensioactivi, decontaminanţi 

complecşi ai adăposturilor -sol, aer (75). 

Scopul testărilor efectuate a fost de a dovedi eficienţa utilizării pentru 

decontammarea aerului de agenţi patogeni a extractului natural de Allium sativum , care 

răspunde la majoritatea cerinţelor unui bun decontaminant şi în plus este netoxic. 

6.3.2. Material şi metodă: 

Testul decontaminării aerului cu ajutorul unui extract de Allium sativum s-a 

efectuat pe culturi proaspete de Escherichia coli prin metoda sedimentării gravitaţionale 

(304), comparativ cu alţi doi decontaminanţi: Septosol şi Elorisan (nu conţine antibiotice, 

chimioterapice şi dezinfectanţi chimici) (tabelul 6.3.1). 

Metoda sedimentării gravitaţionale constă în expunerea mediilor de cultură solide, 

repartizate în plăci Petri, în locurile unde urmează să se efecteze determinarea, pentru un 

timp diferit, de 1-15 minute. în intervalul de expunere are loc sedimentarea germenilor 

ataşaţi de particulele cu greutate mai mare. 

Controlul eficienţei decontaminării s-a efectuat cu ajutorul metodei oficializată la 

noi în ţară , metodă care se bazează pe determinarea prezenţei coloniilor de Escherichia 

coli . Decontaminarea aerului se consideră eficientă , dacă pe mediul Levine, după 

incubare la 37®C timp de 24 ore, nu se dezvoltă colonii de E.coli; prezenţa acestora se 

manifestă prin apariţia unei coloraţii violet închis cu luciu metalic 
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încărcătura microbiană a acrului sc poate exprima prin numărul dc colonii (UFC) 

ce rezultă pe 1 cm^ de mediu de cultură, după un anumit timp de expunere ( 75) şi se 

poate calcula cu ajutorul formulei: 

63662 x;7 
d^ xt 

unde: 

N = numărul de germeni / m^ aer; 

n= numărul de colonii pe întreaga placă Petri, stabilit prin numărarea tuturor 

coloniilor sau prin înmulţirea numărului de colonii de pe 1 cm^ cu suprafaţa plăcii (cm^): 

63662 = coeficient empiric^ coeficient Omeleanski), derivat din faptul că pe o 

suprafaţă de lOOcm ,̂ sedimentează un număr de microorganisme echivalent cu cel 

existent în 10 litri de aer; 

d = diametrul plăcii în cm 

t = timpul de expunere în minute 

Caracteristicile substanţelor etalon decontaminante 

Tabelul 6.3.1 

Nr.crt, Denumirea 

comercială 

Firma 

producătoare 

Acţiune Compoziţie Conc. 

recomandată 

1. Septosol Biofarin 

Bucureşti 

antiseptic 

dezinfectant 

spectru larg 

iod complexat 

cu nonilfenol 

polietoxilat 

sol.2-3% / m\ier 

2. Elorisan ELORISAN 

GmbH 

Biostimulatoren 

Germania 

dezinfectant extract natural 

de 

hrean, isop, 

uleiuri esenţial 

bacteriostatice 

sol.5 %/ m aer 

Au fost executate 6 experimente iar fiecare din acestea a fost executat într-un 

paralelipiped din plastic cu un volum de aer de V= 90 dm^ , după ce în prealabil s-a 

verificat lipsa încărcăturii microbiene prin efectuarea controlului eficienţei 

decontaminării ; pentru aceasta, cu ajutorul unui pulverizator s-au pulverizat 10 cnr̂  de 

cultură de 24 ore de Escherichia coli. 
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După pulverizarea culturii de H.coli s-a aşteptat 5 minute pentru sedimentarea 

particulelor grosiere apoi s-a introdus în interiorul paralelipipedului o placă Petri cu 

mediu Levine . Placa a Ibst menţinută 2 minute în incintă, după care s-a scos şi s-a 

introdus într-un termostat la 37°C , timp de 24 ore; aceasta a constituit proba martor. 

Cu acelaşi dispozitiv s-a pulverizat o cantitate de 100 cm^ de soluţie de extract de 

Allium sativum de concentraţii diferite. S-a aşteptat din nou 5 minute, pentru 

sedimentarea aerosolilor grosieri, apoi s-a introdus o altă placă cu mediu Levine care s-a 

menţinut 2 minute. La expirarea timpului s-a pus placa Petri la termostat la 37 °C\ 

Mediul Levine s-a preparat din mediul de bază G.E.A.M. care este format din: 

peptonă-1%, K2HPO4 0.2%, agar- 1,5-2% şi apă distilată până la lOOml, la care s-a 

adăugat: lactoză -2g/100 ml mediu, albastru de metil 0.5%- 1.3ml/100ml mediu, eozină 2 

% - 2ml/ lOOmI mediu. 

Concentraţia medie în principii activi cu proprietăţi bactericide şi bacteriostatice ale 

Allium sativum este de 1.84 )imoli/ml extract tiosulllnaţi ( determinaţi prin metoda cu 

2,4-dinitro fenilhidrazină)(178) respectiv de 1.10 )imoli/ml extract alicină ( determinată 

prin metoda Nakata)(210). 

6.3.3.RezuItate şi discuţii: 

Rezultatele obţinute în urma testărilor efectuate cu extract de Allium sativum în 

concentraţii : delO%, 5%, 2.5% şi 1 % în apă distilată, comparativ cu Septosol şi Elorisan 

sunt prezentate în tabelul 6.3.2. 

Efectul extractului de Allium sativum , sub formă de aeosoli, asupra unei 

culturi proaspete de E.coli 

Tabelul 6.3.2. 

Nr.crt. 10% 5% 2.5% 1% 

Nr. 

probe 

+/-

Probe 

pozitive 
% 

Nr. 

probe 

+ / -

Probe 

pozitive 
% 

Nr. 
probe 

+/ -

Probe 
pozitive % 

Nr. 

probe 

+ / -

Probe 

pozitive 
% 

Allium s. 0/30 0 0/30 0 12/18 40 30/0 100 

Septosol 0/30 0 0/30 0 10/20 33.3 25/05 83.3 

Elorisan 0/30 0 15/15 50 20/10 66.6 30/0 100 
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Comparând efectul decontaminam al extractului de Allium sativum cu al 

Septosolului , rezultatele sunt compatibile deoarece raportat la încărcătura microbiană din 

incintă şi cea din adăpost, rezultatele sunt proporţionale. încărcătura în U.F.C.( unităţi 

formatoare de colonii/ cm^ cultură) a fost de 1-2 miliarde unităţi , faţă de U.F.C./ cm^ 

adăpost unde valorile se situează la 200-300 unităţi/cm^ aer. 

Dacă se compară efectul extractului pur cu cel al Elorisanului (extract natural), s-a 

constatat că extractul de Allium sativum are un efect decontaminat mai bun la aceeaşi 

cantitate şi concentraţie administrată. 

Efectul decontaminării cu extract de Allium sativum ( E )faţă de decontaminarea cu 

Elorisan (El ) , la aceeaşi concentraţie , este prezentat în figura 6.3.1 

E E l 
Figura 6.3.1. 

Concluzii: 

• Extractul de Allium sativum se poate utiliza la decontaminarea aerului în 

incinte infestate cu Escherichia coli ,în concentraţii de 2.5-5%, cu efecte mai 

bune decât a produsului german Elorisan şi comparabile produsului uzual 

Septosol. 

• Rezultatele bune obţinute de extractul de Allium sativum în decontaminarea 

aerului contaminat cu Escherichia coli s-ar putea datora acţiunii combinate atât 

a alicinei, tiosulfmaţilor cât şi al altor compuşi conţinuţi în extract a căror 

acţiune se potenţează reciproc, aşa cum s-a prezentat şi în capitolul anterior 6.1. 

• O explicaţie al efectului decontaminam ar putea fi dat de acţiunea compuşilor 

activi ai Allium sativum la nivelul membranelor bacteriilor . 

BUPT



139 

• Un avantaj major al decontaminării aerului cu extract de Allium sativum este şi 

faptul că , fiind de natură vegetală, nu prezintă probleme în generarea de 

reziduri nedorite. 
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6.4. DETERMINAREA EFECTELOR UNOR EXTRACTE DE ALLIUM 

SATIVUM ASUPRA UNOR PARAMETRI BIOCHIMICI ŞI ASUPRA 

ACTIVITĂŢII UNOR ENZIME LA ŞOBOLANI 

In capitolul 1 a fost subliniată importanţa rolului sistemelor oxido reducătoare în 

organismele animale. Fenomenele oxidative în care oxigenul este utilizat în metabolismul 

eritrocitar sunt următoarele: autooxidarea flavoproteinelor , a glutationului, prin 

intermediul methemoglobinreductazei şi a glutation reductazei, precum şi oxidarea prin 

flavoproteine a NADH produs prin glicoliza aerobă. într-o mică măsură se petrece şi 

oxidarea hemoglobinei în methemoglobină. Reducerea methemoglobinei la hemoglobină 

este stimulată de methemoglobinreductaza, enzimă dependentă de NADH şi NADPH, de 

acid ascorbic şi de glutation (310) 

Insuficienţa mecanismelor reducătoare (catalaza, glutation peroxidaza, glutation 

reductaza) duce la acumularea de methemoglbină în eritrocite în cantităţi patologice, 

rezultând methemoglobinemie manifestă. 

în cazurile în care hemoglobina este instabilă , se poate forma methemoglobină, care 

se leagă de alte hemoglobine denaturate, de glutation sau de alte substanţe din eritrocit 

având ca rezultat nişte agregate denumite corpi Heinz care migrează pe suprafaţa internă a 

membranei, legându-se de aceasta prin legături disulfidice. 

Corpii Heinz apar în cazuri de hemoglobinopatii şi în enzimopatii (310). 

Declanşarea unor methemoglobinemii severe s-ar putea datora apariţiei unui 

metabolit intermediar având gruparea nitrozo aromatic ceea ce ar presupune existenţa unui 

deficit în şuntul pentozo-fosfatic din ficat sau în sistemele de detoxifiere hepatice. Prin 

reacţiile de oxidoreducere a unor medicamente rezultă H2O2 ce ar putea oxida 

hemoglobina sau pot induce hemoliza, dacă nu s-ar opune sisteme protectoare din hematie 

formate din glutation- glutation peroxidaza, catalaza şi superoxid dismutaza, care 

acţionează prompt în momentul producerii peroxidului de hidrogen(255). 
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Activitatea peroxidazică a catalazei se pare că este utilizată în reacţiile biochimice 

ca: metabolizarea alcoolului etilic , activitate antimicrobiană asociată fagocitozei, 

metabolizarea vitaminei K3. Se presupune deasemenea că în ficat catalaza acţionează 

peroxidazic (312). 

Glutation peroxidaza descompune H2O2 mult mai eficient, decât catalaza (310). 

Olinescu (231) susţine că în hematie ar predomina acţiunea catalazică, potenţată de 

glutation peroxidază (GSH-Px). în ficat , se va produce o competiţie pentru peroxid între 

cele două enzime. Concentraţia glutation reductazei din celule va orienta activitatea 

enzimei cu atât mai mult cu cât glutation reductaza poate inactiva catalaza . 

Catalaza şi glutation peroxidaza îşi manifestă un rol deosebit de important în 

protejarea membranei celulare de oxidarea distructivă determinată de H2O2 (261). In caz 

de insuficienţă a activităţii glutation peroxidazei, se constată o creştere a activităţii 

catalazei. 

Unele medicamente sau toxice administrate în cantitate mare, determină o creştere a 

activităţii glutation peroxidazei, solicitând capacitatea de protecţie a celulei faţă de 

toxicitatea oxigenului(231). 

EMP ^ 

NAIP+ 

NADPH 
-G-6-P-< G-6-P-DH 

Hb(Fe2+) 
><j-P-gJiMion-

NADP+ ^ NAIPH 
Qutatiorvreductaza 

HMP 

.medicamente 
G-SH as-s-G 

Figura 6.4.1 Rolul methemoglobin reductazei (MHbr) în transformarea 

methemoglobinei (MHb) şi blocarea reacţiilor enzimatice prin medicamente 

methemoglobinizante; Fp- flavoproteine, G-SH-glutation redus, GSSG-glutation oxidat, 

EMP- glicoliza pe calea Embden-Meyerhoff-Parnas, HMP- şuntul hexozomonofosfaţilor; 

G-6-P-glucozo-6-fosfat, G-6-PDH-glucozo-6-fosfatdehidrogenaza (312) 
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Allium sativum s-a dovedit a fi o plantă cu efect antioxidant extrem de eficace. 

Totuşi până în prezent în literatura studiată nu au fost întâlnite referiri complete la efectul 

posibil al diferitelor tipuri de extracte de Allium sativum asupra parametrilor sanguini ai 

organismelor animale ; pentru a putea corela valorile acestor parametri cu dozele de 

extract în vederea atingerii unor efecte benefice asupra acestor organisme, au fost 

efectuate diferite studii cu scopul de a identifica, în funcţie de doza administrată : 

• modificările ce apar la nivelul principalilor parametri sanguini 

• modificările ce apar la nivelul activităţii unor enzime plasmatice şi eritrocitare 

• modificările ce apar la nivelul unor organe, precum şi 

• modificările ce apar la nivelul formulei leucocitare X 

la şobolani trataţi atât cu extracte apoase concentrate cât şi cu extracte apoase diluate de 

Allium sativum 

Fiind bine cunoscute efectele bactericide şi bacteriostatice cât şi influenţa pozitivă 

asupra sistemului cardiovascular , în urma administrării unor extracte de Allium sativum, 

în lucrarea de faţă ne-am propus urmărirea influenţei unui extract concentrat de Allium 

Sativum autohton asupra formulei leucocitare, a unor parametri biochimici şi asupra unor 

organe (ficat, splină, rinichi) la şobolanii de laborator. 

Au fost urmăriţi următorii parametri biochimici: hemoglobinemia, 

methemoglobinemia, sideremia şi proteinemia . 

S-au determinat activităţile următoarelor enzime oxidoreducătoare : catalaza ( 

E.C. 1.11.1.6.), methemoglobin reductaza (E.C. 1.4.1.6) şi glutation reductaza(E.C. 1.6.4.2.) 

precum şi activitatea transaminazelor alaninamino transferaza -ALAT (E.C.2.6.1.2.) şi 

aspartatamino transferaza-ASAT (E.C.2.6.1.1.). 

6.4.1. Influenţa unui extract concentrat asupra unor enzime oxidoreducătoare 

(catalaza, methemoglobin reductaza, glutation reductaza) şi a unor parametrii 

biochimici în strânsă corelaţie cu oxidoreductazele. 

6.4.1.1. Material şi metodă: 

Experimentul a fost efectuat asupra a 150 de şobolani de linie Hooder şi Wistar, 

împărţiţi în trei loturi de şobolani, a câte 50 de indivizi fiecare. Loturile au fost omogene 

în ceea ce priveşte greutatea, vârsta şi sexul animalelor. 

Şobolanii au fost menţinuţi tot timpul experimentului în condiţii corespunzătoare 

atât din punct de vedere al microclimatului cât şi al calităţii furajelor. 
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Administrările au fost efectuate, la cele trei loturi, zilnic, timp de şapte zile, după 

cum urmează: 

• Lotului 1 i s-au administrat i.m. 0,2 ml extract concentrat de Allium sativum 

(0.72g tiosulfmaţi/ lOOg material crud corespunzător unei doze de lOmg 

tiosulfmaţi /kgcorp /zi) (AS); 

• Lotului al 2-lea i s-a administrat per os 0,5 ml soluţie 1% de acid ascorbic 

corespunzător unei doze de 20 mg acid ascorbic/kg corp /zi (AA), 

• Lotului al 3-lea i s-a administrat per os 0,5 ml apă distilată (lot martor-M). 

Din fiecare lot s-au efectuat sacrificări a câte 5 indivizi, zilnic, până în ziua a şaptea 

a experimentului. După sistarea administrării, sacrificările au continuat după acelaşi sistem 

în ziua a 9-a respectiv a 12-a zi a experimentului ; au fost efectuate pe perioada 

experimentului 9 recoltări de sânge şi organe. 

înainte de fiecare sacrificare s-a recoltat prin puncţie cardiacă, sânge pe 

anticoagulant Heparină ( 5000 UI). După sacrificare s-au recoltat de la fiecare individ, 

următoarele organe: ficat, rinichi şi splină. 

Au fost determinate următoarele enzime: 

- din eritrocit: enzimele oxidoreducătoare 

• catalaza eritrocitară prin metoda colorimetrică Sinha , / 

• methemoglobin reductaza şi 

• glutation reductaza prin metode spectrometrice, > 

- din plasmă : transaminazele- alanin amino transferaza (ALAT) şi aspartat amino 

transferaza (ASAT) prin metode spectrometrice 

precum şi următorii parametri biochimici: 

• hemoglobina, prin metoda Drabkin, y 

• methemoglobina prin metoda cu cianmethemoglobină 

• sideremia prin metoda Heilmeyer şi 

• proteinele totale - prin metoda Gornal 

Dozarea activităţii catalazei sanguine 

Catalaza sanguină s-a determinat prin metoda colormetrică Sinha (279). Această 

metodă se bazează pe faptul că dicromatul de potasiu este redus în mediu acid , de către 

peroxidul de hidrogen, la acetat cromic, compus colorat în verde care se poate 

fotocolorimetra la 570nm. 
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Astfel, catalaza sanguină se lasă să acţioneze asupra unei cantităţi fixe de H2O2, o 

perioadă determinată de timp, apoi reacţia enzimatică este oprită prin adăugarea unui 

amestec de K2Cr207 în soluţie de acid acetic glacial , iar cantitatea de H2O2 rămasă este 

determinată prin diferenţă faţă de o probă etalon. 

Mod de lucru: 

Peste 0.1 ml de sânge s-au adăugat 0.4 ml soluţie tampon fosfat cu pH= 7 şi 0.5 ml 

H2O2 0.16 M. După o scurtă agitare , s-a incubat 1 minut la termostat la temperatura de 25 

°C. S-au adăugat apoi 2 ml de soluţie de K2Cr207 1% în acid acetic glacial . Probele s-au 

supus apoi fierberii timp de 10 minute , apoi soluţiile s-au răcit sub jet de apă şi s-au citit 

densităţile optice la X= 570nm. 
A 
In paralel s-a efectuat şi o probă etalon cu 0.5 ml H2O2 0.16M . 

Calculul a fost efectuat după relaţia: 

7 . / wrr ^ / • IX Eeîalon - Eproba ,, activitate a catalazica {/iMH^O^^ / m m w / ) = 10- dilutia 
Eeîalon 

Determinarea activităţii methemoglobin reductazei (MHbr) (178) 

Principiul care stă la baza determinării activităţii methemoglobin reductazei este 

transformarea integrală a hemoglobinei (Hb), prin nitrare, în methemoglobină (MHb). în 

timpul incubării cu lactat, methemoglobină este redusă în funcţie de activitatea 

methemoglobin reductazei prezente. Se determină concentraţia methemoglobinei la 

începutul incubării şi după 4 ore prin determinarea densităţilor optice la 540nm. 

Mod de lucru: 

La 0.2 ml sânge heparinat, s-a adăugat soluţie de nitrit în exces. După 15 minute s-a 

spălat de 6 ori cu soluţie izotonică de NaCl 0.85%; suspensia brună de eritrocite obţinută 

s-a suspendat apoi în 1.8 ml soluţie izotonică de NaCl 0.85% şi 0.2 ml soluţie tampon 

fosfat pH=7. Din această suspensie s-au luat 1 ml şi s-au introdus într-o eprubetă , peste 

care s-au adăugat 0.1 ml soluţie de lactat de sodiu (soluţie 5 %) . In această suspensie s-a 

barbotat gaz metan după care eprubetă închisă ermetic , a fost introdusă în termostat la 

temperatura de 37 °C unde a fost menţinută timp de 4 ore. 

Calculul activităţii methemoglobin reductazei s-a efectuat cu următoarea formulă: 

Concentraţie MHb după incubare 

Hb redusă = x 100 

Concentraţie MHb înainte de incubare 
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Determinarea activităţii glutation-rcductazei (178) ^ 

Principiul care stă la baza determinării glutation-reductazei este reacţia de 

transformare a glutationului din forma oxidată (G-S-S-G) în forma redusă (G-SH), în 

prezenţa NADPH2 (nicotinamid adenin dinucleotid-forma redusă) . Reacţia catalizată de 

glutation-reductază este: 

G-S-S-G +NADPH2 > 2 G-SH + NADP 

Mod de lucru: 
A 
In vederea obţinerii unei mase eritrocitare cât mai pure s-au introdus 0.2 ml sânge 

proaspăt recoltat într-o eprubetă de centrifugă şi s-a centrifugat timp de 10 minute , la 

2500 rot/min , pe o centrifugă Janetzky de laborator. S-a îndepărtat supernatantul , după 

care a urmat o serie de 6 spălări a sedimentului eritrocitar ; fiecare spălare a fost urmată de 

o nouă centrifugare; spălările fiecărei probe s-au realizat cu câte 3 ml soluţie izotonică de 

NaCl 0.85%; spălare/probă; aceste spălări au fost necesare pentru îndepărtarea totală a 

stromei şi obţinerea unui sediment eritrocitar cât mai pur;. 

într-o cuvă de 0.5ml a unui spectrofotometru Specord în U.V s-au introdus 0.05 ml 

soluţie de NADPH2 (6mM, în tampon trietanolamină 50mM-EDTA 5 mM, pH=7.5) peste 

care s-au introdus 0.1 ml hemolizat . Acest amestec s-a incubat la temperatura de 25°C , 

timp de 1 minut, după care, reacţia se declanşează adăugând în amestecul de reacţie 0.1 ml 

soluţie de glutation oxidat (G-S-S-G) (75mM, în acelaşi tampon : trietanolamină-EDTA, 

pH=7.5). S-a înregistrat variaţia extincţiei timp de 5 minute. S-au obţinut o serie de spectre 

din care au fost determinate activităţile glutation-reductazei la A,=340nm, în funcţie de 

densităţile optice şi de timpul de reacţie (178). 

Valorile normale se situează între 0.7-1.7 |imoli/min/g Hb (5). 

Calculul activităţii enzimei glutation reductază s-a efectuat cu ajutorul formulei: 

A 77* 

^moUGSSG / min/ gHb = ^ 
-mm 

Dozarea hemoglobinei (Hb) 

Pentru determinarea hemoglobinei , s-a utilizat metoda Drabkin (178), care se 

bazează pe transformarea hemoglobinei în cianmethemoglobină prin adăugarea de 

fericianură de potasiu, după care se măsoară densitatea optică la = 540nm. 
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Mod de lucru: 
/V 
Intr-0 eprubetă s-au introdus 0.02ml sânge proaspăt recoltat, cu ajutorul unei 

micropipete Hagedorn; peste acesta s-au adăugat 5 ml reactiv Drabkin( 0.02g% 

K3Fe(CN)6, 0.005g%KCN şi 0.1g%NaHC03) . Pentru perfectarea reacţiei proba s-a lăsat 

20 de minute în repaus, când s-a obţinut un compus de culoare galben-roşcat; s-a citit 

densitatea optică la 540 nm la fotocolorimetrul Spekol, comparativ cu o probă martor şi o 

probă etalon ( soluţie cu standard de cianmethemoglobină -80mg/100ml) 
Conţinutul de hemoglobină în g/100 ml s-a calculat cu formula : 

TTi 7 Eproba - Emartor i ^ gHb /lOO ml = - f - 10 - ' 251 
Eetaion - Emartor 

unde: Cetaion ^ concentraţia soluţiei etalon ( mg/lOOml) 

251 = reprezintă diluţia sângelui (0.02 ml sânge şi 5 ml reactiv Drabkin) 

Valorile normale la şobolan sunt cuprinse între 11-18 g/100ml(5) 

Dozarea methemoglobinei (MHb) 

Methemoglobina formată sub acţiunea oxidanţilor prezintă un maxim de absorbţie la 

630 nm, care dispare când methemoglobina este transformată în cianmethemoglobină 

(178). 

Determinările se efectuează comparând două probe: 

• Proba A- constă în transformarea întregii cantităţi de hemoglobină în 

methemoglobină cu ajutorul fericianurii de potasiu , iar după adăugarea cianurii 

de potasiu , întreaga cantitate de hemoglobină (hemoglobină+methemoglobină) 

este prezentă sub formă de cianmethemoglobină. 

• Proba B- se transformă doar methemoglobina prezentă în cianmethemoglobină 

Mod de lucru: 

0.2 ml de sânge s-au hemolizat în 5 ml apă distilată , după care proba s-a lăsat în 

repaus 20 de minute şi s-au adăugat 5ml soluţie tampon fosfat 0.016M de pH= 6.5 după 

care probele s-au centrifugat pe o centrifugă Janetzky de laborator, timp de 10 minute la 

3500 rot/min. 

Din supernatantele obţinute , s-au introdus câte 3ml în câte două eprubete(A şi B) 

pentru fiecare probă, după care s-au adăugat reactanţii după cum urmează: 
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Reactanti Proba A Proba B 
Supernatant (ml) 3.0 3.0 
Sol. K3Fe(CN)6 

152mM (ml) 
0.1 -

H2O bidistilată - 0.1 
s-au efectuat citirile densităţilor optice la X= 630 nm 

E,A E,B 

Sol. KCN 77mM 
(ml) 

0.1 0.1 

- S-au efectuat din nou citirile densităţilor optice, după un repaus de 5 

minute,la A, = 630 nm E2A E2B 

Caicului a fost efectuat după formula: 

£ , f i - E,B 
% MHb = 

E.A - E.,A 
• 100 

Valorile normale : 0.2-1% din Hb totală, %Hb : 6.9 -15.3 (5). 

Dozarea proteinelor serice prin metoda Gornall 

Proteinele formează cu ionul de cupru în soluţie alcalină un complex de culoare 

violetă cu absorbţie maximă la 546 nm.. S-a ales această metodă datorită faptului că ea 

reprezintă o tehnică simplă, expeditivă şi reproductibilă , sensibilitatea ei fiind de 100 \ig. 

Mod de lucru: 

într-o eprubetă s-au introdus 5ml reactiv Gornall şi 0.1 ml ser pipetaţi cu o 

micropipetă Hagedorn. Amestecul de reacţie s-a lăsat în repaus 30 de minute pentru 
/N 

dezvoltarea culorii după care s-a citit densitatea optică a probei la X= 546 nm. In paralel s-

a efectuat o probă martor cu ser fiziologic şi o probă etalon în care în loc de ser s-au 

pipetat 0.1 ml de soluţie de albumină serică bovină (0.6g /IO ml apă distilată) 

Calculul s-a efectuat după următoarea formulă: 
Eproba - Emartor 

g proteine I ml ser = 
Eetalon - Emartor 

unde Cetaion = 6g/100 ml ; Valorile normale: 5.6-7.6 mg/lOOml (5). 

Determinarea activităţii transaminazelor serice (alanin amino-transferaza 

ALAT şi aspartat amino-transferaza ASAT) 

Prin tratare cu soluţia alcalină de 2,4-dinitrofenilhidrazina , acidul piruvic format 

prin reacţia dintre alanină , respectiv acidul aspartic şi acidul a -cetoglutaric , formează 
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fenilhidrazonele respective. Compuşii formaţi absorb selectiv la lungimea de undă de 

540nm(178). 

S-a utilizat următoarea metodă generală de lucru , pentru ambele transaminaze: 

Reactivi (ml) ALAT ASAT 

Substrat ALAT 1.0 

Substrat ASAT 1.0 

Ser 0.2 0.2 

S-au agitat eprubetele şi s-au introdus în termostat timp de 30 minute pentru ALAT, 

respectiv 60 minute , pentru ASAT , la temperatura de 37 după care s-au adăugat 

2,4-dinitrofenil 1 1 
hidrazină ImM 

S-au lăsat probele în repaus, la temperatura camerei, pentru perfectarea reacţiei timp 

de 20 de minute, după care s-a adăugat 

Probele au dezvoltat o culoare galben roşietică, s-au agitat şi Ii s-au efectuat citirile 

la spectrofotometrul Spekol la lungimea de 540nm faţă de probele martor respective 

pentru fiecare dintre enzime. S-a utilizat de asemenea pentru fiecare enzimă o probă etalon 

ce a conţinut soluţie de piruvat de sodiu 2mM. Concentraţiile de acid piruvic rezultat, au 

fost comparate cu cele obţinute din curba de etalonare prezentată în capitolul 5. 

Calculul cantităţii de acid piruvic rezultat în urma reacţiei enzimatice a fost efectuat 

cu formula : 

E — E 
^moli piruvatlmml,fC = —— • • j 

^etalon 

unde Cetaion= concentraţia piruvatului de sodiu 

t = timpul de termostatare (30 minute pentru ALAT ; 60 minute pentru ASAT) 

6.4.1.2. Rezultate şi discuţii 

în urma studiilor efectuate pe sângele recoltat de la şobolani trataţi cu extract 

concentrat de Allium sativum s-au obţinut următoarele rezultate: 
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6.4.1.2.1. Influenţa unui extract concentrat de Allium sativum asupra 

activităţii cataiazei sanguine 

Valoarea lotului martor se situează la valori cuprinse între 20.13-26.84 mg 

H202/gHb, în timp ce valorile cataiazei la ambele loturi, atât la cel căruia i s-au 

administrat trei doze de extract concentrat de Allium sativum (AS)( 0.2ml/ individ 

- i.m), cât şi celui căruia i s-a administrat trei doze de acid ascorbic ( sol.2 %-

0.5ml/individ-per os), se situează la valori cuprinse între 47-49.3 mg H202/gHb ( 

la lotul tratat AS),cu 95% mai ridicate decât a lotului martor, respectiv 53 - 66.73 

mg H202/gHb (la lotul tratat cu acid ascorbic), ceea ce reprezintă valori cu 100.8-

161.7 % ori mai ridicate faţă de lotul martor (tabelul 6.4.1). 

La o mărire a numărului de doze , valorile cataiazei scad ; astfel, după 

administrarea a 4 doze valorile cataiazei se situează la valori cu 83.7 % mai mici ( 

la lotul tratat cu AS) respectiv cu 52.2% mai mici la lotul tratat cu acid ascorbic 

(AA). 

După administrarea a 5 doze, valorile activităţii cataiazei se situează la 

valori apropiate de ale lotului martor. 

în urma sistării administrării de extract respectiv de acid ascorbic, valorile 

activităţii cataiazei cresc din nou , apar valori cu 48 % mai mari decât a 

martorului, la lotul tratat cu AS respectiv cu 71.2 % , la lotul tratat cu AA (grafic 

6.4.1). 

Comportarea activităţii cataiazei la lotul tratat cu extract concentrat este 

aproape similară cu cea a lotului tratat cu acid ascorbic: se înregistrează o 

stimulare a activităţii cataiazei de către extractul de AS, până la o acumulare a 

compuşilor din extract care vor acţiona ca inhibitori ai activităţii catalazice, când 

activitatea catalazică înregistrează valori mai mici chiar decât la lotul martor. 

Acest comportament denotă că extractul de Allium sativum are o influenţă asupra 

funcţiei eritrocitului similară a cu antioxidant acid ascorbic. 
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Activitatea catalazei sanguine la şobolani trataţi cu extract concentrat de 

Allium sativum ( mg H2O2/ gHb ) 

Tabelul 6.4.1. 

Zile 

recolt. 

AS AA M 

a-la 49.02 ± 1.23 62.09 ±2.55 24.81±1.88 

a-2a 48.02±1.54 52.57 ±2.05 26.18±1.43 

a-3a 51.10±2.33 66.73±1.98 25.5±1.99 

a-4a 49.30±1.75 40.86±1.67 26.84±2.01 

a-5a 22.33±1.05 17.98±0.98 24.26±1.56 

a-6a 15.79±1.32 19.61±0.68 20.13±0.98 

Sist.+2 37.73±1.34 43.66±1.55 25.5±0.87 

Sist.+7 62.94±1.51 82.76±1.43 27.5±2.03 

Sist.+X = X zile de la sistarea administrării 

Grafic 6.4.1 

Determinarea activitatii catalazei sanguine la şobolani care au fost 
tratati cu extract concentrat de Allium sativum 

[=Z]DifAS-M (%) 
¥0 

IDif AA-M (%) •AS - ^ A A -Ar-M 
200.0 

a-la 

Dif. AS-M % = diferenţa în % a activităţii catalazice la lotul cu AS faţă de M 
Dif. AA-M % = diferenţa în % a activităţii catalazice la lotul cu AA faţă de M 
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6.4.1.2.2. Influenţa extractului concentrat asupra activităţii methemoglobin 

reductazei 

Activitatea methemoglobin reductazei ( MHb reductazei) la lotul martor se 

situează la valori cuprinse între 8.26 ±0.17 şi 13.23 ± 0.26 %/h (tabelul 6.4.2). 

In ceea ce priveşte dinamica activităţii MHb reductazei, pe tot parcursul 

experimentului , se înregistrează o evoluţie în paralel a lotului tratat cu extract 

concentrat de AS şi a celui tratat cu soluţie de AA; 

Astfel, după primele două doze, valorile activităţii MHb reductazei se găsesc la 

valori apropiate de cele ale martorului, pentru ca, odată cu creştera dozei - 3 respectiv 

5 doze- să se observe o creştere bruscă a activităţii MHb reductazei, cu 119.1% mai 

mare decât a lotului martor în cazul lotului tratat cu AS respectiv o creştere cu 98.3 % 

pentru lotul AA, după trei doze, pentru ca după cea de-a cincea doză, activitatea MHb 

reductazei să se apropie de valori cu 97.3% mai mari faţă de lotul martor, pe când , la 

lotul cu acid ascorbic creşterea marcantă să se observe la cea de-a cincea doză ( 

199%). 

După 6 doze administrate, la ambele loturi se observă o reducere a activităţii 

enzimei, ca în urma sistării administrării , atât a extractului cât şi a soluţiei de acid 

ascorbic se observă o revenire a activităţii MHb reductazei la lotul cu AA, la valorile 

martorului( 10.75 %/h), spre deosebire de AS care are un efect de diminuare a acţiunii 

MHb reductazei sub nivelul lotului martor( 7.84 %/h - cu 27.1 % mai mică). 

în concluzie , comparativ cu acţiunea stimulatoare imediată, atât la extractul de 

Allium sativum cât şi a acidului ascorbic asupra activităţii catalazei, comportamentul 

acestora faţă de activitatea methemoglobin reductazei este diferită , şi anume : se 

observă o diminuare a activităţii enzimei, la ambele loturi , după primele două doze, 

pentru ca după o anumită acumulare de substanţe administrate , activitatea enzimei să 

crească ; Sistarea administrării de extract concentrat , conduce la o diminuare cu 27.1 

% faţă de martor , respectiv faţă de lotul căruia i s-a administrat acid ascorbic. 
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Activitatea methemoglobin reductazei sanguine la şobolani trataţi cu 
extract concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.2 

Zile 

recolt. 

MHb reductaza (%/h) 

AS AA M 

a-la 12.21 ±0.11 12.72±0.41 13.23±0.34 

a-2a 10.71±0.71 9.54±0.27 9.85±0.22 

a-3a 24.06±0.44 21.77±0.44 10.98±0.54 

a-4a 12.26±0.43 20.41±0.43 9.75±0.33 

a-5a 16.30±0.22 24.70±0.22 8.26±0.45 

a-6a 13.40±0.32 16.40±0.44 9.93±0.34 

Sist.+2 17.50±0.76 21.17±0.22 10.17±0.12 

Sist.+7 7.84 ±0.17 10.75±0.60 10.75±0.23 

Grafic 6.4.2 

Methemoglobin reductaza la şobolani care au fost tratati cu extract 
concentrat de Allium sativum 

:DifAS-M (%) IDifAA-M (%) •AS - - f - A A - ^ M 
250.0 

al-a a-2a a-3a a-4a a-5a a-6a sist.+2 sist.+7 

< 
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6.4.1.2.3. Influenţa unui extract concentrat de Allium sativum asupra 

activităţii glutation reductazei 

Glutation reductaza se dovedeşte a fi enzima cea mai afectată de administrarea 

extractului de Allium sativum. 

Spre deosebire de celelalte două enzime glutation reductaza manifestă un 

comportament total antagonist. Astfel la lotul tratat cu extract concentrat de AS, se 

înregistrează valori de 4.77-5.71 UI în primele 5 zile de administrare , valori ale 

activităţii glutation reductazei cu o medie de 45% mai scăzute faţă de martor. 

La lotul tratat cu acid ascorbic activitatea glutation reductazei înregistrează un 

comportament total opus; astfel , după primele 3 doze de AA, activitatea glutation 

reductazei este cu 17% mai ridicată (tabelul 6.4.3 şi graficul 6.4.3). 

Odată cu mărirea dozei, activitatea glutation reductazei creşte cu 81.8 % faţă de 

lotul martor, pentru ca apoi să scadă din nou, dar activitatea se menţine la valori cu 32 

% mai crescute. 

La sistarea administrării extractului de AS şi de AA, activitatea enzimei, după 

ce a atins valori similare cu cele ale martorului, după 7 zile creşte la ambele loturi cu 

7%. 

Se poate concluziona că o creştere a dozei de AS concentrat, inhibă activitatea 

glutation reductazei în paralel cu stimularea activităţii MHb reductazei, respectiv a 

catalazei, pentru ca prin micşorarea cantităţii de extract din sânge, ambele tipuri de 

soluţii administrate , să acţioneze ca stimulatoare a celor 3 enzime. 
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Activitatea glutation reductazei sanguine la şobolani trataţi cu extract 
concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.3 

Ziua 

recolt. 

Glutation reductaza (UI) 

AS AA M 

a-la 4.77±0.21 8.6410.32 8.6810.32 

a-2a 5.71±0.34 9.7810.56 8.2510.44 

a-3a 4.45±0.43 9.5410.65 8.1510.11 

a-4a 4.45±0.37 14.8710.56 8.1810.35 

a-5a 4.47+0.43 11.4610.62 8.7210.24 

a-6a 7.1110.65 10.6110.45 8.0410.33 

Sist.+2 8.78±0.34 8.2710.53 8.6710.65 

Sist.+7 8.89±0.25 8.8910.31 8.3110.12 

Grafic 6.4.3 

Glutation reductaza la şobolani care au fost tratati cu extract 
concentrat de Allium sativum 

a - l a a-2a a-3a a-4a a-5a a-6a sist.+2 sist.+7 
zi recoltare 
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6.4.1.2. 4. Influenţa unui extract concentrat de Allium sativum asupra 

proteinemiei 

Valoarea proteinelor totale după prima doză (tabelul 6.4.4, graficul 6.4.4), 

respectiv a treia doză, la toate cele trei loturi se situează la valori asemănătoare celor 

din literatura de specialitate: 6.49+0,39 g/100 ml (5). 

Tabelul 6.4.4 

Ziua recolt. Proteinemia g% 

AS AA M 

a-la 6.16±0.69 7.61±0.23 7.01+0.55 

a-3a 6.14+0.22 7.57±0.43 6.29+0.34 

a-7a 5.33±0.44 6.53+0.35 6.49+0.21 

Sist.+ 7 zile 6.97±0.22 6.54+0.11 6.12+0.33 

Grafic 6.4.4 

Proteinele la şobolani care au fost tratati cu extract concentrat de 
Allium sativum 
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După administrarea a 7 doze . valoarea proteinelor scade cu 17.9% la lotul 

căruia i s-a administrat extract de Allium Sativum, faţă de valorile din literatura de 

specialitate. 
A 
In urma sistării administrării - după 14 zile - valorile proteinelor revin la normal 

şi chiar depăşind valorile lotului martor cu 13.9 %. 

La lotul tratat cu acid ascorbic( soluţie 2 %), după primele 3 doze, proteinemia 

prezintă o creştere cu 20.3 % faţă de valoarea martorului, pentru ca la 7 zile de la 

sistarea administrării, proteinemia să prezinte o valoare medie de 6.54 ±0.50g %, cu 

6.9 % mai ridicate faţă de a martorului. 

Scăderea proteinemiei la lotul tratat cu extract concentrat de Allium sativum se poate 

explica prin faptul că în concentraţii şi doze mari , extractul concentrat acţionează ca un 

toxic, inhibând sinteza de proteine. 

6.4.1.2.5. Influenţa extractului concentrat de Allium sativum asupra 

hemoglobinemiei 

Rezultatele determinărilor sunt prezentate în tabelul 6.4.5 şi graficul 6.4.5. 

Activitatea celor trei enzime se repercutează şi asupra valorilor 

hemoglobinemiei. 

Prin urmărirea acestui parametru se observă următorele: în cazul lotului tratat cu 

extract concentrat de AS , hemoglobinemia suferă o scădere de la 11.04 ± 0.032 după 

prima doză, la 6.99 ±0.006 după cea de a treia doză , pentru ca după o uşoară revenire, 

la valori ce se situează la nivelul valorilor normale , la două zile de la sistarea 

administrării, hemoglobina să scadă la valori de 6.44 ± 0.052 g %, cu 36.9 % mai 

scăzută faţă de martor. 

Acidul ascorbic are o influenţă pozitivă asupra hemoglobinemiei , valorile 

acesteia se situează la limita superioră a valorilor de referinţă din literatura de 

specialitate ( 12.95 ± 0.082) pentru ca apoi, după sistarea administrării, Hb să sufere o 

scădere importantă , până la valori cu 34.5 % mai scăzute faţă de lotul martor care 

prezintă o valoare medie de 11.3 ± 0,004. 

Cauza acestor scăderi şi ale hemoglobinei s-ar putea datora unor deficienţe în 

sinteza hemului datorită nivelului scăzut al sideremiei. 
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Valorile medii ale hemoglobinemiei sanguine la şobolani trataţi cu extract 
concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.5, 

Hemoglobina g% 

Ziua recolt. AS AA M 

a- la 11.04±0.69 12.95±0.03 11.43±0.043 

a- 3a 6.99±0.022 11.04±0.05 11.3±0.049 

a- 7a 10.3±0.05 12.69±0.03 11.84±0.01 

Sist.+ 7 zile 6.44±0.056 6.69±0.032 10.21±0.056 

Grafîcul 6.4.5 

Hemoglobina la şobolani care au fost tratati cu extract concentrat 
de Allium sativum 
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6.4.1.6. Influenţa unui extract concentrat de Allium sativum asupra 

methemoglobinemiei (MHb) 

Dinamica MHb poate fi corelată cu cea a hemoglobinemiei. Astfel, la lotul tratat cu 

extract concentrat de Allium sativum se observă o creştere proporţională a MHb cu 

scăderea hemoglobinemiei. 

După primele trei doze de extract, methemoglobinemia se găseşte la valori de 0.065 

±0.002 g % cu 103.1 % mai cescute faţă de valoarea martorului, care înregistrează o 

valoare medie de 0.032 ± 0.00lg%. Pe măsură ce numărul dozelor creşte, se observă o 

diminuare a MHb, la o valoare medie de 0.019± 0.00lg% cu 51.3% mai scăzută decât a 

martorului (0.039±0.001g%). 

Acidul ascorbic nu are o acţiune la fel de drastică ca şi a extractului concentrat, 

valorile MHb situându-se după primele trei doze la valori apropiate de ale martorului.în 

schimb, după 7 administrări, MHb suferă o reducere puternică, cu 64.1% faţă de a 

martorului, situaţie ce se regăseşte într-o creştere concomitentă (tot după administrarea a 

7 doze ) a hemoglobinemiei (tabelul 6.4.5). 

Aceeaşi corelare se poate face şi cu o creştere concomitentă a activităţii 

methemoglobin reductazei, la lotul tratat cu acid ascorbic , a cărei activitate este vizibil 

stimulată de acidul ascorbic, având drept consecinţă valori mai scăzute ale 

mehemoglobinemiei, respectiv mai ridicate ale hemoglobinemiei. 

O acţiune antagonistă cu cea a AA se poate observa la lotul tratat cu extractul de AS. 

Asfel, o activitate mai scăzută a catalazei şi a MHb reductazei , implică o scădere a 

cantităţii de hemoglobină respectiv o creştere a cantităţii de methemoglobină (tabelul 

6.4.5., tabelul 6.4.6 , graficul 6.4.6). 

Aceste observaţii sunt în concordanţă cu datele din literatură (310) 
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Valorile medii ale methcmoglobinemiei sanguine la şobolani trataţi cu 
extract concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.6. 

Nr.recoltare Methemoglobina gVo 

AS AA M 

a 1-a 0.072±0.004 0.032±0.003 0.034±0.007 

a 3-a 0.065±0.002 0.037±0.001 0.032±0.001 

a 7-a 0.019+0.001 0.014±0.003 0.039±0.009 

Sist.+7 zile 0.024±0.002 0.02210.005 0.029±0.001 

Graficul 6.4.6 

Methemoglobina Ia şobolani care au fost tratati cu extract 
concentrat de Allium sativum 
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6.4.1.7. Influenţa unui extract concentrat de Allium sativum asupra sideremiei 

Valoarea sideremiei prezintă un aspect diferit faţă de evoluţia proteinemiei 

(tabelul 6.4.4.), şi anume: după prima doză administrată, la lotul cu AS se observă o 

creştere a valorilor sideremiei (cu 9% ) faţă de lotul martor. 

După administrarea a 3 doze, respectiv a 7 doze se petrece un fenomen invers 

şi anume, datorită concentraţiilor crescute în sânge atât de extract cât şi de acid 

ascorbic, aceastea conduc la o scădere a sideremiei cu 45.2 %(AS) respectiv 48.7% 

(AA), ceea ce se observă şi din valorile obţinute (tabelul 6.4.7.). Această influenţă 

negativă se menţine la lotul cu AS, chiar şi la 7 zile de la sistarea administrării; se 

observă o scăderea valorilor sideremiei cu până la 59.7%. 

La lotul tratat cu acid ascorbic se observă un comportament similar cu al 

lotului tratat cu extract de Allium sativum (scăderea sideremiei înregistrează o 

scădere de până la 47.6%) (graficul 6.4.7). 

Scăderea sideremiei se accentuează pe măsură ce cresc dozele administrate, 

astfel că şi după sistarea administrării de extract concentrat, nivelul sideremiei să se 

găsească la o valoare de 42.5 )ig Fe % cu 59.7% mai scăzută decât valoarea 

martorului. 

Scăderea sideremiei s-ar putea explica prin captarea fierului în macrofagele 

activate din splină sau măduva hematogenă, observaţii ce sunt confirmate şi de 

determinările efectuate pe organele de şobolan. 

în concluzie, ca urmare a studiului parametrilor biochimici (6.4.1.1-6.4.1.7) se poate 

afirma că extractul concentrat de Allium sativum acţionează ca o substanţă 

methemoglobinizantă ceea ce conduce la apariţia de corpi Heinz . 

Dinamica parametrilor biochimici studiaţi se corelează şi cu activitatea enzimelor 

oxidoreducătoare prezentate anterior. Aceaste enzime, la lotul tratat cu extract concentrat 

de Allium sativum , prezintă o activitate total antagonistă cu a celor de la lotul tratat cu 

acidului ascorbic, astfel că valoarea crescută a MHb, ce apare concomitent cu creşterea 

dozelor de extract concentrat de AS, se poate explica prin insuficienţa mecanismelor 

reducătoare, ceea ce conduce la acumularea de MHb în eritrocite, în cantităţi patologice, 

rezultând methemoglobinemie manifestă. 
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Valorile medii ale sideremiei sanguine la şobolani trataţi cu extract 
concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.7. 

Nr.recoltare Fe ^g%ml sânge 

AS AA M 

a 1-a 120.412.54 102.6±2.76 110.4812.23 

a 3-a 88.40±1.33 76.9±3.44 107.6013.44 

a 7-a 50.00±2.56 46.815.11 91.3015.22 

Sist.+ 7 zile 42.50±4.55 55.3±2.71 105.4815.34 

Graficul 6.4.7. 

Fe la şobolani care au fost tratati cu extract concentrat de Allium 
sativum 

CZZDDifAS-M (%) IDifAA-M (%) 
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Reprezentarea corelaţilor activităţilor oxidoreductazelor cu valorile 

hemoglobinemiei şi methemoglobinemiei este redată în graficul 6.4.8 

Grafic 6.4.8. 

Reprezentarea corelaţilor activităţilor oxidoreductazelor cu valorile 

hemoglobinemiei şi methemoglobinemiei 

Nr.recoltari 
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în cazurile în care hemoglobina este instabilă, se poate forma methemoglobină, care 

de obicei pierde hemul din lanţul p şi se leagă de alte hemoglobine denaturate, de glutation 

sau de alte substanţe din eritrocit. Agregatele formate se leagă de aceasta prin legături 

disulfurice , de grupele tiol, ceea ce are ca efect alterarea permeabilităţii membranei 

eritrocitelor. Grupele tiol blocate determină perturbarea "pompei de ioni" şi creşterea 

permeabilităţii membranei (310) 
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6.4.1.8. Influenţa extractului concentrat de Allium sativum asupra 

transaminazelor serice 

/r 
In vederea stabilirii gradului de afectare a ficatului prin administrarea extractului 

de Allium sativum pe aceleaşi loturi prezentate mai sus, au fost efectuate şi 

determinările activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) cât şi a aspartat amino 

transferazei (ASAT). A 
In urma determinărilor efectuate s-a observat o dependenţă între numărul dozelor 

administrate şi dinamica activităţii ALAT(226). 

Astfel , în urma administrării primei doze de extract concentrat s-a înregistrat o 

valoare de 30.7 ± 0.27 UI ceea ce reprezintă o valoare ce se situează în limitele normale 

din literatura de specialitate, dar cu 14 % mai scăzută faţă de lotul martor; la lotul tratat 

cu acid ascorbic se înregistrează o scădere a activităţii enzimei cu 58 % mai scăzută 

decât a lotului martor. 

Pe măsură ce creşte doza de AS administrată, creşte şi activitatea enzimei ALAT , 

astfel că după 7 doze , se înregistrează o creştere cu 118.5 % faţă de lotul martor ; spre 

deosebire de aceasta , la lotul tratat cu acid ascorbic se remarcă o creştere mult 

diminuată a activităţii ALAT, de numai 6.3 % faţă de lotul martor. 

La 7 zile de la sistarea administrării, activitatea enzimei ALAT creşte în 

continuare la lotul tratat cu AS, atingând o valoare cu 150.3 % mai mare decât a lotului 

martor. 

Se poate concluziona că extractul de AS afectează în mod evident funcţiile 

normale ale hepatocitului. 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 6.4.8 şi graficul 6.4.9. 
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Valorile medii ale activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la şobolani 

trataţi cu extract concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.8 

Nr.recoltare ALAT (UI) 

AS AA M 

a 1-a 30.7±0.27 15±0.15 35.7±0.30 

a 3-a 25.8±1.12 25.4±0.91 28.9±0.83 

a 7-a 73.2±2.33 35.6±0.93 33.5±0.19 

Sist.+7 zile 78.1±2.02 39.1±1.69 31.2±1.50 

Graficul 6.4.9 

Transaminazele serice ALAT la şobolani care au fost tratati cu 
extract concentrat de Allium sativum 
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O evoluţie asemănătoare se înregistrează şi la enzima aspartat amino transferaza. 

Rezultatele sunt redate în tabelul 6.4.9 şi graficul 6.4.10 

Valorile medii ale activităţii aspartat amino transferazei(ASAT) la şobolani 

trataţi cu extract concentrat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.9 

Nr.recoltare ASAT (UI) 

AS AA M 

a 1-a 63.1±1.34 55.7±1.72 56.8±2.07 

a 3-a 76.4 ±2.15 63.6±1.97 60.3±2.01 

a 7-a 77±1.89 68.8±1.22 55.53±3.01 

Sist.+7 zile 79.8±1.75 81.6±2.30 56.3±3.20 

Graficul 6.4.10. 

Transaminazele serice ASAT la şobolani care au fost tratati cu 
extract concentrat de Allium sativum 
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Din graficul 6.4.10. se poate observa o similitudine în evoluţia activităţii ASAT cu a 

enzimei ALAT, dar totuşi nu se remarcă o influenţă aşa de drastică la această enzimă. 

Astfel, în urma administrării primei doze se înregistrează o valoare de 63.1± 1.34 UI , 

care se situează la valori uşor mai ridicate , cu 11.1 faţă de lotul martor. 

Crescând doza , se observă o creştere destul de lentă a activităţii enzimei, astfel că 

după cinci zile ASAT înregistrează o creştere cu 38.7 %. Această stimulare a activităţii 

ASAT se manifestă şi după sistarea administrării extractului; se înregistrează o creştere cu 

41.7% faţă de valoarea martorului. 

Lotul tratat cu acid ascorbic manifestă deasemenea o stimulare a activităţii ASAT , 

dar la valori mai mici ; creşterile se produc în mod constant odată cu mărirea dozei , 

atingând şi aceasta, după sistarea administrării o valoare cu 44.9 % mai mare decât a 

lotului martor. 

Raportul de Rittis , care în mod normal are o valoare de 1.3 , înregistrează la lotul 

căruia i s-a administrat extract concentrat o valoare de 1.1 , ceea ce reprezintă o 

manifestare toxică clară asupra ficatului, manifestată printr-o reacţie de citoliză a acestuia. 

Aceste valori sunt confirmate şi de examenele histologice ale ficatului, splinei şi 

rinichiului, rezultatele cărora vor fi prezentate ulterior , în subcapitolul 6.4.4. 

în ceea ce priveşte rezultatele obţinute la testarea extractului diluat de Allium 

sativum, acestea sunt prezentate în continuare în subcapitolul 6.4.2. 
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6.4.2. Influenţa unui extract diluat asupra unor enzime oxidoreducătoare 

(catalaza, methemoglobin reductaza, glutation reductaza) şi a unor parametrii 

biochimici în corelaţie cu oxidoreductazele. 

Rezultatele anterioare, obţinute prin administrarea uni extract concentrat de 

Allium sativum, au permis continuarea lucrărilor şi studierea aceloraşi parametri în 

cazul administrării unui extract diluat, comparativ cu un lot tratat cu o soluţie de acid 

ascorbic 1 %, respectiv a unui lot martor 

6.4.2.1. Material şi metodă 

Experimentul a fost efectuat asupra a 150 de şobolani de linie Wistar, împărţiţi 

în trei loturi de şobolani, a câte 50 de indivizi fiecare. Loturile au fost omogene în 

ceea ce priveşte greutatea, vârsta şi sexul animalelor. 

Şobolanii au fost menţinuţi tot timpul experimentului în condiţii 

corespunzătoare atât din punct de vedere al microclimatului cât şi al calităţii furajelor. 

Administrările au fost efectuate zilnic, la cele trei loturi, timp de şapte zile,după 

cum urmează: 

• Lotului 1 i s-au administrat per os 0,5 ml extract diluat de Allium sativum (0.118g 

tiosulfmaţi / lOOg material crud ceea ce corespunde unei doze de 3.5mg 

tiosulfmaţi/kgcorp/zi) (AS); 

• Lotului al 2-lea i s-a administrat per os 0,5 ml soluţie 1% de acid ascorbic (20 mg 

acid ascorbic/kgcorp/zi) (AA), 

• Lotului al 3-lea i s-a administrat per os 0,5 ml apă distilată (lot martor-M). 

S-au efectuat sacrificări de câte 5 indivizi, din fiecare lot, zilnic, până în ziua a 

şaptea a experimentului apoi, după sistarea administrării, a 2-a respectiv a 5-a zi. 

înainte de sacrificare s-a recoltat sânge pe anticoagulant Heparină( 5000 UI), 

prin puncţie cardiacă; s-au recoltat şi următoarele organe (ficat, rinichi şi splină) de la 

fiecare individ. 

6.4.2.2. Rezultate şi discuţii 

în urma studiilor efectuate pe sângele recoltat de la şobolani trataţi cu extract 

diluat de Allium sativum s-au obţinut următoarele rezultate: 

6.4.2.2.1. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii 

catalazei saguine 

Activitatea catalazei în cazul martorului se situează la valori cuprinse între 21-

25.9 mg H202/g Hb (tabelul 6.4.10 şi graficul 6.4.11). 
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Activitatea catalazei sanguine la şobolani trataţi cu extract diluat de AS se 

situează , pe tot parcursul administrării extractului la valori sub valorile martorului, 

scăderea variind între 7.9 şi 15% faţă de martor până la administrarea a 4 doze, 

pentru ca după a 5 a doză activitatea enzimei să fie diminuată cu 26.8 %. în urma 

sistării administrării extractului, activitatea catalazei se situează la valori ce se apropie 

de valoarea martorului ( 23.82 ± 0.32 mg HiOi/g Hb). 

Valorile medii ale activităţii catalazei, Ia şobolani trataţi cu extract diluat 

de Allium sativum 

Tabelul 6.4.10 

Zi recoltare Catalaza (mg H202/g Hb) 
AS AA M 

a-la 22.85±3.44 24.15±2.11 24.81+1.11 
a-2a 22.15±1.23 24.15±0.53 26.18±0.42 
a-3a 24.15±1.56 23.48+0.79 25.5±0.76 
a-4a 24.32±2.54 22.82±0.69 26.84±0.33 
a-5a 17.77±0.93 16.1±0.54 24.26±0.71 

Sist.+2 20.45±1.22 18.11±0.66 20.13i0.78 
Sist.+7 23.82±3.01 25.5±1.87 25.5±1.07 

Graficul 6.4.11 

Determinarea activitatii catalazei sanguine la şobolani care au fost 
tratati cu extract diluat de Allium sativum 
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Un efect similar de reducere a activităţii catalazei se înregistrează şi la lotul 

tratat cu acid ascorbic, totuşi o reducere mai pregnantă a activităţii catalazei se 

înregistrează o dată cu mărirea dozelor şi , în special, după administrarea celei de a 6-

a doze, pentru ca după sistarea administrării, activitatea catalazică să revină la valori 

similare cu cele ale martorului. 

Se poate concluziona, că atât extractul diluat de AS cât şi soluţia de acid 

ascorbic ( 1 % ) administrate per os, au o acţiune similară, ambele conducând la o 

diminuare a activităţii catalazei spre deosebire de loturile tratate cu extract concentrat 

când activitatea catalazei suferă o creştere cu până la 161.7 %. 

6.4.2.2.2. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii 

methemoglobin reductazei 

Activitatea methemoglobin reductazei (MHbr) , la lotul tratat cu extract diluat , 

prezintă o evoluţie asemănătoare cu a celui tratat cu extract concentrat, cu deosebirea 

că stimularea maximă a activităţii enzimei se situează la o valoare de 24.9 ± 0.98 UI 

cu 126.8 % mai mare faţă de valoarea martorului ( tabelul 6.4.11 şi graficul 6.4.12), 

pe când la lotul tratat cu extract concentrat , creşterea activităţii enzimei s-a obţinut 

după 5 doze şi se situa la valori cu 199 % mai mari faţă de valorile martorului ( 

tabelul 6.4.2 şi graficul 6.4.2). 

Dinamica activităţii MHb reductazei este asemănătoare cu acelei de la lotul 

tratat cu extract concentrat. 

Astfel, în urma administrării celei de a 2-a doze, efectul este imediat, activitatea 

reducându-se cu 7.4 % faţă de martor; o dată cu creşterea dozelor, se înregistrează o 

creştere a activităţii enzimei (după administrarea a trei doze), pentru ca după sistarea 

administrării, activitatea MHb reductazei, să se menţină la o valoare aproape 

constantă de 13.98 ± 0.53 U.I., cu aproape 40.8 % mai crescută faţă de lotul martor. 

O dinamică asemănătoare se observă şi la lotul tratat cu soluţie de acid ascorbic. 
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Valorile medii activităţii methemoglobin reductazei, la şobolani trataţi cu 

extract diluat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.11 

zi recoltare MHb reductaza %h 
AS AA M 

a-la 13.89±0.11 18.99±1.56 13.23±1.54 
a-2a 9.12±0.32 6.43±2.30 9.8510.99 
a-3a 24.9±0.98 21.87±1.06 10.98±2.34 
a-4a 14.73±1.04 19.32+1.21 9.75±0.70 
a-5a 14.04±2.11 14.07±0.96 8.2610.43 

Sist.+2 13.98±0.75 10.26±0.81 9.9310.11 
Sist.+7 13.5±0.83 17.85±1.26 10.1711.87 

Graficul 6.4.12 

Methemoglobin reductaza la şobolani care au fost tratati cu extract 
diluat de Allium sativum 

DDif AS-M (%) 
30 

25 -

20 

15 

10 

IDif AA-M (%) A M 

140.0 

120.0 

100.0 

80.0 

60.0 

40.0 *u (U 

20.0 
« < 

0.0 

-20.0 

-40.0 

-60.0 

nr.recoltare 

BUPT



171 

6.4.2.2.3 Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii 

glutation reductazei 

Spre deosebire de lotul tratat cu extract concentrat de AS, care prezintă o 

diminuare a activităţii enzimei cu 45.6 pe măsură ce creşte numărul de doze, la 

Valorile medii activităţii glutation reductazei, la şobolani trataţi cu extract 

diluat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.12 

zi recoltare Glutation reductaza UI 
AS AA M 

a-la 14.91±1.22 12.58±2.03 8.68±1.55 
a-2a 12.34±0.98 11.32±1.11 8.25±1.04 
a-3a 7.13±0.52 8.15±1.90 8.15±1.24 
a-4a 6.15+0.14 7.12±0.97 8.1810.98 
a-5a 6.03±0.34 6.7±0.54 8.7210.78 
a-6a 13.78±0.99 7.86±0.66 8.0410.24 

Sist.+2 6.55±1.33 10.65±0.23 8.6711.02 
Sist.+7 7.22±2.11 12.31±0.34 8.311.97 

Grafic 6.4.13. 

Glutation reductaza la şobolani care au fost tratati cu extract diluat 
de Allium sativum 

i - l a a-2a a-3a a-4a a5-a a6-a sist.+2 sist.+7 
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lotul tratat cu extract diluat de Allium sativum, activitatea enzimei prezintă o evidentă 

stimulare după primele două doze ( activitatea MHb reductazei şi a catalazei scade ), 

ca după a 3-a doză , activitatea glutation reductazei să scadă la o valoare de 7.13 ± 

0.52 UI cu 12.5 % mai scăzută faţă de a martorului. Activitatea glutation reductazei se 

diminuează după a 4-a doză, iar prin sistarea administrării de extract, activitatea 

enzimei revine încet la valoarea martorului . 

La lotul tratat cu soluţie de acid ascorbic 1 % per os, activitatea glutation 

reductazei prezintă o evoluţie similară cu a lotului tratat cu extract diluat; 

După sistarea administrării extractului de allium sativum şi a soluţiei de acid 

ascorbic, ele prezintă o acţiune antagonistă: se constată că la lotul tratat cu extract 

diluat activitatea enzimei se diminuează cu până la 13.1 % , pe când la lotul tratat cu 

acid ascorbic, activitatea glutation reductazei creşte cu 48.1 % faţă de valoarea 

martorului, evoluţie pe care deocamdată nu o putem explica. 

Aceste observaţii duc la posibilitatea susţinerii ipotezei că extractul de Allium 

sativum , prin componentele sale preia o parte din rolul antioxidativ al echipamentului 

enzimatic al celulelor, similar cu acţiunea acidului ascorbic. 

Se observă că în momentul sistării administrării substanţelor antioxidante , 

creşte activitatea glutation reductazei . Această creştere se dovedeşte mai pregnantă la 

administrarea de acid ascorbic 1% decât la cea a extractului de Allium sativum, ceea 

ce presupune menţinerea unui efect prelungit al extractului spre deosebire de acidul 

ascorbic, a cărui acţiune încetează în momentul sistării adminstrării acestuia. 

6.4.2.2.4. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii 

proteinemiei 

Din graficul 6.4.14 se observă că o creştere a numărului de doze conduce la o 

stimulare a sintezei proteinelor cu până la 10.6 %, pentru ca odată cu sistarea administrării 

de extract diluat, sinteza proteinelor să sufere o diminuare cu 4.3 %. 

Soluţia de acid ascorbic 1% are o acţiune antagonistă cu a extractului diluat. 

Proteinemia, la acest lot scade până la valori de 5.33 ± 0.78, cu 13.5 % mai mici faţă de 

valoarea lotului martor, situându-se la valori mai scăzute chiar şi faţă de valoarea minimă 

găsită în literatura de specialitate 5.6-7.6 g/lOOml ser.(5 ) 

Această diminuare a proteinemiei persistă până la sistarea administrării de acid 

ascorbic când proteinemia revine la valori similare cu ale lotului martor ( 7.12 ± 

0.58g%ml ser) 
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In concluzie se constată că extractul diluat de Allium sativum induce o creştere a 

sintezei proteice , pe măsura acumulării dozei, pentru ca la două zile de la sistarea 

administrării extractului proteinemia să sufere o stimulare a biosintezei cu aproape 11 %, 

iar după 1 săptămână de la sistarea administrării revină la valoarea iniţială faţă de martor. 

Spre deosebire de fenomenul observat anerior , acidul ascorbic are în general un 

efect de diminuare a proteinemiei , pentru ca după 7 zile de la sistarea administrării , 

proteinemia să fie cu 4 % mai crescută faţă de valorile medii ale lotului martor. 

Valorile proteinemiei, la şobolani trataţi cu extract diluat de Allium sativum 

Tabelul 6.4.13 

Proteine g% 
Ziua 

recoltare 
AS AA M 

a-la 7.38±0.78 7.13±0.76 7.08±0.76 
a-2a 6.74±0.65 6.3±0.83 7.16±0.90 
a-3a 6.41±1.02 6.3±0.89 6.07±0.60 
a-4a 6.8610.63 5.33±0.46 6.16±0.72 
a-5a 7.68±1.23 6.9±0.53 7.09±0.71 

Sist.+2 7.22±0.98 6.85±0.66 6.53±0.79 
Sist.+7 7.39±0.88 7.75±0.82 7.72±01.20 

Graficul.6.4.14. 

Proteinele la şobolani care au fost tratati cu extract diluat de Allium 
sativum 
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6.4.2.2.5. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii 

hemoglobinemiei 
A 
In ceea ce priveşte dinamica hemoglobinemiei la lotul tratat cu extract diluat de AS, 

aceasta prezintă o stimulare cu 14 % , după prima doză, spre deosebire de efectul 

extractului concentrat care induce o diminuare cu până la 38.1 % a hemoglobinemiei 

(tabelul 6.4.14. şi graficul 6.4.15). 

Valorile hemoglobinemiei, la şobolani trataţi cu extract diluat de Allium 

sativum 

Tabelul 6.4.14 
Hemoglobina g®/o 

Nr.recoltare AS AA M 
1 14.19±1.23 12.76±0.77 12.45±0.78 
2 15.8±0.67 16.47±0.46 11.45±0.86 
3 12.88±0.43 14.74±0.88 11.95±0.49 
4 12.07±0.98 9.2±0.51 10.86±0.38 
5 14.04±1.01 10.81i0.49 12.34±1.02 

Sist.+2 12.89±0.64 15.75±0.52 11.5±0.97 
Sist.+7 10.19±0.22 9.15±0.55 11.36±0.31 

Graficul 6.4.15 

Hemoglobina la şobolani care au fost tratati cu extract diluat de 
Allium sativum 
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După cea de-a doua doze se înregistrează o creştere a hemoglobinemiei cu 38 % faţă 

de martor, pentru ca la acumularea următoarelor doze , hemoglobinemia să prezinte o 

dinamică ascendentă cu până la 12.8 % în medie. în urma sistării administrării de extract 

diluat de AS, hemoglobinemia scade în timp, cu 10.3 % faţă de lotul martor. 

Dinamica Hb la lotul tratat cu AA prezintă, după primele doze, o evoluţie similară 

cu a lotului tratat cu extract de Allium sativum, ca după a 4-a doză administrată, valorile 

Hb să scadă la valori de 9.2 ± 0.51 g%, cu 15.3 % mai scăzute faţă de lotul martor; 

diminuarea se menţine în continuare în paralel cu creşterea dozei totale administrate, 

pentru ca după sistarea administrării Hb, să se menţină la valori mai scăzute decât ale 

martorului. 

6.4.2.2.6. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii 

methemoglobinemiei 

O dinamică ce se corelează cu evoluţia hemoglobinemiei se constată atât la lotul 

tratat cu extract diluat de Allium sativum cât şi la lotul tratat cu soluţie de acid ascorbic. 

Spre deosebire de lotul tratat cu extract concentrat de AS , la care valoarea MHb 

înregistrează , după primele 3 doze o creştere cu aproape 103.1% faşă de valoarea 

martorului, la lotul tratat cu AS diluat methemoglobinemia scade, după prima doză de 

extract cu 30.5 %, ceea ce corespunde unei valori de 0.0216 ± 0.0040g % Hb, respectiv 

unei creşteri cu 14 % a hemoglobinemiei. După cea de-a 2-a doză MHb creşte cu 59.4 % 

faţă de martor, urmând ca după încă două doze, MHb să ajungă la o valoare de 

0.0164±0.031 cu 57 % mai redusă decât cea a martorului (tabelul 6.4.15 şi graficul 

6.4.16), dar se situează la valori apropiate de ale lotului tratat cu extract concentrat de AS, 

la cea de-a 7-a recoltare. 

O scădere a hemoglobinemiei după sistarea administrării de extract diluat de AS, se 

corelează cu o creştere a methemoglobinemiei cu 19.4%, pentru ca după 7 zile de la 

sistarea administrării, methemoglobinemia să prezinte o valoare de 0.0235 ±0.00115 g % 

Hb , cu 38.8% mai scăzută faţă de martor ; o valoare apropiată se înregistrează şi la lotul 

tratat cu extract concentrat la 7 zile după sistarea administrării. 

Se remarcă un efect drastic de creştere a methemoglobinemiei la lotul tratat cu 

extract concentrat de AS, spre deosebire de lotul tratat cu extract diluat, ceea ce confirmă 

presupunerea că extractul concentrat acţionează ca un toxic, în timp ce extractul diluat are 

un efect antioxidant comparabil cu al soluţiei de acid ascorbic. 
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Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra dinamicii 

methemoglobinemiei, la şobolani 

Tabelul 6.4.15. 

Methemoglobina g% 
Nr.recoltare AS AA M 

1 0.0216±0.0040 0.0365±0.0065 0.0311 ±0.0054 
2 0.0507±0.0030 0.0385±0.0021 0.0318±0.0021 
3 0.0437±+0.0023 0.0577±0.0009 0.0322±0.007 
4 0.0164±0.003l 0.0377±0.004 0.0388±0.0032 
5 0.046±0.0033 0.0434±0.0005 0.03±0.005 

Sist.+2 0.0381±0.001 0.05±0.002 0.0319±0.0013 
Sist.+7 0.0235±0.0015 0.0301±0.0032 0.0384±0.0024 

Graficul 6.4.16 

Methemoglobina la şobolani care au fost tratat! cu extract diluat de 
Allium sativum 
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6.4.2.2.7. Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii 

transaminazelor serice (ALAT , ASA F ) 

Rezultatele determinărilor sunt prezentate în tabelele 6.4.16 ,6.4.17 şi graficele 

6.4.17 şi 6.4.18 

Din graficul 6.4.17 se observă că în urma administrării primei doze de extract diluat 

de AS activitatea alanin aminotransferazei prezintă o valoare medie de 61.66± 1.36UI 

ceea ce înseamnă o creştere cu 99.4 % faţă de valoarea martorului care se situează la valori 

similare cu cele din literatura de specialitate (5). 

Un comportament asemănător manifestă şi soluţia de acid ascorbic, creşterea 

activităţii transaminazei serice găsindu-se la o valoare cu 105.5 % mai ridicată faţă de 

martor. 

Pe măsura creşterii numărului de doze de extract diluat de AS se observă o reducere 

a activităţii ALAT-ului, astfel că după 4 doze valoare activităţii enzimei este cu 33.7 % 

mai ridicată, după 5 doze se situează la o valoare de 45.5±1.23 , cu 9.8 % mai mare faţă de 

valoarea martorului, pe când la 2 zile , respectiv la 5 zile de la sistarea administrării 

activitatea enzimei să revină la valori apropiate de cele ale martorului. 

Din graficul 6.4.18 se observă o scădere a activităţii ASAT cu 16.1 % faţă de lotul 

martor , pentru ca odată cu creşterea numărului de doze să se înregistreze o mărire a 

activităţii enzimei. Astfel, după a 5-a doză , activitatea aspartat amino transferazei 

înregistrează o valoare de 78.73 ± 2.05 UI , cu 24.4 % mai mare faţă da martor, care 

prezintă o valoare medie de 65.48 ± 0.95UI care se încadrează în valorile limită regăsite în 

literatura de specialitate. 

La sistarea administrării, efectul extractului diluat de AS se menţine crescut, astfel 

că se înregistrează o valoare a activităţii ASAT de 96.54 ±2.15 , cu 50.2% mai crescută 

faţă de a martorului. 

La lotul tratat cu acid ascorbic, dinamica activităţii enzimatice este aproape similară, 

înregistrându-se totuşi valori ceva mai scăzute ( 88.11± 2.42 UI), pentru ca la 7 zile de la 

sistarea administrării, valorile celor două loturi să fie cu aproximativ 30.4 % mai ridicate 

faţă de valoarea martorului. 
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Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii alanin amino 

transferazei serice (ALAT ), la şobolani 

Tabelul 6.4.16 

ALAT (UI) 
Nr.recoltare AS AA M 

1 61.66±1.36 63.5311.45 30.9210.96 
2 91.52±1.55 94.2612.12 39.411.02 
3 54.58±2.02 77.2511.97 35.911.32 
4 49.84±1.98 42.6211.56 37.2911.43 
5 45.5±1.23 39.9611.24 41.4311.78 

Sist.+2 36.0811.34 34.2411.88 35.911.35 
Sist.+7 43.88±1.44 43.6510.91 39.9511.22 

Graficul 6.4.17 

Transaminazele serice ALAT la şobolani care au fost tratati cu 
extract diluat de Allium sativum 

I = I D i f AS-M (%) IDif AA-M (%) 
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Influenţa unui extract diluat de Allium sativum asupra activităţii aspartat 

aminotransferazei serice (ASAT ), la şobolani 

Tabelul 6.4.17 

ASAT UI 

Nr.recoltare AS AA M 
1 50.59±1.03 51.42±1.31 60.33±1.78 
2 51.43±1.52 69.95±1.30 64.38±1.30 
3 75.78±1.87 69.1111.12 66.0710.98 
4 80.5±1.32 71.44±2.32 68.4811.13 
5 78.73±2.05 78.09±2.15 63.2811.41 

Sist.+2 96.54±2.15 88.11±2.42 64.2611.17 
Sist.+7 88.29±1.75 82.67±2.72 67.712.05 

Graficul 6.4.18 

Transaminazele serice ASAT la şobolani care au fost tratat! cu 
extract diluat de Allium sativum 
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A 

In concluzie, extractul diluat potenţează activitatea enzimei ALAT la primele doze 

(cu până la 132.3 % faţă de martor- graficul 6.4.17), pentru ca după acumularea acestuia , 

să aibă un efect de diminuare a activităţii ALAT-ului până la valori apropiate de ale lotului 

martor, spre deosebire de extractul concentrat care duce la creşteri mult mai mari ale 

activităţii ALAT-ului faţă de lotul martor , chiar şi după sistarea administrării acestuia ( 

150.3% - graficul 6.4.9) ; în ceea ce priveşte afectarea enzimei ASAT în urma 

administrării de extract diluat, aceasta înregistrează valori uşor mai crescute după primele 

doze administrate ( 17.6% - graficul 6.4.17) pentru ca odată cu creşterea dozelor 

activitatea enzimei să crească cu până la 50.2% faţă de valorile martorului. Efectul se 

diminuează , totuşi şi după şapte zile de la sistarea administrării valorile activităţii ASAT 

înregistrează creşteri de până la 30.4%. La administrarea extractului concentrat se observă 

o comportare similară a enzimei ASAT, cu deosebirea că activitatea acesteia creşte cu 

41.7% faţă de martor( graficul 6.4.10). Un comportament asemănător cu administrarea 

extractului diluat se înregistrează şi la lotul căruia i s-a administrat acid ascorbic. 

6.4.2.3. Interpretarea statistică a datelor obţinute 

S-au efectuat interpretările statistice ale datelor obţinute pentru activităţile 

enzimatice atât sub influenţa extractului diluat de Allium sativum cât şi a extractului 

concentrat. Datorită numărului limitat al determinărilor biochimice efectuate, rezultatele 

obţinute sunt orientative. 

S-a determinat coeficientul de corelaţie între doi parametri, ecuaţia de regresie, 

precum şi parametrul " t " ( parametrul Student, în vederea stabilirii dependenţei între 

două fenomene, a corelaţiei, respectiv a legăturii reciproce dintre valorile mărimilor 

obţinute anterior. 

Rezultatele obţinute în ceea ce priveşte identificarea coeficientului de corelaţie şi a 

ecuaţiei ce defineşte acest coeficient, sunt redate în tabelul 6.4.18 
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Determinarea coeficientului de corelaţie şi ecuaţia curbei de regresie 

Tabelul 6.4.18 
Parametrii urmăriţi Coeficient de 

corelaţie (r) 
Ecuaţia de regresie Corelaţie 

Catalază:doză ASd 0.90264 Ec. polinomială y=a+bx+cx^+dx^ 

Unde a=23.l87, b=-0.345, 

c=0.0277, d=0.000459 

Pozitivă strânsă 

Catalază:doză ASc 0.98657 Ec. polinomială y=a+bx+cx-+dx' 

Unde a=72.1315, b=-3.8395, 

c=0.17884, d=-0.00243 

Pozitivă strânsă 

MHbred:doză ASd 0.24257 Ec. polinomială y=a+bx+cx'+dx^ 

Unde a=20.23,b-1.3615, 

c=0.07050, d=-0.0009243 

Pozitivă slabă 

Glured:doză ASd 0.91459 Ec. polinomială y=a+bx+cx'+dx^ 

Unde a=36.264, b=-3.065, 

c=0.9915,d=-0.00093 

Pozitivă strânsă 

Gluredtdoză ASc 0.288685 Ec. polinomială y=a+bx+cxVdx^ 

Unde a=1.9245, b=0.4437, 

c=-0.0171,d=0.0001854 

Pozitivă slabă 

Catalază:MHb ASd 0.13354 Ec. grd. 1 y=a+bx 

Unde a= 18.4624, b=0.2124 

Pozitivă slabă 

Catalază:MHb ASc 0.57927 Ec. polinomială y=a+bx+cx^+dx^ 

Unde a=-12.5362, b= 19.1679, 

c=-1.6797, d=0.04094 

Pozitivă medie 

Cataiază:Glu ASd 0.61952 Ec. polinomială y=a+bx+cx^+dx^ 

Unde a=-7258.9, b= 1492.42, c=-

101.52, d=2.290 

Pozitivă medie 

CatalazS:Glu ASc 0.15620 Ec. polinomială y=a+bx+cx^+dx' 

Unde a=407.97, b=-223.82, 

c=44.4949, d=-2.853 

Pozitivă slabă 

MHb: GluASc 0.20708 Ec. polinomială y=a+bx+cx"+dx^ 

Unde a=343.46, b=-191.32, 

c=36.7419, d=-2.3288 

Pozitivă slabă 

ASd= extract diluat de Allium sativum, ASc= extract concentrat de Allium sativum 
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Determinarea parametrului "t" şi a coeficientului de siguranţă 

Tabelul 6.4.19 
Nr. 

crt. 
Parametrul Nr. 

grade 
libertate 

Parametrul 

obţinut 

Prag de 
semniflcaţie 

Coef. 
Siguranţă 

% 

Parametrul 

literatură 

0 

Rezultat 

1. Catalază 

(As diluat) 

40 3.20 0.01 99 2.71 Asigurat 

statistic 

2. MHbred. 

(As diluat) 

40 2.66 0.02 98 2.42 Asigurat 

statistic 

3. Glured. 
(As diluat) 

40 2.33 0.05 95 2.02 Asigurat 

statistic 

4. Hb 
(As diluat) 

40 2.78 0.01 99 2.71 Asigurat 

statistic 

5. MHb 
(As diluat) 

40 1.23 0.10 90 1.68 Neasigurat 

statistic 

6. Catalază 
(Asconc.) 

40 2.381 0.05 95 2.02 Asigurat 

statistic 

7. MHbred. 

(As conc.) 

40 2.84 0.01 99 2.71 Asigurat 

statistic 

8. Glured. 
(As conc.) 

40 4.71 0.01 99 2.71 Asigurat 

statistic 

9. Hb 
(As conc.) 

40 2.44 0.02 98 2.42 Asigurat 

statistic 

10. MHb 

(Asconc.) 

40 1.65 0.10 90 1.68 Neasigurat 

statistic 

Concluzii: 

• Extractul concentrat (2.34 |imoli % tiosulfmaţi ,1.12 |imoli % alicină) afectează în 

mod evident echipamentul de oxidoreducere a celulei sanguine cât şi funcţiile 

ficatului, având următoarele efecte: 

• scăderea hemoglobinemiei, în medie , cu 38.1% faţă de valoarea martorului 

• creşterea methemoglobinemiei după primele doze cu 103.1 % faţă de limitele 

normale evidenţiate în literatura de specialitate 
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• menţinerea efectului extractului chiar şi după şapte zile de la sistarea administrării 

acestuia 

• creşterea activităţii catalazei cu aproape 100 % , după administrarea a cinci doze, 

pentru ca după sistarea administrării , activitatea catalazei să se reducă chiar sub 

valoarea normală cu 25 % 

• creşterea activităţii methemoglobin reductazei, după primele cinci doze, cu aproape 

97.3 %, urmată de o scădere a activităţii enzimei 

• creşterea activităţii catalazei şi a methemoglobinreductazei conduce deasemenea la 

o reducere a activităţii glutation reductazei cu până la 48.7% , faţă de activitatea 

martorului. 

• afectarea funcţiei normale a ficatului prin creşterea activităţii alanin amino 

transferaza (ALAT), raportul de Rittis ( ALAT/ASAT) înregistrând o valoare de 1.1 

faţă de valoarea normală de 1.3. 

• scăderea proteinemiei odată cu creşterea numărului de doze , cu până la 17.9 % 

• scăderea sideremiei cu până la 48.7% faţă de valoarea martorului 

• efect antagonist faţă de al acidului ascorbic , faţă de care s-au efectuat toate 

determinările 

• toate aceste efecte negative atât la nivelul sintezei de proteine , respectiv a 

hemoglobinei se repercutează asupra activităţii normale a oxidoreductazelor şi 

conduc totodată la perturbarea funcţiei normale a unor organe cheie: f icat , splină şi 

rinichi, după cum se va prezenta în subcapitolul 6.4.3. 

• extractul concentrat acţionează ca un toxic asupra organismului animal 

Spre deosebire de activitatea evident nocivă a extractului concentrat, extractul diluat 

( 0.56 |imoli % tiosulfmaţi ,0 .12 |Limoli % alicină) are un efect total antagonist ceea ce se 

observă atât din valorile activităţii oxidoreductazelor cât şi a sintezei de hemoglobină 

Se constată următoarele: 

• creşterea hemoglobinemiei la o valoare medie de 13.8 g% Hb, cu 12 % mai mare 

decât a martorului; efectul este comparabil ce cel al acidului ascorbic, 

antioxidant şi stimulator cunoscut al sintezei de hemoglobină 

• scăderea methemoglobinemiei după prima doză administrată, efect ce se menţine şi 

la şapte zile după sistarea administrării ( efect " retard " ) 

• scăderea activităţii catalazei similară cu cea produsă de administrarea acidului 

ascorbic 
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• Stimularea activităţii methemoglobin reductazei cu până la 126.8%; această 

stimulare a activităţii methemoglobin reductazei se manifestă şi după 7 zile de la 

sistarea administrării spre deosebire de acidul ascorbic a cărui efect se resimte 

numai până în momentul administrării, neavând o prelungire în timp a acestui 

efect şi după sistarea administrării 

• stimularea activităţii glutation reductazei, după primele două doze administrate , ca 

odată cu sistarea administrării, activitatea glutation reductazei să scadă cu până 

la 13.1 %; activitatea glutation reductazei ,după administrarea a cinci doze de 

extract, este similară cu a acidului ascorbic 

• extractul diluat de Allium sativum creşte capacitatea sistemelor reducătoare 

eritrocitare prin creşterea activităţii methemoglobin reductazei, a glutation 

reductazei pe de o parte , urmată de scăderea methemoglobinemiei, respectiv 

creşterea hemoglobinemiei. 

• valorile crescute ale methemoglobin reductazei şi glutation reductazei pot fi 

markeri indirecţi de activare a metabolismului eritrocitar. 

• remanierile ţesutului hepatic sunt activate şi în consecinţă nivelul seric al 

transaminazelor ALAT şi ASAT este crescut 

• se înregistrează o stimulare a sintezei de proteine totale cu până la 10.6 % faţă de 

martor, probabil prin activarea sintezei extrahepatice de proteine. 

• se remarcă o corelaţie strânsă atât între activitatea catalazică şi dozele de Allium 

sativum diluat cât şi între activitatea catalazică şi dozele de Allium sativum 

concentrat 

• o corelaţie slabă şi medie se remarcă între activitatea methemoglobinreductazei şi 

dozele de extracte diluate respectiv concentrate de Allium sativum 

• o corelaţie strânsă se remarcă şi între activitatea glutation reductazei şi dozele de 

Allium sativum diluat, pe când faţă de Allium sativum concentrat corelaţia este 

slabă 

• aceeaşi corelaţie slabă şi medie se remarcă şi între activităţile celor trei enzime 

• activităţile catalazei, a methemoglobin reductazei, a glutation reductazei şi valorile 

hemoglobinei la loturile experimentale, faţă de loturile martor, sunt asigurate 

statistic , atât la cele tratate cu extract diluat cât şi la cele tratate cu extract 

concentrat de Allium sativum 
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Efectele benefice ale administrării extractului diluat sunt similare cu cele ale 

acidului ascorbic conducând la stimularea întregului echipament oxidoreducător al 

celulelor prezentând totodată avantajul unui efect prelungit, chiar şi după o săptămână de 

la sistarea administrării acestuia spre deosebire de acidul ascorbic care îşi manifestă acest 

efect numai pe perioada administrării. 

Rezultatele activităţii antioxidante ale extractului diluat de Allium sativum sunt 

prezentate global în graficul 6.4.19. 

Graficul 6.4.19 

Influenţa extractului diluat asupra răspunsului antioxidant al unor 

parametrii sanguini 

Nr.recoltare 

• M H b ElGltr H H b H M H b r B C a t 
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Efectul celor două tipuri de extracte asupra enzimelor oxidoreducătoare studiate 

sunt redate în graficul 6.4.20 

Graficul 6.4.20 

Efectul comparativ al extractului concentrat şi diluat asupra activităţii 

Nr.recoltare 

i • G h i r (C) 
SMHbr (C) 

! ÎGrUI (D) 
• C a t p ) 

IMHbr (D) 
ICat(C) 

aiir (C) 

enzimelor oxidoreducătoare 

C = extract concentrat de Allium sativum 

D= extract diluat de Allium sativum 
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6.4.3. Modificările survenite la nivelul unor organe de şobolan sub influenţa 

extractului concentrat de Allium sativum 

Ţinând cont de rezultatele obţinute asupra unor parametrii biochimici sanguini şi a 

asupra unor enzime oxidoreducătoare, care au fost prezentate în subcapitolele 6.4.1 şi 

respectiv 6.4.2, studiul întreprins şi-a propus observarea eventualelor modificări la 

nivelul unor organe , la şobolani, cărora li s-a administrat extract concentrat de Allium 

sativum. 
/V 

In continuare vor fi prezentate câteva consideraţii teoretice asupra organelor 

studiate: splina , ficatul şi rinichii. Acestea au fost prelevate imediat după sacrificare, de 

la acelaşi lot de şobolani cărora li s-au efectuat şi determinările enzimatice şi a 

parametrilor biochimici sanguini. 

Splina este un organ hematopoetic în care are loc diferenţierea finală a 

reticulocitelor, trombocitelor, limfocitelor T şi B şi a monocitelor. Splina dirijează şi 

reglează circulaţia eritrocitelor , distrugând sau modificând globulele roşii imperfecte. 

De asemenea , îndepărtează din sânge toate elementele figurate deteriorate sau 

îmbătrânite . Splina preia din sânge monocite, facilitând transformarea lor în macrofage, 

precum şi limfocite B şi T pe care le stochează în diferite compartimente favorizând 

maturarea lor şi facându-le apte să interacţioneze cu macrofagele şi antigenii, participând 

astfel la răspunsul imun (295). 

Splina reprezintă un important rezervor de sânge , eliberând rapid în circulaţie 

eritrocite, granulocite atunci când este nevoie. 

Structura histologică a splinei cuprinde următoarele componente: capsulă 

conjunctivă din care se desprind trabeculi în proflmzimea organului, pulpa splenică 

(formată în mare parte din eritrocite şi fiind componenta majoră a splinei), pulpa albă, 

care conţine grămezi de limfocite ; este alcătuită din limfonoduli splenici, ce conţin în 

special limfocitele B, macrofage şi limfocite T precum şi din manşoane limfatice 

periarteriale. Limfocitele B şi macrofagele , se găsesc în zona marginală a pulpei roşii şi 

sunt primele care stabilesc contactul cu antigenii. 
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Ficatul are rolul de a sintetiza numeroase substanţe necesare integrităţii strucurale 

şi funcţionale a celulelor şi ţesuturilor. Ficatul supune mulţi compuşi biologici , respectiv 

substanţele toxice unui lanţ de transformări prin care li se reduce sau li se anihilează 

activitatea sau toxicitatea , rezultând în general substanţe inofensive care vor fi eliminate 

din organism . Este posibil de asemenea , ca în urma proceselor de transformare a unor 

medicamente acestea să treacă în produşi toxici pentru organism. 

Ficatul este format în principal din două componente de bază : hepatocitele şi 

celulele Kupffer. Acestea din urmă au rolul de a complecta activitatea de detoxifiere şi de 

îndepărtare a substanţelor nocive realizată de hepatocite. 

în cazul acţiunii prelungite a unor factori nocivi care afectează structura şi funcţiile 

ficatului , acesta suferă un fenomen de degenerescenţă fibroconjunctivă, cunoscut sub 

numele de ciroză.( 295) 

Rinichii sunt organe ce au un rol deosebit în filtrarea sângelui şi în menţinerea 

homeostaziei organismului , asigurând echilibrul acido-bazic şi electrolitic necesar 

activităţii normale a celulelor. Un alt rol îl constiuie secreţia de renină, funcţionând în 

acest fel ca un organ endocrin, având un important rol în reglarea presiunii osmotice a 

sângelui precum şi de secreţie a factorului eritropoietic ( eritopoetina ). Anumiţi 

constituenţi celulari renali au rol activ în metabolismul vitaminei D şi a calciului. 

Rinichii sunt alcătuiţi din: zona corticală , zona medulară , corpusculi renali, 

nefroni ( alcătuiţi la rândul lor din glomerul vascular, capsula Bowmann - care se 

presupune a avea rol fagocitar, îndepărtând particulele străine din corpusculul renal şi 

tubi contorţi) şi canale colectoare. 

Unitatea morfofuncţională a rinichiului este nefronul. 

6.4.3.1.Material şi metodă: 
Şobolanii de linie Wistar, pentru a constitui un lot cât mai uniform, au fost aleşi de 

aceeaşi vârstă cu o greutate corporală aproape constantă cuprinsă între 250-320g . Hrana 

şi condiţiile de întreţinere au fost aceleaşi pe tot parcursul experimentului. 

Au fost formate două loturi : unul martor format din 45 de indivizi , cărora li s-au 

administrat 0.5 ml apă distilată ( per os)/individ şi un lot experimental constituit tot din 

45 de indivizi , cărora li s-au administrat per os 0.5 ml extract concentrat/individ ( 1.58 

mg tiosulfinaţi/ ml extract) timp de 16 zile. 
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Sacrificările au fost efectuate la 8, 14 şi respectiv 16 zile de la începutul 

administrării extractului, atât din lotul martor cât şi din lotul experimental ( câte 15 

indivizi / lot / sacrificare) 

După sacrificare au fost fost prelevate şi studiate următoarele organe: splina , 

ficatul şi rinichii ; aceloraşi loturi de şobolani li s-au efectuat şi determinările enzimatice 

şi a parametrilor biochimici sanguini (6.4.1, 6.4.2). 

Preparatele histologice au fost obţinute prin realizarea următoarei succesiuni de 

operaţii: recoltare, fixare, spălare, incluzionare, secţionare, colorare şi montare. 

Examenele histologice au fost efectuate pe preparate histologice conservate prin 

fixare. 

Pentru a evita alterările ce pot apărea post-mortem, organele au fost prelevate 

imediat după sacrificare, au fost cântărite şi au fost introduse în borcane cu dop rodat , în 

care s-a introdus alcool etilic 80 % , pentru fixare. în această soluţie de fixare s-au 

menţinut timp de 10 zile , după care a urmat operaţia de spălare cu apă distilată pentru a 

îndepărta excesul de fixator. 

După spălare s-a trecut la incluzionarea preparatelor în parafină. înainte de 

incluzionare , piesele s-au clarificat prin tratarea cu toluen care înlătură totodată şi 

alcoolul din fragmentele tisulare. 

îmbibarea pieselor cu parafină s-a realizat în termostat, la temperatura de 56 °C, în 

cristalizoare mici. Aceasta s-a realizat prin imersarea repetată a pieselor, în trei băi de 

parafină, fiecare cu o durată de l oră. Din ultima baie, fragmentele tisulare sunt trecute în 

tipare de metal, aşezate pe o placă de sticlă. Peste piese s-a turnat parafină topită şi s-au 

lăsat la temperatura camerei pentru solidificare. 

Secţionarea preparatelor s-a realizat cu ajutorul microtomului , realizându-se 

secţiuni de 4-8 |i. 

Acestea au fost lipite pe o lamă de sticlă , pe care , în prealabil s-a întins un strat 

subţire de albumină Mayer . După colorarea cu reactivul May-Grunwald-Giemsa(MGM), 

s-a realizat colorarea diferită a preparatelor. 

Ultima operaţie a fost montarea preparatelor ; această operaţie s-a executat prin 

aplicarea a 2 picături de ulei de cedru peste secţiunea colorată care apoi s-a acoperit cu o 

lamelă. După 24 de ore mediul s-a solidificat permiţând examinarea ulterioară a 
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preparatului la microscop. Montarea asigură o conservare vreme îndelungată a 

preparatelor. 

Preparatele au fost examinate cu ajutorul unui microscop tip Karl-Zeiss Jena, 

prevăzut cu un aparat de fotografiat. 

6.4.3.2. Rezultate şi discuţii: 
A 

In urma administrării de extract concentrat de Allium sativum, timp de 16 zile, la 

şobolani, a prelevării de organe şi a obţinerii de preparate histologice s-au constatat 

umătoarele: 

După 8 zile de administrare splina prezintă o proliferare limfocitară atât în 

limfonodulii splenici cât şi în cordoanele celulare perivasculare ale pulpei roşii. 

Limfonodulii şi tecile limfoide perivasculare apar mărite în volum , de multe ori 

pierzându-şi conturul. 

Se constată o reacţie limfocitară exacerbată. 

Odată cu creşterea dozei de extract concentrat , după 14 doze, se constată o 

proliferare masivă atât în limfonoduli cât şi în tecile perifoliculare. 

In cordoanele celulare perivasculare din pulpa roşie este semnalat un număr sporit 

de macrofage şi de limfoplasmocite. 

Se semnalează , de asemenea apariţia corpilor Heinz , în număr de 4-5 / secţiune; 

Aceste observaţii s-ar putea explica ca o intensificare a răspunsului imun imediat ( 

apariţia de limfocite proactive). 

După a 16-a doză apar din nou un număr extrem de mare de limfoplasmocite 

activate şi macrofage , situate mai ales în cordoanele celulare din pulpa roşie şi se 

constată deasemenea apariţia unui număr mai mare de corpi Heinz ( în medie un număr 

de 3 /0.031 mm^ -aria unui câmp microscopic). Se observă şi o hipertrofie a celulelor 

reticulate adică o micşorare a lacunelor sistemului reticular al splinei şi probabil o 

intensificare a procesului de eritroclazie, ceea ce are drept consecinţă formarea de corpi 

Heinz. 

Aceast fenomen ar putea determina o accelerare a hematopoezei ( eritropoezei) în 

măduva osoasă. 

Rezultatele observării la microscop sunt prezentate în figurile 6.4.3.2.1-6.4.3.2.3 
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S-a observat de asemenea , după 16 doze de extract concentrat de Allium sativuni 

administrate , şi o creştere în volum a splinei, deşi nu se constată o modificare în greutate 

a splinei ceea ce presupune o dilatare . Prin dilatare , spaţiile dintre celulele endoteliale , 

care delimitează sinusurile sau venulele sunt desfăcute şi sângele circulă prin reţeaua 

deschisă, din capilarele terminale spre sinusuri sau venule. 

Această obsevaţie este redată în figura 6.4.3.1. 

In ceea ce priveşte afectarea funcţiei hepatice se observă , după 8 zile de 

administrare continuă de extract concentrat , apariţia unor vacuolizări perinucleare ( 

aceasta presupune o intensificare secretorie a hepatocitelor, o accelerare a biosintezei 

proteice la nivelul reticulului endoplasmatic rugos. 

Se observă de asemenea o uşoară ectazie a capilarelor sinusoidale intralobulare. 

După 14 doze se observă o vacuolizare mult mai intensă atât perinucleară cât şi 

citoplasmatică a hepatocitelor (223). 

Se observă o hipertrofie a nucleolilor, consecinţa fiind o creştere accentuată de 

sinteză de AND ribozomal ( se observă de asemenea o activitate intensă de secreţie 

proteică în hepatocite. 

Iii urma administrării celei de-a 16-a doze , se observă o vacuolizare masivă cu 

semne de degenerescenţă a hepatocitelor; în multe celule , cromatina apare condensată în 

bulgări şi apar chiar fenomene de carioliză. 

Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronunţate; ca urmare a distrugerii 

hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nudei eratici. 

Hepatocitele se caracterizează şi prin avansarea fenomenului de poliploidie ( creşte 

numărul de nucleoli, chiar până la patru nucleoli la aproximativ 20 % dintre hepatocite), 

ceea ce este reprezentat şi în figura 6.4.3.3. 

Fenomenul de condensare a cromatinei conduce la micşorarea capacităţii de 

regenerare a hepatocitelor ( este inhibată mitoza). 

Ca urmare a studierii preparatelor histologice pe rinichi, s-au observat următoarele: 

După administrarea a 8 doze, se observă o alterare a celor două membrane a 

capsulei Bowmann, a barierei de filtrare a corpusculilor renali) , respectiv a spaţiului 

dintre foiţa parietală şi viscerală a capsulei, spaţiu care este extrem de dilatat ( se 

presupune existenţa unui efect diuretic). 
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Canaliculii nefronilor nu prezintă modificări ceea ce presupune o reabsorbţie 

normală. 

Fenomenul este general pentru toate secţiunile efectuate la nivelul rinichiului 

lotului de experienţă. 

în urma administrării a 14 doze de extract concentrat de Allium sativum per os , se 

constată în continuare, în zona corticală a rinchiului, o dilatare mai accentuată a spaţiului 

dintre membranele capsulei Bowmann: este accelerat procesul de filtrare la nivelul 

glomerulilor renali ; se observă o lărgire uşoară a canalelor tubilor contorţi. 

Faţă de prima recoltare , dilataţiile sunt mai mari. 

în ceea ce priveşte studiul preparatului histologic , după 16 doze de extract 

adminstrat, se constată aceleaşi dilataţii ale capsulei Bowmann şi distrucţia glomerulilor 

vasculari ai nefronilor. 

Apar alterări ale barierei de filtrare , fenomen ce implică şi foiţa viscerală cu 

podocite ale capsulei Bowmann cât şi reţeaua capilară ( celule endoteliale ) ale 

glomerulului vascular. 

Aspecte degenerative apar şi la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor renale, 

unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana bazală. 

Rezultatele examenului histologic al rinichiului sunt prezentate în figura 6.4.3.4. 

SPLINĂ Figura 6.4.3.1 

EXTRACT CONCENTRAT MARTOR 

Concluzii: 
• Extractul concentrat implică o serie de modificări la nivelul funcţionării 

normale a splinei, ficatului şi rinichiului 

• Se constată o dilatare a splinei, ceea ce denotă o hiperfuncţie a acesteia 
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După administrare unui număr mare de doze( 8-16), se constată o proliferare 

masivă atât în limfonoduli cât şi în tecile perifoliculare. 

Semnalarea , în cordoanele celulare perivasculare din pulpa roşie un număr 

sporit de macrofage şi de limfoplasmocite 

Se semnalează apariţia corpilor Heinz , în număr de 4-5 / secţiune după 14 doze 

administrate , respectiv a 3-4 corpi Heinz / 0.031 mm^ ( aria unui câmp 

microscopic) 

Intensificarea răspunsului imun imediat ( apariţia de limfocite proactive) 

In cazul ficatului,o dată cu mărirea numărului de doze se observă o vacuolizare 

mult mai intensă atât perinucleară cât şi citoplasmatică a hepatocitelor. 

Se observă o hipertrofie a nucleolilor, consecinţa fiind o creştere accentuată de 

sinteză de AND ribozomal ( se observă de asemenea o activitate intensă de 

secreţie proteică în hepatocite). 

Se observă o vacuolizare masivă cu semne de degenerescenţă a hepatocitelor; 

în multe celule , cromatina apare condensată în bulgări şi apar chiar fenomene 

de carioliză. 

Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronunţate; ca urmare a distrugerii 

hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nudei eratici. 

Hepatocitele se caracterizează şi prin avansarea fenomenului de poliploidie ( 

creşte numărul de nucleoli , chiar până la patru nucleoli la aproximativ 20 % 

dintre hepatocite) 

Fenomenul de citoliză hepatică se poate corela şi cu afectarea activităţii 

transaminazelor serice, aşa cum au fost prezentate în subcapitolul 6.4.1. 

La nivelul rinichiului se constată dilataţii ale capsulei Bowmann şi distrucţia 

glomerulilor vasculari ai nefi-onilor 

Apar alterări ale barierei de fiUrare , fenomen ce implică şi foiţa viscerală cu 

podocite ale capsulei Bowmann cât şi reţeaua capilară ( celule endoteliale ) ale 

glomerulului vascular. 

Apar aspecte degenerative şi la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor 

renale, unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana 

bazală 
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SPLINĂ MARTOR 

DOZA 14-AASCONC. 

DOZA 8-AASCONC. 

^ * ^ 

D O Z A 1 6 - A A S C O N C 
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FICAT MARTOR DOZA 8-A AS CONC. 

DOZA 14-AASCONC. DOZA 16-AASCONC 
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6.4.4. Modificări survenite la nivelul formulei leucocitare la şobolani trataţi cu 

extract concentrat de AUium sativum. 

O continuare a studiilor anterioare, prezentate în subcapitolele 6.4.1, 6.4.2 şi 6.4.3. , 

o constituie şi determinarea influenţei extractelor concentrate asupra formulei leucocitare. 

Formula leucocitară reprezintă un examen calitativ şi cantitativ al elementelor 

figurate albe, stabilindu-se procentul fiecărei varietăţi de leucocite din mai multe 

leucocite numărate. 

Procentul fiecărei varietăţi de leucocite se stabileşte cu formula : 

Număr leucocite dintr-o clasă x 100 

totalul leucocitelor numărate 

Formula leucocitară reprezintă un indiciu deosebit de important cu privire la starea 

de sănătate a organismului animal, ea suferind modificări semnificative în stări patologice 

produse de infecţii bacteriene, de disflincţii metabolice provocate de influenţa diferiţilor 

factori externi sau interni asupra acestuia(295). 

6.4.4.1. Material şi metodă 

Experimentul s-a efectuat pe 30 de şobolani din rasa Wistar împărţiţi în două loturi, 

în greutate de 250-320g/individ şi menţinuţi în aceleaşi condiţii de întreţinere. 

Primului lot format din 10 indivizi i s-au administrat zilnic 0.5 ml apă distilată (per 

os) şi a constituit lotul martor, iar celui de-al doilea lot (E) , format din 20 de indivizi i s-a 

administrat zilnic, per os, 0.5 ml extract concentrat (1.54 mg tiosulfinaţi/ ml extract). 

Experimentul a durat 21 de zile ; s-au efectuat 4 recoltări la interval de 7 zile , s-au 

prelevat probe de sânge pentru care care au fost obţinute frotiuri. 

Recoltările de sânge au fost efectuate prin puncţie cardiacă; aceasta a necesitat 

anestezierea anterioară a animalelor cu Ketamină (s-a administrat intraperitoneal în doză 

de 50mg/kg). 

Frotiurile de sânge au fost obţinute prin întinderea unei picături de sânge pe o lamă 

de sticlă. La recoltare, prima picătură de sânge se îndepărtează , deoarece conţine multă 

limfa şi se recoltează a doua picătură, pe latura mică a unei lame şlefiiite cu colţul rupt. 
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Se aplică o uşoară mişcare de lateralitate şi se întinde picătura( pe o altă lamă de 

sticlă) de sânge de la un capăt la altul. Frotiul trebuie să fie subţire, picătura de sânge să 

nu fie prea mare. 

Frotiurile se usucă prin uşoară agitare în aer şi se colorează prin metoda panoptică 

Pappenheim (295) (colorarea cu un singur colorant când s-a obţinut o varietate de culori 

şi nuanţe în funcţie de structură) ce utilizeză ca şi reactiv de culoare, reactivul May-

Grunwald-Giemsa (MGM). 

După aplicarea reactivului , acesta se lasă timp de 40 minute să reacţioneze la 

temperatura laboratorului , după care frotiurile se spală cu apă de robinet şi se usucă la 

aer. 

Examinarea frotiurilor s-a efectuat cu ajutorul unui microscop Karl-Zeiss Jena cu 

obiectivul de imersie ( 90X). 

6.4.4.2 Rezultate şi discuţii 

Rezultatele obţinute prin inteipretarea frotiurilor sunt prezentate în tabelul 6.4.4.1. 

Formula leucocitară Ia şobolani trataţi cu extract concentrat de Allium 
sativum 

Tabelul 6.4.4.1. 
Lot Parametri 

(X ± Sx) 

Zile experiment Lot Parametri 
(X ± Sx) 0 7 14 21 

Martor Leucocite 

totale mii/cm^ 

7820± 402 8220 ±245 79981456 98261844 Martor 

N-E-B-L-M 

% 

16-2-0-76-4 14-1-0-79-6 23-2-0-58-5 19-3-0-71-5 

E Leucocite 

totale mii/cm^ 

8935±550 9772+867 10320±899 99931689 E 

N-E-B-L-M 

% 

14-1-0-75-6 24-2-0-69-4 29-2-0-58-11 27-3-1-62-8 

unde N= neutrofile, euzinofile, B= bazofile, limfocite, M= monocite 

Din tabel se constată că nu există deosebiri semnificative la şobolanii aflaţi în 

experiment, faţă de valorile normale ale lotului martor ( a cărui parametri se situează la 
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valori similare cu cele indicate de literatura de specialitate ( 5 ); o observaţie remarcabilă 

a fost legată de tipul limfocitelor circulante ,şi anume , aproape 75 % dintre ele 

manifestau caracteristici evidente de activare; astfel ele au dimensiuni de aproximativ 9-

11 |im diametrul, cu citoplasma bazofilă şi granulaţiuni azurofile; 

Se observă dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina în două nuanţe de violet , 

respectiv porţiuni de culoare foarte închisă alternând cu segmente deschise la culoare, 

aspect ce pledează pentru prezenţa unor porţiuni de eucromatină mai numeroase decât 

limfocitele mici inactive şi care , demonstrează totodată, prezenţa unor forme de 

replicaţie şi transcripţie a materialului genetic şi respectiv de biosinteză a unor mediatori 

chimici. 

Aceste limfocite active sunt probabil în majoritate limfocite T care elaborează 

citochine şi limfochine; sunt prezente de asemenea şi limfocite de tip B (identificate după 

forma acestora). 

Se poate presupune că extractul prezintă o activitate de stimulare a limfocitelor în 

special în producţia de citochine ( mediatorii chimici). 

Se mai poate constata, la şobolanii din lotul experimental E, şi o stimulare a 

monocitelor , cu aproape 3 0% faţă faţă de valoarea maximă normală a lotului martor, 

fenomen ce s-ar putea explica printr-o acţiune stimulatoare a extractului în proliferarea 

monocitelor şi ca urmare a activităţii de fagocitoză exercitată de acestea, în ţesuturile 

conjunctive. 

Prin activarea fagocitozei se întăreşte capacitatea de apărare a organismului faţă de 

agenţii patogeni, dar se asigură şi o refacere celulară şi tisulară .mai eficace, generată în 

urma fenomenelor de apoptoză. 

Aceste rezultate obţinute pe şobolani sunt în concordanţă cu rezultatele obţinute pe 

alte specii de animale : suine şi tineret taurin , după cum reiese şi din rezultatele obţinute 

şi prezentate în subcapitolele 6.5.1 şi 6.5.2 . 

6.4.4.3.Concluzii: 
• Formula leucocitară ale lotului experimental se situează la valori similare cu 

cele indicate de literatură; 

• Aproape 75 % dintre limfocitele circulante manifestă caracteristici evidente de 

activare, iar dintre acestea majoritatea o constituie limfocitele T ; Se poate 
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presupune că extractul prezintă o activitate de stimulare a limfocitelor în special 

în producţia de citochine ( mediatorii chimici); 

Se observă dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina în două nuanţe de 

violet, care demonstrează prezenţa unor forme de replicaţie şi transcripţie a 

materialului genetic şi respectiv de biosinteză a unor mediatori chimici; 

La şobolanii din lotul experimental E se constată o stimulare a monocitelor , cu 

aproape 3 0% faţă de valoarea maximă normală a lotului martor. Aceasta 

presupune o acţiune stimulatoare a activităţii de fagocitoză exercitată în 

ţesuturile conjunctive prin care se întăreşte capacitatea de apărare a 

organismului faţă de agenţii patogeni şi se asigură şi o refacere celulară şi 

tisulară mai eficace. 
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6,4.5. Influenţa extractelor concentrate şi diluate de Allium sativum asupra 

nivelului colesterolemiei, lipidelor totale şi a trigliceridelor serice, la şobolani cu 

hipercolesterolemie provocată 

Grăsimile sunt utilizate ca materiale energetice de majoritatea ţesuturilor. Mai mult 

decât atât, pentm miocard, muşchi scheletici, rinichi, acizii graşi sunt metabolizaţi în mod 

preferenţial. Ţesutul adipos îndeplineşte funcţii speciale în stocarea rezervelor energetice sub 

forma de grăsimi şi punerea lor în circulaţie în momente de necesitate. 
A 

Iii ficat surplusul de glucide alimentare este transferat în grăsimi, ca apoi acestea să fie 

transportate spre ţesuturile extrahepatice spre a fi utilizate imediat, iar ceea ce prisoseşte este 

depozitat în ţesutul adipos. 

Aproximativ o treime din acizii graşi liberi sunt reţinuţi în ficat, independent de 

concentraţia lor plasmatică. La niveluri joase pătrund în ficat cantităţi moderate de acizi graşi, 

care sunt distribuiţi pe diverse căi metabolice. La concentraţii ridicate de acizi graşi liberi 

ficatul este însă invadat de aceşti compuşi de care urmează să se debaraseze. Căile principale 

de utilizare a acizilor graşi sunt: 

• Degradarea oxidativă pentru mobilizarea de energie; cantităţile de acizi graşi pot fi 

metabolizate însă limitat în fîibncţie de nevoile de ATP ale celulelor, respectiv de energia 

metabolică necesară. 

• încorporarea acizilor graşi în trigliceride şi exportul lor ca lipoproteine cu densitate foarte 

mică spre ţesuturile extrahepatice. 
• Conversia acizilor graşi în corpi cetonici (cetogeneză) a căror biosinteză se realizează 

pornind de la acetil-SCoA 

Un alt compus lipidic esenţial ^ este colesterolul care îndeplineşte în organism 

următoarele fimcţii: 

- în stare liberă sau sub forma de esteri participă la edificarea structurii lipoproteice 

celulare şi a lipoproteinelor solubile din plasmă. Creierul şi în special substanţa nervoasă albă 

este foarte bogată în colesterol. Spre deosebire de alte ţesuturi care cuprind în special esteri ai 

colesterolului, în substanţa nervoasă se află numai colesterol liber. 
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Conţinutul în colesterol al creierului şi al nervilor creşte în perioada de mielinizare după 

care rămâne aproape constant tot restul vieţii. 

După sistemul nervos ficatul este al doilea ţesut în ceea ce priveşte conţinutul total în 

colesterol şi acesta se află în cea mai mare parte esterificat. Colesterolul hepatic, spre 

deosebire de cel cuprins în creier şi nervi are o activitate metabolică foarte ridicată, 

-colesterolul este precursorul hormonilor steroidici, a hormonii corticosuprarenali şi a celor 

gonadici 

-colesterolul este materia primă pentru sinteza acizilor biliari. 

- Din colesterol se sintetizează în organism vitamina D3 (colecalcifirolul) 

Colesterolul, liber sau sub formă de esteri se află în plasmă în diverse fracţiuni 

lipoproteice, chilomicroni, lipoproteine cu densitate mică şi cu densitate mare. 

Enzima care catalizează reacţia de esterificare a colesterolului este denumită lecitină 

colesterol acil transferază (LCAT). Prin esterificare, colesterolul din lipoproteine este 

temporar imobilizat, prevenindu-se în acest fel trecerea rapidă şi necontrolată a colesterolului 

din plasmă în ţesuturi. La persoanele la care enzima LCAT este absentă sau deficitară, raportul 

colesterol total / colesterol esterificat creşte prin scăderea numitorului. 

Colesterolul liber furnizat celulelor de p-lipoproteine (LDL) exercită o acţiune 

represivă asupra sintezei de novo a colesterolului, prin inhibiţia HMG - -C0 A reductazei (P-

hidroxi-metil glutaril-CoA), sinteza colesterolului în ţesuturile extrahepatice este menţinută la 

un nivel scăzut. 

Această cale intervine şi la menţinerea colesterolului plasmatic de către p-lipoproteine 

(LDL). Numărul de receptori pentru p-lipoproteine variază cu cantitatea de particule 

lipoproteice la care sunt expuse celulele . Există o relaţie inversă între concentraţia LDL şi 

numărul de receptori. în acest fel se previne acumularea colesterolului în celule(330). 

Datorită prezenţei dublelor legături în stuctura grăsimilor, există posibilitatea , ca sub 

acţiunea oxigenului, să intervină fenomenul de peroxidare respectiv de autooxidarea acestora 

ceea ce poate conduce la transformarea lor în radicali peroxidici. 

Procesul de autooxidare decurge prin intermediul radicalilor liberi, şi anume: iniţierea 

unei reacţii în lanţ, propagarea reacţiei în lungul lanţului şi reacţia de terminare. 
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Reacţia în lanţ poate fi iniţiată prin atacul oricărui radical liber asupra unui substrat 

favorabil, cei mai potriviţi fiind radicalii formaţi prin descompunerea unui peroxid aflat în 

compoziţia substratului ca impuritate. Astfel pe măsura avansării autooxidării aceasta îşi 

generează propriul său catalizator-peroxid. 

Prezenţa acestor radicali peroxidici conduce lâ declanşarea a numeroase transformări 

biochimice ale organelor şi ţesuturilor, extrem de dăunătoare organismelor animale (231). 

Aceste neajunsuri au fost prezentate în partea introductivă a tezei. 

Deşi în literatura de specialitate a fost intens studiat atât efectul antioxidant cât şi cel 

hipolipemiant al plantei Allium sativum , până în prezent nu a putut fi explicat mecanismul de 

acţiune al acesteia(170). 

în acest sens, noi am iniţiat un studiu în acest domeniu privind influenţa administrării 

unor extracte apoase de Allium sativum asupra organismelor vii cărora li s-a provocat 

hipercolesterolemie . 

Au fost studiaţi următorii parametri biochimici : colesterolul, lipidele totale , 

trigliceridele precum şi pentru a observa gradul de afectare al ficatului s-a studiat şi activitatea 

transaminazelor alanin amino-transferaza (ALAT) şi aspartat amino-transferaza (ASAT). 

6.4-5.1. Material şi metodă : 

Experimentul s-a efectuat pe 120 de şobolani de rase Wistar, împărţiţi în 4 loturi a câte 

30 de indivizi fiecare. Greutatea corporală a şobolanilor a fost cuprinsă între 250-350g. 

Condiţiile de hrănire şi întreţinere au fost aceleaşi pe toată durata experimentului. 

Experimentul s-a desfăşurat pe o perioadă de 21 zile. 

înainte de sacrificare s-a făcut anestezie cu Ketamină 0,2 ml/individ intraperitoneal, 

prelevarea sângelui a fost efectuată prin puncţie cardiacă, pe anticoagulant (Heparină - 5000 

U ) . 

La fiecare sacrificare s-au utilizat câte 10 şobolani din fiecare lot; ca urmare au fost 

efectuate trei recoltări de sînge după 14 zile, 19 zile şi 21 de zile de la începutul 

experimentului. 

Modul de administrare a grăsimii şi a extractelor de Allium sativum: 

• Primului lot s-a administrat zilnic grăsime cu un conţinut 108 mg% colesterol ( 4 g 

grăsime/individ). 
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• Lotului al 2-lea i s-a administrat 4 g grăsime/individ/zi, iar din ziua a 4-a a 

experimentului i s-a administrat per os şi 0,5 ml/individ extract diluat ( 0,118g 

tiosulfmaţi/lOOml extract respectiv 0,068g alicină/lOOml extract) 

• Lotului al 3-lea i s-a administrat 0,5 ml/individ extract concentrat 0,58g 

tiosulfmaţi/lOOmI extract respectiv 0,34g alicină /lOOml extract 

• Lotul al 4-lea a servit drept martor şi i s-a administrat 0,5 ml H2O per os. 

Cantitatea de colesterol din grăsimea administrată a fost determinată din grăsimile totale 

nesaponificabile, conţinute în lirana administrată. Lipidele totale au fost determinate prin 

metoda Soxhlet de extracţie cu solvenţi (178). 

Metodele generale de determinare a parametrilor au fost următoarele: 

Dozarea colesterolului total prin metoda cu clorură ferică (178) 

Colesterolul în prezenţa acidului sulfuric concentrat şi a acidului acetic glacial 

reacţionează cu clorura ferică cu formarea unui complex colorat în violet, cu un maxim de 

absorbţie la X=550 nm. 

Intensitatea culorii formate este direct proporţională cu cantitatea de colesterol intrat în 

reacţie. 

Mod de lucru: 

In trei eprubete se pipetează: 

Se amestecă şi după răcire se determină densitatea optică la X,=550 nm. 

Calculul s-a efectuat după formula : 

mg colesterol /100//iZ ser = —EI!^ 
^eialon 

c etalon = 400mg colesterol % acid acetic glacial 
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Determinarea lipidelor totale (178) 
Lipidele totale serice formează în mediu acid, la fierbere, un compus de culoare roşie cu 

um maxim X=530nm. 

Determinarea implică hidroliza lipidelor în mediu acid urmată de transformarea acizilor graşi 

eliberaţi în carbocationi, care la rândul lor vor reacţiona cu fosfovanilină formând un compus 

colorat roşu-violaceu. Concentraţia lipidelor este direct proporţională cu intensitatea culorii. 

M o d de lucru : S-a procedat după următoarea schemă : 

Se fierb probele timp de 10 minute , pe baia de apă 

Probele se răcesc imediat sub jet de apă, după care se adaugă : 

0.1 

2.0 

0.1 

2.0 

0.1 

2.0 

Se agită puternic şi se răcesc probele într-un curent de apă , după care se lasă în repaus pentru 

dezvoltarea culorii timp de 30 minuteşi se determină densitatea optică la X, ^530nm. 

Calculul s-a efectuat după următoarea formulă: 

mg lipide totale/lOOml ser = 
^ proba ^martor 
F — E ^etalon martor 

unde Cetaioii= lgtrioleină/100 ml ser 

Determinarea trigliceridelor din ser (178) 

Trigliceridele serice , prin saponificare pun în libertate glicerină , care în prezenţa 

acidului periodic, este oxidată la aldehidă formică. Aldehida formică reacţionează cu 

fenilhidrazina în mediu acid, formând un produs de condensare colorat roşu- cărămiziu. 
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Mod de lucru: 

Intr-o eprubetă de centrifugă s-au măsurat 0.1 ml ser şi 0.5 ml soluţie alcoolică de 

KOH4%; într-o altă eprubetă de centrifugă se introduc 0.1 ml soluţie etalon de trioleină şi 0.5 

ml soluţie alcoolică de KOH 4%. 

Conţinutul eprubetelor s-a încălzit pe baie de apă la 60®C timp de 30 de minute. După 

răcire , în fiecare eprubetă s-a adăugat 1 ml soluţie sulfat de magneziu 3.7% şi 3 ml apă 

distilată. 

După agitare, precipitatul de hidroxid de magneziu format, a fost îndepărtat prin 

centrifugare. 

în continuare s-a respectat următorul mod de lucru: 

Se agită puternic şi se 1 asă în repaus , Ia întuner ic, timp de 10 minute 

0.5 0.5 0.5 

Se lasă în repaus, la întuneric 10 minute 

2.0 2.0 2.0 

După 15 minute, timp în care s-a perfectat reacţia, probele s-au fotometrat la A,=530nm. 

Calculul s-a efectuat aplicând formula : 

mg triglicerideimrnl = " • • 100 
tUilon martor 

undeCetaion= 1 OOmg trioleină% 
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Transaminazele alanin aminotransferază (ALAT) şi aspartat aminotransferaza (ASAT) 

au fost determinate prin metoda colorimetrică cu 2,4-dinitrofenil hidrazina , prezentată în 

subcapitolul 6.4.1. 

6.4.5.2. Rezultate şi discuţii 

6.4.5.2.1.Valorile colesterolului total la şobolanii trataţi cu extract de Allium Sativum 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 6.4.5.1. şi graficul 6.4.5.1 

Valorile colesterolului total la şobolanii trataţi cu extracte de Allium Sativum 

Tabelul 6.4.5.1 

123,5 ± 1,07 137,29 ±1,72 144,33 ± 1,35 

102,7 ± 1,30 131,42 ± 1,30 
• 

111,1 ±0,87 

107,4 ±0,92 118 ±0,57 115,5 ± 1,31 

118,5 ±0 ,52 118,51 ±0,60 117,46 ±0 ,98 

colesterol); lotul 4 - martor 

La lotul 1 hrănit în exclusivitate cu hrană îmbogăţită în lipide, se observă o creştere a 

valorii colesterolemiei pe tot parcursul experimentului,,ajungând în cea de-a 22-a zi, de la 

valoarea de 123,5 mg% la o valoare de 144,33 ± 1,35 mg%, ceea ce reprezintă valori cu 4,39% 

respectiv 22% mai mari decât martorul. 

La cel de-al doilea lot, căruia i s-a administrat extract de Allium Sativum, după 3 zile de 

la începutul experimentului se observă o scădere a valorii colesterolemiei faţă de lotul 1, la 

102,7 ± 1,30 mg% ceea ce reprezintă o valoare cu 16,84% mai scăzută faţă de lotul cu 

colesterol, respectiv cu 13,34% faţă de lotul rtiartor, a cărui.valoare a colesterolului se situează 

la 118,5 ±0 ,52 mg%. 
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O scădere a colesterolemiei se înregistrează şi la lotul 3 tratat cu extract concentrat de 

Allium Sativum. Valoarea acesteia se situează la 107,4 ± 0,92 mg%, ceea ce reprezintă o 

scădere cu 10% faţă de valoarea martorului. 

Valoarea colesteroleiriei n ţ % 

150 

100 
O) 
E 

50 

[recoltarea întâi 
I recoltarea a 2-a 
I recoltarea a 3-a 

l o t i i l lo t i i2 lo t i l3 lo t i i4 

La cea de-a doua recoltare care s-a efectuat în a 19-a zi a experimentului se constată 

următoarele: 

La lotul 1, colesterolemia creşte în continuare; aceasta se situează la o valoare medie 

de 137,28 ± 1,72 mg% ceea ce reprezintă o creştere cu 15,8% faţă de valoarea martorului, pe 

când la lotul 2 se înregistrează o creştere a valorii colesterolemiei 131,48 ± 1,30 mg%, cu 

10,9% faţă de martor, iar la lotul 3 o creştere cu 13,29% faţă de martor; aceste creşteri s-ar 

putea explica printr-o stimulare a sintezei de colesterol în primele zile de administrare a 

extractului. 

Aceste date sunt confirmate şi de date recente din literatura de specialitate (270). Spre 

deosebire de această stare de fapt, în primele zile de administrare a extractului, iar în cea de-a 

21-a zi a experimentului se observă o nouă scădere a valorii colesterolemiei la toate loturile 

tratate cu Allium Sativum, cu 18,3% la lotul 2 şi respectiv cu 5,2% la lotul al 3-lea tratat cu 

extract concentrat, faţă de valoarea colesterolemiei la lotul martor. 

Se poate concluziona că prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la 

indivizi cu hipercolesterolemie provocată se poate ajunge la o scădere a valorii colesterolului 

în plasmă, care să ajungă chiar sub valoarea martorului. 
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Această scădere a hipercolesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei 

de colesterol de către compuşii cu sulf conţinuţi în extractul de Allium Sativum, la nivelul 

acetil-SCoA. 

6.4.5.2.2. Valorile lipidelor totale la şobolani trataţi cu extract de Allium sativum 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 6.4.5.2 şi graficul 6.4.5.2. 

Similar cu comportarea valorilor colesterolemiei se observă o evoluţie asemănătoare dar 

mai pregnantă la nivelul lipidelor totale, la loturile cărora li s-au administrat extracte de 

Alium sativum. 

Valorile lipidelor totale (mg%) la şobolanii trataţi cu extracte de Allium sativum 
Tabelul 6.4.5.2 

Nr. lot 
prima recoltare 

(a 14-a zi) 

A 2-a recoltare 

(a 19-a zi) 

a 3-a recoltare 

(a 21-a zi) 

1 1520±10.3 1440±12.7 1470±9.3 

2 1300±7.3 940+5.2 400±8.5 

3 540±4.5 400+2.5 380±5.7 

4 650±3.7 600±7.2 606.8±5.8 

Lotul 1 - colesterol; lotul 2 - colesterol + extract + colesterol; lotul 3 - extract concentrat (tară 

colesterol); lotul 4 - martor 

La lotul 1 s-au determinat valori ce se situează la o medie de 1470 ±9.3 mg%, cu 

242.5% mai mari faţă de valoarea martorului. 

Graficul 6.4.2 

Valorile lipidelor totale (mg%) 
M recoltarea 1 E3 recoltarea 2 • recoltarea 3 

lotul 1 lotul 2 lotul 3 lotul 4 
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La lotul 2 căruia i s-a administrat extract de Allium sativum per os ,ulterior hrănirii 

exclusive cu grăsime, s-a constatat că în a 14-a zi a experimentului ( 3 zile de administrare de 

extract) valoarea lipidemiei se situează la valori de 1300±7.3 mg % , cu 15% mai scăzute faţă 

de lotul 1 hrănit exclusiv cu hrană îmbogăţită în lipide. La cea de a doua recoltare ( după 7 

administrări de extract) s-a înregistrat o valoare de 940 ±5.2 mg %, ceea ce reprezintă 

reprezintă o scădere cu 28.7% faţă de valoarea obţinută la prima recoltare. La cea de-a treia 

recoltare , după 21 de zile de experiment, respectiv la 11 administrări de extract s-a obţinut o 

valoare medie a lipidelor totale de 400 ± 8.5 mg % , ceea ce arată o revenire la valori 

apropiate de ale martorului, reprezentând o scădere de 3.25 ori faţă de valoarea lipidemiei 

după prima recoltare. 

La lotul al 3-lea , căruia nu i s-a administrat hrană îmbogăţită în lipide, dar căruia i s-a 

administrat extract concentrat de Allium sativum, per os, s-a observat o scădere a lipidemiei 

faţă de martor , cu 20 % după 7 zile de administrare a extractului, respectiv cu 59.47 % după 

11 zile de administrare a extractului concentrat. 

în ceea ce priveşte variaţia lipidelor totale în plasmă , în urma administrării per os de 

Allium sativum, s-a constatat o evidentă influenţă pozitivă asupra scăderii lipidemiei. 

Chiar în cazul unei hrane bogate în lipide, administrarea de Allium sativum duce la 

scăderea acestora la valori similare cu a valorilor normale din literatura de specialitate sau 

chiar la o scădere sub aceste valori. 

6.4.5.2.3. Vaiorile trigliceridelor (mg%) la şobolanii trataţi cu extracte de Allium 

sativum 

Rezultatele sunt prezentate în tabelul 6.4.5.3. şi graficul 6.4.5.3. 

în urma operaţiunii de prelevare de sânge, după 14 zile de administrare de hrană 

îmbogăţită în lipide, cu un conţinut de 108 mg colesterol %, la primul lot s-a înregistrat o 

valoare a trigliceridelor de 46.2± 1.25 mg% situată la valori similare cu a lotului martor. 

Variaţii mici ale cantităţii de trigliceride se înregistrează şi la următoarele două recoltări, 

astfel ca la sfârşitul experimentului , să se situeze la valoarea medie de 55.6 ±1.40 mg%, cu 

17% mai ridicată decât după prima recoltare, dar la valori apropiate de limita minimă a 

valorilor de referinţă. 
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Valorile trigliceridelor (ing%) la şobolanii trataţi cu extracte de Allium sativum 

Tabelul 6.4.5.3 

Nr. lot 
prima recoltare 

(a 14-a zi) 

a 2-a recoltare 

(a 19-a zi) 

a 3-a recoltare 

(a 21-a zl) 

1 46.2±1.25 51.8±0.91 55.6±1.40 

2 47.3±0.85 52.3±1.20 51.5±0.70 

3 31.9±1.20 29.72±1.17 27.1 ±0.92 

4 40.5±0.71 45.94±0.85 52.65±0.50 

Lotul 1 - colesterol; lotul 2 - colesterol + extract + colesterol; lotul 3 - extract concentrat (fară 

colesterol); lotul 4 - martor 

Graficul 6.4.5.3. 

Valoarea trigliceridelor (mg%) 

• recoltare 1 
• recoltare 2 
• recoltareS 

lotul 1 lotul 2 lotul 3 lotul4 

în ceea ce priveşte lotul al 2-lea, se observă că nivelul trigliceridelor se situează la valori 

medii de 47.3±0.85, după prima recoltare , la 52.3±1.20 mg% la cea de-a 2-a recoltare şi 

respectiv la 51.5±0.70, la sfârşitul experimentului. Aceste valori sunt foarte apropiate de cele 

ale lotului martor. 

La lotul al 3-lea , căruia i s-a administrat exclusiv extract concentrat de Allium sativum 

(0.58g tiosulfmaţi/ml extract de Allium sativum) , se constată o scădere continuă a nivelului 

trigliceridelor , de la 31.9 ±1.20 mg% până la 27.1 ±0.92 mg% (cu 42 %) faţă de valorile 
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trigliceridelor înregistrate la martor. Nivelul trigliceridelor la acest lot se găsesc la valori mai 

scăzute decât valorile minime de referinţă a trigliceridelor. 

Se poate concluziona că o concentraţie mai mare în Allium sativum (11.6mg tiosulfinaţi 

/kgcorp/zi) faţă de 2.36 mg tiosulfmaţi/kg corp/zi conduce la o scădere substanţială (cu 42%) a 

trigliceridelor faţă de valoarea trigliceridelor a lotului martor. 

Administrarea extractului diluat ( 0.118 g tiosulfinaţi/lOOml extract) nu a influenţat 

valoarea trigliceridelor în mod semnificativ. 

6.4.5.2.4. Valorile activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la şobolani cu 
hipercolesterolemie indusă, trataţi cu Alium sativum 

Rezultatele obţinute în cadrul studiului activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la 

şobolani cu colesterolemie indusă, cărora li s-au administrat diferite extracte de Allium 

Sativum sunt prezentate în tabelul 6.4.5.4. şi graficul 6.4.5.4. 

Din valorile activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la primul lot, a cărui hrană a 

fost îmbogăţită în lipide se observă o uşoară creştere a activităţii enzimei, ceea ce denotă o 

activitate mai intensă a ficatului, activitate influenţată în mare măsură de prezenţa unei 

cantităţi suplimentare de lipide. Activitatea enzimei se situează la valori de 48,73 U.l. cu 

39,2% mai mari decât a valorii medii normale citată în literatura de specialitate. 

Spre deosebire de primul lot, la cel de-al doilea lot, căruia i s-a administrat timp de 14 

zile extract diluat de Allium Sativum 0,5 ml/individ/zi, se observă că după administrarea a 3 

doze de Allium Sativum, valoarea activităţi enzimei ALAT se situează la 32,11 ± 1,03 U.l. 

Această valoare este similară cu valoarea normală a activităţii enzimei, ca după 7 doze, 

respectiv 11 doze activitatea enzimei să crească din nou, astfel că la ultima recoltare să se 

situeze la valori de 45,30 ±0,31 U.I., adică cu 29,42% mai ridicată decât a valorilor 

determinate din literatura de specialitate, respectiv cu 13,73% mai mare faţă de martor. 

La lotul 3 tratat exclusiv cu extract concentrat de Allium Sativum, valorile activităţii 

ALAT se situează la valori peste limita maximă a valorii normale indicată de literatura de 

specialitate, adică la valori cu aproximativ 19,5% mai mari. 
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Valorile activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) (U.l.) la şobolani cu 
hipercolesterolemie indusă, trataţi cu Alium sativum 

Tabelul 6.4.5.2.4. 

Nr. lot 
prima recoltare 

a 14-a zi 

a 2-a recoltare 

a 19-a zi 

a 3-a recoltare 

a 21-a zi 

1 48,32 ± 1,31 48,71 ±0,42 49,16 ±0,56 

2 32,11 ± 1,03 40,64 ± 1,12 45,30 ±0,31 

3 41,10 ±0 ,52 44,40 ± 0,78 47,82 ± 0,54 

4 38,03 ±0,31 41.07 ±0,42 40,42 ± 0,77 

Graficul 6.4.5.4. 

Valorile activitatii alanin aninotransferaza (ALAI) 

l o U I lo t i i2 l o U 3 lot iJ4 

Breodtareaîntâi 
Oneooltareaa2-a 
•reodtareaaS-a 

Aceste valori mai ridicate ale activităţii ALAT faţă de cele normale, respectiv 

ale valorilor martorilor s-ar putea datora unui răspuns al ficatului atât la hrana îmbogăţită în 

lipide cât şi efectului administrării extractului de Allium Sativum. Aceste date confirmă 

cercetările anterioare (226). 
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6.4.5.2.5. Valorile activităţii aspartat aminotransferazei (ASAT) la şobolani cu 

hipercolesterolemie indusă, trataţi cu Allium Sativum 

Rezultatele obţinute în cadrul studiului activităţii aspartat aminotransferazei (ASAT) la 

şobolani cu hipercolesterolemie indusă, cărora li s-au administrat diferite extracte de Allium 

Sativum sunt prezentate în tabelul 6.4.5.5.şi graficul 6.4.5.5. 

Valorile activităţii aspartat aminotransferazei (ASAT) (li.I.) la şobolani cu 

hipercolesterolemie indusă, trataţi cu Allium Sativum 

Tabelul 6.4.5.5 

Nr. lot 
prima recoltare 

a 14-a zi 

a 2-a recoltare 

a 19-a zi 

a 3-a recoltare 

a 21-a zi 

1 104,4 ± 2 , 3 4 108,02 ± 1,22 107,79 ± 1,21 

2 84,96 ± 1,57 79,23 ±2 ,21 70,33 ±2 ,71 

3 95,56 ±2 ,01 56,84 ± 1,33 51,66 ± 1,56 

4 82,51 ± 1 , 7 7 63,06 ± 1,52 71,06 ± 1,03 

Graficul 6.4.5.5. 

Valorile aspartat aminotransferazei(ASAT) 

1 2 0 j / 

100 

80 

60 

4 0 

20 

0 
lotul 1 lotul 2 lotul 3 lotul 4 

B recoltarea întâi 
H recoltarea a 2-a 
• recoltarea a 3-a 

Rezultatele relevă, ca şi în cazul alanin aminotransferazei, o afectare clară a activităţii 

ficatului în urma administrării de hrană îmbogăţită în lipide. Acest lucru este evident în cazul 

lotului 1, a cărui activitate ASAT se situează la sfârşitul experimentului ( după 21 zile de la 
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începutul acestuia), la valoarea de 107,97 ±1,21 U.I. Aceste valori sunt similare cu cele 

obţinute la recoltările precedente, toate situându-se la valori cu 68,65% mai mari faţă de 

valoarea normală indicată în literatura de specialitate (74 ± 13 U.I.)i respectiv cu 67,12% faţă 

de valoarea medie a martorului. 

în ceea ce priveşte activitatea enzimei la lotul al 2-lea, se observă o diminuare a 

activităţii enzimei la valori, după prima recoltare (84,96 ± 1,57 U.I) mai scăzute cu 18,7% faţă 

de cele ale lotului 1. Activitatea enzimei continuă să scadă în urma administrării a 7 doze, 

respectiv a 11 doze de extract diluat de Allium Sativum, pînă la o valoare de 70,33 ± 2,71 U.I., 

cea ce reprezintă o diminuare a activităţii enzimei cu 32,38% faţă de prima recoltare. 

în cazul celui de-al 3-lea lot, căruia i s-a administrat exclusiv extract de Allium 

sativum concentrat, fară a i se îmbogăţi dieta zilnică cu lipide, se constată o diminuare şi mai 

pregnantă a activităţii ASAT; 

Astfel în urma administrării a 11 doze de Allium Sativum pe individ, activitatea 

enzimei se va situa la o valoare de 51,66 ± 1,56 U.I., adică cu 13,9% faţă de valoarea minimă 

normală regăsită în literatura de specialitate şi cea a lotului martor. 

Se poate concluziona că prin administrarea unui timp mai îndelungat a unor extracte 

diluate de Allium sativum, în paralel cu o hrană îmbogăţită în lipide, se constată o diminuare a 

activităţii ASAT la valori ce se situează la limitele normale citate de literatura de specialitate, 

pe când prin administrarea unui extract concentrat de Allium sativum, activitatea enzimei 

ASAT se diminuează cu 13,90% faţă de valoarea normală a acestuia. 

De asemenea prin determinarea raportului De Rittis ( ASAT/ALAT ) s-a obţinut o 

valoare de aproximativ 1,10 (faţă de valoarea normală de ASAT/ALAT =1,3 la o funcţionare 

normală a ficatului) ceea ce denotă o afectare a funcţiei ficatului, atât în urma administrării 

suplimentare de lipide cât şi a extractului de Allium Sativum, în special a celui concentrat. 

6.4.5.3. Concluzii 

• Prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la indivizi cu hipercolesterolemie 

provocată se poate ajunge la o scădere a valorii colesterolului în plasmă, apropiată de valoarea 

normală indicată în literatura de specialitate. 

• Scăderea colesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei de colesterol de 

către compuşii cu sulf conţinuţi în extractul de Allium Sativum. 
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• Valorile activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la primele 3 loturi, denotă o uşoară 

creştere a activităţii enzimei ceea ce implică o activitate mai intensă a ficatului, activitate 

influenţată în mare măsură atât de prezenţa unei cantităţi suplimentare de lipide cât şi de 

influenţa extractelor de Allium Sativum ( de existenţa compuşilor cu sulf din extract). 

• Prin administrarea unui extract concentrat de Allium Sativum activitatea enzimei ASAT se 

diminuează cu 13,90% faţă de valoarea normală a acesteia. 

• raportul De Rittis ( ASAT/ALAT ) prezintă o valoare de aproximativ 1,10 ceea ce denotă o 

afectare a fimcţiei ficatului atât în urma administrării suplimentare de lipide cât şi a extractului 

de Allium Sativum, în special a celui concentrat. 
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6.5 Determinarea proprietăţilor de imunomodulator al extractelor naturale de 

Allium sativum 

Sistemul imun şi funcţia imunitară realizată de acesta fac parte din schemele 

funcţionale complexe ale organismului ce contribuie la păstrarea homeostaziei. 

Funcţionalitatea normală de apărare imunologică constituie o condiţie esenţială pentru 

supravieţuirea organismului. Capacitatea de apărare este însă condiţionată de gradul 

dezvoltării morfologice şi funcţionale a factorilor umorali şi celulari care intervin în 

reacţiile de tip imun. 

Imunomodularea implică o serie de mecanisme care vizează modelarea sistemului 

imun, de la caz la caz, pe o gamă largă de modalităţi de răspuns adaptativ la solicitările 

mediului extern, de la inducerea imunotoleranţei şi până la stimularea generală specifică şi 

nespecifică a organismului. Descifrarea analitică a mecanismelor imunologice permite, 

ulterior , dezvoltarea unor tehnologii de dirijare a funcţionării acestor mecanisme în sensul 

dorit de experimentator. S-a ajuns în acest fel la situaţia impresionantă a posibilităţilor 

metodologice pe care le are imunologia în prezent. Astfel, o multitudine de teste permit 

studierea extrem de amănunţită a sistemului imun şi obţinerea de date obiective, 

majoritatea exprimate prin valori matematice, care definesc ceea ce se numeşte " statusul 

imun" sau profilul imunologic . 

Profilul imunologic reprezintă suma datelor cantitative şi calitative a elementelor 

care fac parte din sistemul imun. Valorile, indicii şi calificativele prin care se exprimă 

reprezintă o sinteză a elementelor definitorii a competenţei imunologice, a capacităţii 

imunosistemului de a recunoaşte perturbările exo- sau endogene şi de a răspunde specific. 

Sistemul imun este constituit din ansamblul organelor , ţesuturilor, celulelor şi 

moleculelor care participă la recunoaşterea structurilor străine şi la protecţia organismului 

faţă de consecinţele nocive ale microorganismelor. Structurile sistemului imun sunt 

conectate în cadrul mecanismelor care acţionează permanent şi răspund tuturor agenţilor 

patogeni potenţiali prin elaborarea factorilor de apărare. Aceşti factori pot fi nespecifici. 
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caracteristici rezistenţei naturale a organismelor, sau specifici, caracteristici răspunsului 

imun adaptativ. 

Mecanismele nespecifice de apărare simt realizate cu pariciparea complementului, 

properdinei, lizozimului, leucocitelor polimorfonucleare, precum şi a numeroşi mediatori 

moleculari secretaţi de celule. 

Mecanismele specifice sunt realizate de celule şi molecule implicate în răspunsul 

imun umoral ( sinteză de anticorpi) sau celular ( activare celulară). 

în experimentele efectuate s-au utilizat unele substanţe imunomodulatoare care 

determină restructurări nespecifice ale unor efectori şi mecanisme fară ca aceste modificări 

să poarte amprenta decisă de răspuns faţă de anumiţi epitopi imunogeni. Substanţele 

imunomodulatoare activează sistemul imun de la caz la caz , pe o gamă largă de modalităţi 

de răspuns imun. Ele stimulează atât factorii umorali specifici cât şi unele procese 

nespecifice cum ar fi fagocitoza, producerea de properdină, lizozim şi complement. Acest 

fapt impune ca la stabilirea efectului imunogen al unui produs să se cuantifice atât factorii 

imuni specifici cât şi cei nespecifici. Aceşti factori, în ansamblul lor, constituie profilul 

imun al organismului. 

Metodologia de testare a statusului imunitar presupune în primul rând investigarea 

competenţei fimcţionale a celulelor implicate în imunitate, indicator al competenţei 

imunologice generale. Metodele de investigare vizează elementele structurale şi 

fimcţionale ale limfocitelor, celulelor prezentatoare de antigen, celulelor fagocitare şi ale 

altor celule paricipante la răspunsul imun care oferă informaţii pentru definirea profilului 

imunologic. în cadrul acestora, testele imunologice " convenţionale " oferă date suficiente 

pentru evaluarea corectă a capacităţii de reacţie a sistemului imun, deci, realizează tabloul 

corect al răspunsului imun. 

Dintre acestea, menţionăm: 

• examenul morfopatologic, macroscopic şi microscopic 

• examenul gravimetric al organelor implicate în sistemul imun 

• dozarea imunoglobulinelor 

• examenul hematologic- pentru determinarea numărului de leucocite şi a formulei 

leucocitare 
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• dozarea factorilor imuni nespecifici umorali 

Apreciera răspunsului adaptativ şi natural indus de produse antibacteriene se 

realizează prin determinarea profilului imunologic deoarece valorile, indicii şi 

calificativele prin care se exprimă acesta cuprind atât componentele, cât şi ansamblul 

efectorilor şi mecanismelor imunitare. 

Cercetările efectuate au urmărit caracterizarea răspunsului imun indus de produse 

bacteriene la 2 specii de animale : suine şi bovine . 

Pentru stabilirea intensităţii restructurărilor imunologice induse de antigenii 

bacterieni administraţi s-au detenninat unnătorii parametri imunologici: 

• lizozimul seric - este o proteină cristalizabilă cu funcţii de glucozidază , având 

acţiune litică asupra bacterilor; 

• properdina serică - intervine în distrugerea a o serie de bacterii, a unor 

bacteriofagi, şi are probabil, rol anticanceros; concentraţia acesteia reprezintă un 

parametru al reactivităţii imunologice naturale 

• indicele fagocitar - reprezintă un indicator al capacităţii fagocitare ca proces de 

apărare specifică şi nespecifică, rezultanta acţiunii sinergice atât a elementelor 

celulare cât şi a factorilor umorali de apărare. 

Datele obţinute se corelează cu rezultatele leucogramei, deoarece este posibil 

ca indicii scăzuţi ai fagocitozei să fie datoraţi leucopeniei generale în cadrul 

căreia şi numărul de fagocite să fie situat sub limitele normale. 

• leucograma- oferă date cu privire la modificările survenite în sistemul celular de 

apărare ca urmare a stimulului antigenic; aceste restructurări reflectă capacitatea 

de răspuns specific şi nespecific faţă de agresiunile microbiene 

• t i trul de anticorpi- confirmă importanţa gammaglobulinelor în cadrul procesului 

de apărare la nivel umoral. 

Din punct de vedere ontogenetic, răspunsul imun este dependent de gradul de 

maturitate morfofiziologică a organismului . în cursul proceselor de îmbătrânire, 

capacitatea de a produce anticorpi se micşorează, deci "memoria" imunologică se dezvoltă, 

se maturează şi se pierde în timp. 
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Scopul studiului prezent constă în definirea statusului imun şi a evaluării 

influenţelor exercitate de extractul de Allium sativum şi de determinare a eventualelor 

proprietăţi de imunomodulator ( stimulator sau supresor ) al acestuia. 

6.5.1. Studiul efectului imunostimulator şi antitoxic a extractului de Allium 

sativum, la suine 

Creşterea şi exploatarea suinelor poate fi influenţată în mod nefavorabil de 

micotoxinele secretate de unele specii de fungi prezente în furaje. 

Micotoxinele acţionează asupra organismului animal pe multiple căi, care nu sunt 

de neglijat, cele mai importante fiind cele nefrotoxice, hepatotoxice, teratogene, 

carcinogene, imunodepresive sau / şi imunotoxice. Aceste aspecte sunt cu atât mai 

importante cu cât s-a dovedit că micotoxinele din organismele animale pot şi ajung 

frecvent la consumatorul uman prin produsele obţinute în urma sacrificării acestuia. 

Efectele negative ale micotoxinelor sunt influenţate nu numai de cantitatea ingerată 

ci şi de perioada mai lungă de menţinere a lor în diferitele structuri ale organismului 

animal. 

Micotoxinele prezente în fliraje influenţează în mod negativ atât ritmul de 

dezvoltare corporală cât şi reactivitatea imunologică a organismului , declanşând în mod 

fi-ecvent boli cu o evoluţie specifică. 

Caracteristica generală a bolilor produse de fungii toxigeni ( micotoxicoze) constă 

în aceea că nu există mijloace terapeutice de combatere , singura măsură eficientă fiind 

prevenirea apariţiei acestor boli. 

Micotoxinele generează fenomene de imunodepresie care au la bază , pe lângă 

modificările morfopatologice şi histopatologice ale diferitelor organe şi modificări ale 

tabloului sanguin şi a capacităţii funcţionale a efectorilor imuni umorali şi celulari. 

în studiul efectuat ne-am propus să studiem atât efectul imunostimulativ al 

extractului de Allium sativum la tineretul suin stimulat antigenic cu vaccinul contra 

agalaxiei contagioase la ovine , cât şi efectul potenţiator al extractului în cazul prezenţei 

în furaje a micotoxinelor(227). 

6 . 5 . 1 . 1 . Material şi metodă 

Cercetările s-au efectuat pe 15 purcei în vârstă de 12 săptămâni , grupaţi în trei 

loturi experimentale: 
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Lotul martor ( M) a fost constituit din 5 animale care au fost hrănite cu ftiraje de 

bună calitate şi care au fost vaccinaţi subcutan (s.c.) în 2 reprize la interval de 14 zile cu 

câte 1 ml vaccin contra agalaxiei contagioase la ovine; 

Vaccinul contra agalaxiei contagioase este un vaccin inactivat conţinând antigeni 

de Mycoplasma agalactiae, produs de INMV Pasteur Bucureşti. 

Lotul al 2-lea (El ) a fost constituit din 5 animale hrănite cu furaje de bună calitate 

la care, pe lângă vaccin s-au administrat câte 2ml, s.c. , extract apos concentrat de Allium 

sativum ( 0.58g tiosulfmaţi/100 ml extract). 

La lotul al 3-lea (E2) , constituit din 5 animale hrănite cu furaje de bună calitate în 

care au fost adăugate micotoxine ( 275ml micotoxine/kg furaj) , i-au fost administrate 

subcutan 2ml vaccin şi 2ml extract concentrat de Allium sativum (0.58g tiosulfmaţi/100 

ml extract). Protocolul de administrare şi recoltare a probelor de sânge e redat în tabelul 

6.5.L 

Tabelul 6.5.1 

Lotul Perioada experimentală 
iniţiere 15 zile 25 zile 35 zile 

M 

VM VM 
Proba Proba 
sânge sânge 

Proba Proba 
sânge sânge 

sânge sânge 

E, ii • 
A. • 

VM+As VM+As t ! 
Proba Proba 

Proba Proba sânge sânge 

sânge sânge 

E2 ik. • t E2 1 • 
VM+M+As VM+M+As VM+M 

Proba 

Proba Proba Proba sânge 

sânge sânge sânge 

: VM - vaccin (contra agalaxiei contagioase ovine) 
M - micotoxine; 
As- extract Allium sativum 
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Obţinerea culturii de micotoxine: 

Micotoxinele utilizate s-au obţinut prin cultivarea unei tulpini de Aspergillus flavus 

pe un mediu format din 5% faină de orez şi 4 % făină de porumb. Mediul însămânţat s-a 

incubat timp de 10 zile la temperatura camerei, perioadă considerată necesară elaborării 

de micotoxină. 

Pentru a stabili tipul de micotoxină s-a efectuat un extract eterat cu ajutorul 

extractorului Soxhlet. Extractul obţinut după evaporarea eterului etilic , pe o baie de apă 

la 40° C s-a preluat cu un amestec format din cloroform şi etanol (9:1). 

Pentru purificare , în vederea executării cromatografiei s-a efectuat o filtrare printr-

0 coloană pe Silicagel. Extractul obţinut s-a evaporat la se , după care s-a reluat cu 0.5 

ml soluţie de spălare şi s-a aplicat pe plăcile de Silicagel, activate în prealabil la 105 °C. 

Citirea probelor s-a făcut după developarea şi uscarea plăcilor la o lampă de UV. 

Determinările au evidenţiat că 50 ml de cultură de Aspergillus flavus conţine 903 fig 

micotoxină ( ochratoxină şi urme de aflatoxină B l ) . Prin omogenizarea a 275 ml cultură 

într-un kg de furaj s-a obţinut furaj cu micotoxină, care s-a introdus zilnic în raţia 

animalelor din lotul experimental E2. 

Mod de lucru: 

Pentru determinările de laborator s-au recoltat probe de sânge prin puncţia venei 

jugulare la următoarele intervale : la începutul experimentului, la 15 , 25 şi 35 de zile. 

Probele recoltate au fost prelucrate în laborator, determinându-se următorii 

parametri imunologoci: 

• properdina - printr-o metodă preluată de la INMVB Pasteur- Bucureşti , care 

constă în determinarea colorimetrică a properdinei izolate prin complexare pe inulină şi 

tratarea cu reactiv biuret. Valorile s-au interpretat faţă de o curbă etalon stabilită în 

prealabil 

•lizozimul- s-a determinat prin testul de difuzie simplă şi radială în gel de agar faţă 

de o cultură de Micrococcus lysodeicticus. Diametrul haloului determinat de liza 

germenilor incluşi în mediu este direct proporţională cu concentraţia în lizozim a serului. 

• leucograma - s-a determinat prin metoda May- Grunwald- Giemsa (304) 

•titrul de anticorpi - s-a determinat prin testul ELISA (304) 
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Pentru determinarea influenţei micotoxinelor asupra modului de valorificare a 

furajelor s-au efectuat cântăriri la începutul periodei experimentale şi la sfârşitul acesteia. 

Aprecierea rezultatelor s-a făcut prin calcularea sporului mediu zilnic de creştere 

6.5.1.2. Rezultate şi discuţii 

La specia suină , ca de altfel la toate mamiferele, răspunsul imun la stimulul 

antigenic este influenţat în mare măsură de integritatea morfofuncţională a organismului. 

Micotoxinele ajunse accidental în organismul animal interferează sistemul imun , prin 

diminuarea atât a efectorilor specifici ( celule imune şi anticorpi) cât şi a celor nespecifici 

umorali ( lizozim, properdină) şi celulari ( polimorfonucleare şi mononucleare, indice 

fagocitar). 

Datele obţinute în condiţiile experimentale realizate prin administrarea în hrană la 

tineretul suin timp de 15 zile în doze de 2.5 mg / kg furaj aflatoxine evidenţiază o 

diminuare a rezistenţei nespecifice care însă e compensată prin administrarea extractului 

de Allium sativum. 

Dacă extractul de Allium sativum stimulează sinteza efectorilor specifici şi 

nespecifici la lotul de animale vaccinat la un nivel mai ridicat decât valorile înregistrate la 

lotul martor, acest efect se realizează şi în cazul prezenţei micotoxinelor. 

Lizozimul seric evoluează diferit , pe parcursul perioadei experimentale, în funcţie 

de lotul de animale. Rezultatele sunt prezentate în tabelul 6.5.2 şi graficul 6.5.1. 

La lotul martor, valorile medii a concentraţiei lizozimului seric cresc progresiv 

atingând concentraţia maximă la 25 de zile de la începutul experimentului. Această 

dinamică a lizozimului seric se înregistrează şi la lotul de animale la care , pe lângă 

vaccin , s-a administrat extractul de Allium sativum , cu menţiunea că valorile sunt 

semnificativ mai mari : la 25 de zile - la lotul M s-au înregistrat 14.7 ± 0.64 ng/ml ser , la 

lotul E l s-au înregistrat valori de 16.4 ±1.50 ng/ml ser, cu 11.56 % mai mari decât cele 

ale lotului martor, pentru ca la lotul al 3-lea, E2 , în prima parte a experimentului , 

valorile medii ale concentraţiei lizozimului seric se menţin la valori similare cu cele 

înregistrate la lotul M şi respectiv la lotul E l , dar în partea a 2-a a experimentului acestea 

sunt mai mici decât cele înregistrate atât la lotl M cât şi la lotul E l . 

BUPT



221 

Valorile medii ale lizozimului seric, ^g/ml ser. 
Tabelul 6.5.2 

1 Indivizi Rezultate Perioada experiment | 
Iniţial 15 zile 25 zile 35 zile 

M 5 x±Sx 12,8±0,71 13,4±0,75 14,7±0,64 14,2±0,73 
C.U. 5,56 5,64 4,35 5,14 

E, 5 x±Sx 12,9±0,89 13,7±1,12 16,4±1,5 15,6±2,4 
C.U. 6,90 8,17 9,15 15,38 

E2 5 x±Sx 12,5±0,76 12.9±2,4 13,5±0,86 13,6±3,1 
C.U. 6.08 18,60 6,37 22,79 

Legenda: M - martor; El - vaccinat + AS; E2 -vaccinat + AS -

micotoxine 

Valori le medii ale l izozi inului serie la suine 

Graficul 6.5.1. 

• E2 

mE\ : 18 
• M 

16 

14 

12 

10 
| ^ g / m l s e r | 
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Această evoluţie a lizozimului seric , se înregistrează şi la lotul E2, ceea ce relevă 

faptul că extractul de Allium sativum potenţează în măsură mai redusă sinteza acestui 

parametru imunologic în prezenţa micotoxinelor. 

Rezultatele obţinute evidenţiază efectul cumulativ al micotoxinelor asupra sintezei 

de lizozim seric. 

Properdina serică , ca factor principal al rezistenţei nespecifice , prezintă o 

evoluţie caracteristică la cele trei loturi, pe toată perioada experimentului, aşa cum este 

reprezentată în tabelul 6.5.3 şi graficul 6.5.2. 

Dacă la începutul experimentului nu se constată diferenţe semnificative, valorile 

medii ale properdinei fiind sensibil egale şi fară variaţii individuale ( coeficientul de 

variaţie C.V. este mai mic de 10% ) , după a 2-a administrare a extractului de Allium 

sativum apar diferenţe semnificative care se menţin până la sfârşitul perioadei 

experimentale. 

Ast fe l , la 25 de zile de la începutul experimentului , valorile medii ale properdinei 

serice la lotul martor M sunt mai mici decît la lotul El ( 18.9 ±1.04 mg% ml ser ) , faţă 

de 23.0±2.9 mg % ml ser, diferenţă care se păstrează şi la sfârşitul experimentului. Aceste 

date evidenţiază efectul stimulativ al extractului de Allium sativum asupra sintezei de 

properdină serică. 

La lotul E2 , la care pe lângă vaccin şi Allium sativum s-au administrat şi 

micotoxine, valorile medii , în prima parte a periodei experimentale sunt similare cu cele 

înregistrate la lotul martor şi El , dar în partea a 2-a, ele sunt mai mici decât la lotul El 

dar mai mari decât la lotul martor. 

Acest aspect relevă că extractul de Allium sativum inhibă efectul imunotoxic al 

micotoxinelor. 

Menţionăm însă că în cazul properdinei serice, valorile individuale prezintă o 

variaţie mare ( C.V.- 16.2 %) , ceea ce dovedeşte o reactivitate imunologică diferită a 

animalelor faţă de extractul de Allium sativum în prezenţa micotoxinelor. 

BUPT



Valorile medii ale properdiiiei seriee (m<ţ%mlser) 

223 

l ahelul 6.5.3 

Lotul Nr. Speci- 'erioada experimentală 
indivizi ficare Iniţial La 10 zile La 25 zile La 35 zile 

M 5 xi-Sx 16,2±0,98 17,5±1,22 18,9±1,()4 2(),9i 1,96 
C.U. 6,06 5,3(r • 9,40 

E, 5 x±Sx ^ 15.9±0,95 17,4±1,3 23.0±2.9 23,7il,l 
C.U. 7,33 """7,47 12,61 4,64 

E2 5 x±Sx 16,3±1,10 16,9±2,1 20,6±3,3 21,4±3,0 
C.U. 6,75 ; 12.43 16,02 ! 14,02 

CjI afieul 6.5.2. 

V a l o r i l e m e d i i a le p r o p e r d i n e i s e r i e e la s u i n e 

• H2 

• E l 

• M 

| i i i g % m l s e r 
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Indicele fagocitar . Fagocitoza, ca proces de apărare specifică nespecifică este 

rezultanta acţiunii sinergice atât a elementelor celulare cat şi a factorilor umorali 

nespecifici de apărare. Datele obţinute evidenţiază o dinamică similară a indicelui 

fagocitar cu cea a properdinei serice, ceea ce se prezintă .şi în tabelul 6.5.4 şi în graficul 

6.5.3. 

Valorile medii ale indicelui fagocitar la suine 
Tabelul 6.5.4 

Lotul Nr. 
indivizi 

Speci-
ficare 

Perioada experimentală Lotul Nr. 
indivizi 

Speci-
ficare Iniţial La 15 zile La 25 zile La 35 zile 

M 5 x±Sx 60,1±2,3 66,3±4,2 67,9±2.3 78,9±3,2 M 5 
C.ll. 3,83 6,33 3,39 4,05 

E, 5 x±Sx 57,()±1,1 70,1±2,3 73,5±5.2 80,8±2,4 E, 5 
C.IJ. 2,37 3,28 6,54 2,97 

E2 5 x±Sx 58.6±3,2 66,7±3,9 71,5±9,1 75,6±8,2 E2 5 
C.U. 5,46 5,84 12,73 10,85 

V a l o r i l e m e d i i a le i n d i c e l u i f a g o c i t a r la s u i n e 

Graficul 6.5.3. 

• E 2 

• E l 

• M 

| m g % ni l s e r | 
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Valorile cele mai ridicate s-au înregistrat la lotul la care pe lângă vaccin s-a 

administrat şi extractul de Allium sativum. 

La lotul E2 ( la care s-au adăugat şi micotoxinele) efectul extractului de Allium 

sativum asupra indicelui fagocitar se manifestă numai în a 25-a zi a peroadei 

experimentale, înregistrând o valoare de 71.5 ± 4.1 % faţă de 67.9 ±2.3 %, la lotul 

martor. La sfârşitul periodei experimentale, ca urmare a efectelor toxice cumulative a 

micotoxinelor valoarea indicelui fagocitar este mai mică decât la celelalte loturi. Şi în 

acest caz se constată o variabilitate mare individuală. 

Leucograma , test care evidenţiază modificările survenite în tabloul sanguin şi în 

mod special , în cazul unor stimuli antigenici, redă efectul stimulativ al extractului de 

Allium sativum asupra celulelor implicate în răspunsul imun specific şi nespecific. 

Evoluţia datelor obţinute prin leucogramă este similară cu a indicelui fagocitar şi cu titrul 

de anticorpi specifici anti Mycoplasma agalactiae, după cum sunt prezentate în tabelul 

6.5.5. şi graficul 6.5.4. 

Dacă în cazul leucocitelor totale nu se constată diferenţe semnificative între 

eşantioanele recoltate de la cele 3 loturi de animale, diferenţele apar însă în evoluţia 

limfocitelor ( celulele imunocompetente ). 

La lotul stimulat numai cu vaccin ( lotul martor), limfocitele cresc progresiv până 

la sfârşitul experimentului când se înregistrează valoarea maximă de 50.8 ± 1.2 % din 

leucocitele totale. La lotul la care , pe lângă vaccin s-a administrat şi extract de Allium 

sativum ( lotul E l ) dinamica este asemănătoare dar raportul neutrofile/ limfocite se 

inversează în a 25-a zi a peroadei experimentale. Acest fapt denotă că extractul de Allium 

sativum stimulează procesul de citodiferenţiere a limfocitelor. La lotul la care extractul 

de Allium sativum a fost administrat în prezenţa micotoxinelor ( E2) limfocitele scad pe 

parcursul periodei experimentale cu o uşoară creştere la sfârşitul experimentului. Această 

dinamică evidenţiază efectul citotoxic al micotoxinelor. 

Efectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifestă numai la 

concentraţii mici de micotoxine, aspect care rezultă din datele obţinute la 15 zile de la 

începutul perioadei experimentale. 
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Valorile medii ale elementelor afectate , din formula leucocitară, la suine vaccinate 
cu vaccin contra agalaxiei contagioase ovine, tratate cu extract de Allium sativum şi 
hrănite cu furaje cu micotoxine 

Tabelul 6.5.5. 

5.72 

1.20 

1.66 

7.22 

1.55 

1.90 

8.88 

0.74 

1.87 

9046.1+ 

477 

56.810.6 

37.2±0.5 

10400.0± 

931 

52.7±0.5 

32.5±0.4 

9385± 

662 

59.8±0.5 

33.2±0.4 

5.27 

1.05 

1.34 

8.95 

0.94 

1.23 

7.05 

0.83 

10207.01 

410 

50.610.7 

43.410.6 

9800.01 

840 

37.911.2 

48.310.7 

7700.01 

594 

59.610.9 

1.20 32.610.7 

4.01 

1.38 

1.38 

8.57 

3.16 

1.41 

7.71 

1.51 

2.14 

105301 

527 

5.00 

44.311.1 2.48 

50.811.2 2.36 

106801 

489 

4.57 

32.410.8 2.46 

54.910.6 1.09 

7671.41 

217 

2.83 

58.610.6 1.02 

39.110.6 1.53 

Unde M: lot martor vaccinat; 

El :lot experimental vaccinat+extract de Allium sativum; 

E2: lot experimental + extract Allium sativum + micotoxine 
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Astfel, valorile medii ale limfocitelor sunt aproximativ egale ( la 15 zile ) cu cele 

îm-egistrate la lotul martor şi la lotul experimental EL 

în consecinţă micotoxinele determină fenomene de imunodepresie acţionând fie 

prin blocarea evenimentelor celulare şi moleculare ce compun inducţia răspunsului imun, 

fie pe cele ce formează expresia răspunsului imun. 

Titrul de anticopi antiMycoplasma . Analizând rezultatele obţinute cu privire la 

răspunsul imun specific determinat prin testul ELISA , se constată că extractul de Allium 

sativum stimulează sinteza de anticorpi atât atunci când este administrat ca un adjuvant 

vaccinai cât şi în prezenţa micotoxinelor. 

Astfel , dacă la animalele din lotul martor vaccinat, titrul de anticorpi creşte 

progresiv pe perioada experimentului, la animalele din lotul El , creşteri semnificative se 

înregistrează încă după prima administrare ( tabelul 6.5.6.). Valoarea semnificativ 

crescută a titrului de anticorpi în răspunsul imun primar , relevă că extractul de Allium 

sativum poate fi administrat numai o singură dată în stimularea răspunsului imun post 

vaccinai. Valoarea maximă a titrului de anticorpi DO (105.8± 3.87 ) ce se înregistrează la 

sfârşitul perioadei experimentale este cu 63.2 % mai mare faţă de lotul martor vaccinat. 

Efectul imunoreglator al extractului de Allium sativum se manifestă şi în cazul 

prezenţei micotoxinelor, dar mai tardiv , numai în partea a 2-a a perioadei experimentale. 

Astfel în a 25-a zi a experimentului, titrul de anticorpi înregistrat este semnificativ mai 

mare decât a martorului ( 47.3 ± 1.87 DO faţă de 34.0 ± 2.23 DO) dar este mai mic decât 

cel cel înregistrat la în cazul lotului E l . 

Extractul de Allium sativum pe lângă efectul imunostimulator , influenţează pozitiv 

şi valorificarea hranei de către animal, aspect care reiese din sporul mediu zilnic realizat 

la animalele din lotul E l ( Tabelul 6.5.7.) 

Dacă la animalele din lotul martor sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g / zi , 

animalele din lotul El au înregistrat un spor de 0.488g/zi cu o creştere de 29.1 % faţă de 

lotul martor. 

BUPT



228 

Sinteza de anticorpi (AntiMycoplasnia - test KLISA) la suine 
Tabelul 6.5.6. 

Lotul Nr. 
indivizi 

Titrul 
de an-
ticoipi 
(DO) 

Perioada experimentală Lotul Nr. 
indivizi 

Titrul 
de an-
ticoipi 
(DO) 

Iniţial La 15 zile La 25 zile La 35 zile 

M 5 x±Sx 17,7±0,80 25,9±1,38 34,0±2,23 64,8±4,73 M 5 
C.IJ. 4,52 5.33 6,56 7,30 

El 5 x iSx 18,8±1,10 29,6±1,12 85,7±1,92 105,813,87 El 5 
c.u. 5,85 3,78 2,24 6,83 

E2 5 x±Sx 19,5±0,93 20,7±1,26 47.3i l ,87 56,6±2.60 E2 5 
C.U. 4,77 6,09 3,95 4,59 

Graficul 6.5.4. 

Sinte/a ile anticui pi (AiiliMjcoplasiiia - I csI KI.ISA) 

• E2 

• i:i 
• M 

Hiectul benefic al extractului de Allium sativum asupra dezvoltării corporale ale 

animalelor se rellectă şi în cazul prezenţei micotoxinelor, sporul mediu zilnic înregistrai 

la animalele din lotul H2 fiind de 0.337g/zi faţă de ().378g/zi la animalele din lotul 

martor. 
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Valori medii ale dezvoltării eorporale la suine 
Tabelul 6.5.7. 

1 Lotul Nr. animale Specific Greutal ea (kg) Spor mediu 
Iniţial Final zilnic (gr) 

M 5 x±Sx 16,16±0,78 29,40±1,28 0,378±0,02 
C.IJ. 4,87 4.37 5,76 

E, 5 x±Sx 1 15,8810,79 30,51 ±1,25 0,488±()',()6 
c . u . 4,99 4,10 12,29 

E2 5 x±Sx 16,20±0,88 26,32±1,06 0,337±0,09 
C.U. 5,49 4,03 26,70 

Graf icu l 6.5.5. 
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6.5.1.3 Concluzii 

• Extractul de Allium sativum stimulează sinteza efectorilor specifici şi nespecifici 

la un nivel mai ridicat decât valorile înregistrate la lotul martor, atât la lotul de animale 

vaccinat cât şi în cazul lotului căruia i s-au administrat şi micotoxine; 

• Se evidenţiază efectul stimulativ al extractului de Allium sativum asupra sintezei 

de properdină serică: extractul de Allium sativum inhibă efectul imunotoxic al 

micotoxinelor. 

• Extractul de Allium sativum potenţează în măsură mai redusă sinteza lizozimului 

seric în prezenţa micotoxinelor. 

Rezultatele obţinute evidenţiază efectul cumulativ al micotoxinelor asupra sintezei 

de lizozim seric. 

• Extractul de Allium sativum inhibă efectul imunotoxic al micotoxinelor. 

• La sfârşitul perioadei experimentale, ca urmare a efectelor toxice cumulative a 

micotoxinelor valoarea indicelui fagocitar la sfârşitul periodei expeimentale este mai 

mică decât la celelalte loturi 

•Extractul de Allium sativum stimulează procesul de citoformare a limfocitelor 

•Efectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifestă numai la 

concentraţii mici de micotoxine 

•Valoarea semnificativ crescută a titrului de anticorpi antiMycoplasma în răspunsul 

imun primar , relevă că extractul de Allium sativum poate fi administrat numai o singură 

dată în scopul stimulării răspunsului imun . 

• La sfârşitul experimentului, titrul de anticorpi înregistrat este semnificativ mai 

mare decât a martorului ( 47.3 ± 1.87 DO faţă de 34.0 ± 2.23 DO) dar este mai mic decât 

cel înregistrat la în cazul lotului E l . 

•Extractul de Allium sativum pe lângă efectul imunostimulator , influenţează 

pozitiv şi valorificarea hranei de către animal; 

•La lotul martor, sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g / z i , animalele din lotul El 

au înregistrat un spor de 0.488g/zi cu o creştere de 29.1 % ; 

• Efectul benefic al extractului de Allium sativum asupra dezvoltării corporale a 

animalelor se reflectă şi în cazul prezenţei micotoxinelor, sporul mediu zilnic înregistrat 
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la animalele din lotul E2 fiind de 0.337g/zi faţă de 0.378g/zi la animalele din lotul 

martor. 

6.5.2. Studiul efectului imunost imulator a extractului de Allium sat ivum , la 

bovine 

Afecţiunile sistemului imun caracterizate prin reducerea semnificativă a fiincţilor 

sale de recunoaştere şi de elaborare a răspunsului pot fi remediate prin utilizarea unor 

substanţe imunomodulatoare. Datorită acestui fapt, stimularea pe căi nespecifice a 

factorilor imunologici de apărare a organismului, reprezintă alături de alte măsuri un 

mijloc de reducere a morbidităţii şi a pierderilor de animale. 

Produsele vegetale reprezintă o sursă inepuizabilă de preparate cu proprietăţi 

imunomodulatoare. 

Unul din multitudinea acestora îl reprezintă şi extractul de Allium sativum. 

Din aceste considerente studiul nostru s-a axat şi pe determinarea efectului 

imunomodulator la tineretul taurin stimulat cu un antigen reprezentat de vaccinul 

antisalmonelic , produs de INMVB Pasteur, Bucureşti. 

6.5.2.1. Mate r ia l şi metodă: 

Cercetările s-au efectuat pe 30 de animale (tineret bovin îngrăşat) în vârstă de 7-8 

luni, grupate în 2 loturi a câte 15 animale: 

- un lot martor ( M)- vaccinat sub cutan-s.c cu câte 5 ml în două reprize, la interval 

de 15 zile 

-un lot experimental El - la care , concomitent cu vaccinarea, s-a administrat , în 

puncte separate, 2 ml de extract apos de Allium sativum ( 0.58g /lOOml extract) . 

Pentru evaluarea efectului imunostimulator al extractului de Allium sativum , s-au 

recoltat probe de sânge prin puncţia venei jugulare, la începutul experimentului, la 14 şi 

la 21 de zile, şi s-au determinat următorii parametri : lizozimul seric, properdina. indicele 

fagocitar, formula leucocitară şi titrul de anticorpi. 

6.5.2.2. Rezul tate şi discuţii: 

Analizând datele obţinute pe parcursul perioadei experimentale , cu privire la 

valorile medii ale parametrilor imunologici luaţi în studiu, se constată diferenţe 

semnificative de la un lot la altul. 

BUPT



232 

Properdhui Hzozmtiil seric ca factori umorali nespecillci, sunt sliiiuilali dc 

extractul de Allium sativum ( tabelul 6.5.8. şi graficul 6.5.6) 

Tabelul 6.5.8 

Parametrul Lot Perioda experimentală ( zile) 

0 7 14 21 

Properdină M 19.3±().7 21.5±2.2 2().4±1.5 22.2+0,8 

mg% ml ser E 17.5±0.4 "264±|T5 ' 27.311.5 l7."0ir.~8 
Lizozim M 15.9±0.6 ^ r6.3±()T9" ' 18.()±1.8 '19.211.1 

)ig/ml ser E 16.2±0.8 24.7±1.1 25.3±1.2 25.810.7 

Indice M 64.4±1.3 67.6±10.6 69.519.6 78.612.6 

fagocitar E 66.8±5.0 67.5±6.4 77.814.2 "787813.7' 

Craficul 6.5.6. 

Valorile piopeiti i i iei si lizu/.imului ser ic la t i ne re tu l t au r in 

• LizDzim j-it̂ ml ser M • l.i/o/jni ser \\ 

m Properdinii mg/' 1 OOml ser M • Properdiiui mg/l OOml ser I: 

ling/lOOml ser j 
|^g/lnl ser | 
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Valori semnificative mai ridicate faţă de lotul martor se înregistrează încă după 

prima administrare ( properdina : 2l .5± 2.2 mg % la 26,4 ± 1.88 mg % iar lizozimul de la 

16.3 ±0.9 la 24.7 ±11 ng %). Această creştere a sintezei factorilor umorali se menţine pe 

toată durata experimentului cu valori maxime la sfârşitul acestuia . 

Indicele fagocitar ca expresie a procesului de fagocitoză prezintă valori 

semnificativ mai mari la lotul stimulat cu Allium sativum numai după prima 

administrare, ca la sfârşitul perioadei experimentale valorile să fie semnificativ apropiate 

între cele două loturi (tabelul 6.5.8 şi graficul 6.5.6.). Acest fapt evidenţiază faptul că 

extractul de Allium sativum are o acţiune mai moderată asupra granulocitelor implicate 

în apărarea nespecifică. 

Dinamica indicelui fagocitar pe parcursul perioadei experimentului la lotul de 

animale stimulat cu extract de Allium sativum , se corelează cu datele obţinute din 

leucogramă (tabelul 6.5.9). 

Efectul mai moderat al extractului de Allium sativum asupra elementelor celulare , 

rezidă şi din faptul că raportul neutrofile/limfocite se inversează după 14 zile de la 

administrarea imunostimulatorului. 

Activarea celulelor implicate în receptarea şi prelucrarea antigenilor indusă de 

extractul de Allium sativum se exprimă şi prin modificări cantitative şi calitative a 

formulei leucocitare. Astfel se constată o creştere progresivă a leucocitelor totale, iar în 

cadrul lor a limfocitelor (tabelul 6.5.9) 

Faptul că raportul dintre neutrofile şi limfocite se inversează în favoarea 

limfocitelor relevă că produsul prezintă un bun efect de potenţare a răspunsului imun 

specific. 

Acest efect se exprimă şi printr-un titru de anticorpi mai mare la lotul căruia i s-a 

administrat pe lângă vaccin şi extract de Allium sativum (tabelul 6.5.9). 
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Formula leucocitară şi indicele fagocitar ia tineretul taurin 

Tabelul 6.5.9. 

Creşteri semnificative ale litrului de anticorpi faţă de lotul martor se înregistrează în 

cadrul răspunsului imun primar ( după prima administrare ) şi se menţine constant pe 

toată durata perioadei experimentale . 

Această dinamică evidenţiază că extractul de Allium sativum nu necesită 

administrarea de rapel pentru a-şi manifesta efectul imunostimulator asupra sintezei de 

anticorpi. 

6.5.2.3. Concluzii 

•Properdina şi lizozimul seric ca factori umorali nespecifici, sunt stimulaţi de 

extractul de Allium sativum 
• Indicele fagocitar prezintă valori semnificativ mai mari la lotul stimulat cu Allium 

sativum numai după prima administrare; 
• Extractul de Allium sativum are o acţiune mai moderată asupra elementelor 

celulare, raportul neutrofile/ limfocite se inversează după 14 zile de la administrare. 

• Stimulează mai intens sinteza fiictorilor umorali de apărare şi are o acţiune 

moderată asupra factorilor celulari; 
• Rezultatele obţinute pledează pentru utilizarea extractului de Allium sativum în 

potenţarea vaccinurilor cu o imunogenitate mai scăzută. 
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CONCLUZII 
• Principalii bioconstituenţi ai Allium sativum autohton se situează la valori 

similare cu a altor specii de Allium sativum; aceştia nu sunt esenţial influenţaţi 

de condiţile pedoclimatice 

• Mineralele se situează la valori apropiate de cele reprezentate în literatura de 

specialitate; s-au determinat concentraţii uşor crescute ale calciului ( 62 ± 0.5 

mg %) şi respectiv 480 ± 23 mg% ale fosforului faţă de valorile indicate de 

literatura de specialitate pentru aceste elemente ; de asemenea seleniul , se 

situează la valori de 10-15 |ig % , cu 15 % mai ridicate faţă de valorile 

întâlnite în literatură; restul valorilor microelementelor determinate se situează 

la valori apropiate de a celor din literatura de specialitate (56 ). 

• Cantitatea de compuşi biologic activi se reduce considerabil la extractul 

obţinut prin distilare uscată, în urma menţinerii timp de 30 zile a extractului la 

temperatura camerei (de la 1.84±0.21 ^imoli tiosulfmaţi/ lOOml extract la o 

cantitate nedetectabilă prin metoda fotocolorimetrică) şi la aproximativ 1/5 din 

valoarea iniţială (de la 3.30 ±0.12 i^moli tiosulfmaţi/ lOOml extract la 

0.47±0.20), după 30 de zile de stocare la temperatura de 

• Tiosulfmaţii suferă o depreciere aproape insesizabilă la extractul apos 

condiţionat cu glicerină şi menţinut la temperatura de 4°C. 

• Se observă în acest fel o influenţă semnificativă , atât a modului de obţinere a 

extractului cât şi a condiţionării acestuia; rezultate superioare în menţinerea 

principiilor activi ai extractului se pot realiza prin stocarea extractului apos la 

temperaturi de 4°C, cu 10% adaos de glicerină ca stabilizator. 

Concluziile ce se desprind în urma sintezei S-alchilL-cisteinei şi a S-

alchil L-cisteinsulfoxizilor sunt următoarele: 

Sinteza S-alchil-L-cisteinelor decurge cu randamente de aproximativ 50 %, 

respectând următoarele condiţii de reacţie: 

mediu de reacţie alcoolic, pH slab acid (pH=5); 

temperatura , factor decisiv în obţinerea produşilor S-alchil-L(+)-cisteinelor, este 

necesar să fie menţinută la valori sub 50 ""C 

necesitatea menţinerii unui exces de halogenură de alchil faţă de cisteină 
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S-alchil-L(+)-cisteinelor se prezintă , în marea lor majoritate, ca pulberi albe sau 

alb-gălbui; au p.t. cuprinse între 206-242 apropiate de cele redate în literatură 

analiza elementală a S-alchil-cisteinelor indică valori determinate conforme cu 

valorile calculate, în limitele erorilor experimentale 

spectrele IR relevă existenţa benzilor caracteristice ionilor COO" , NH3^( 

corespunzătoare benzii I şi benzii II a aminoacizilor) precum şi benzile ce indică 

prezenţa grupelor alchil 

prezenţa grupelor alchil este confirmată şi prin analizele H-RMN 

• Sinteza S'alchil-L(+)'Cisteinsulfoxizilor se realizează respectând următoarele 

condiţii de reacţie : 

mediul de reacţie este apos acidulat, cu pH = 4.5-5.5 realizat cu acid acetic, 

menţinerea unui mic exces de H2O2 30% faţă de alchilcisteină, temperatura de 

reacţie maxim de 25 ""C; randamentele se situează la valori cuprinse între 4 1 - 5 6 
% 

aspectul produşilor de reacţie este a unor pulberi albe mătăsoase, cu p.t. mai 

scăzute decât a precursorilor lor ( 150-168 

analiza elementală a S-alchil-cisteinelor indică valori determinate apropiate de 

valorile calculate 

spectrele IR relevă existenţa benzilor caracteristice grupărilor COO" , NH3^( 

corespunzătoare benzii I şi benzii II a aminoacizilor) precum şi a benzilor ce 

indică prezenţa grupelor alchil şi cele caracteristice sulfoxizilor 

oxidarea sulfului este confirmată şi prin analiza RMN 

Concluziile ce derivă din studiul enzimei cheie a speciei de Allium 

sativum autohton sunt următoarele: 

• Masa moleculară a enzimei este de 83.000, valoare apropiată de cea dată în 

literatura de specialitate: 85.000 

• Valorile obţinute ale constantei Michaelis(Km) arată ordinea afinităţii faţă de 

substrat. Cea mai mare afinitate se regăseşte la sulfoxidul S-etil L-(+)-cisteinei 

(Km=3.40), urmat de sulfoxidul S-propil-L-(+)-cisteinei (Km=4.20), 

sulfoxidul S-alil-L-(+)-cisteinei (Km=6.60) şi sulfoxidul S- metil-L-(+)-

cisteinei (Km=12.0); 

• Tipul de inhibare pentru substratele luate în lucru s-a stabilit prin 

reprezentarea Lineweaver-Burk; se sugerează prezenţa unei inhibări 
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competitive între S-alchil-L-(4-)-cisteine ^ L-cisteină şi substrat, înregistrându-

se scăderi ale afinităţii enzimei faţă de sustrat cu 27-56.6 % ) ; 

L(+)-cisteina manifestă în cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidul o diminuare 

a vitezei de reacţie cu 56.6%, se înregistrează o constantă de inhibiţie Ki ^ 

0.76; în cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidului se înregistrează o valoare 

Ki=0.83, ceea ce reprezintă o creştere a constantei Michaelis de la 12.10 la 

26.3, adică cu 54.1%. 
A 

In cazul S-metil-L-(+)-cisteinei inhibiţia se manifestă astfel: o creştere de 

39.5% (Km^=20 faţă de Km=12.10) în cazul S-metil-L-(+)-cistein sulfoxidul, 

respectiv se înregistreză o constantă de inhibiţie Ki=1.5; valori similare se 

înregistrează şi în cazul S-propil-L-(+)-cistein sulfoxidului. Se remarcă o 

afectare mai puţin intensă în cazul afinităţii faţă de S-alil L-(+)-cistein sulfoxid 

şi de S-etil-L-(+)-cistein sulfoxid; 

Efectul de inhibare competitivă se realizează mai pregnant în cazul L-(+)-

cisteinei , ceea ce implică o competitivitate structurală faţă de situsul catalitic 

al alinazei; 

Acidul ascorbic acţionează ca activator al enzimei , înregistrându-se creşteri 
ale afinităţii enzimei faţă de sulfoxidul S-alchil-L-(+)-cisteinei cu 25.7-44.5 %. 

Extractele de AlHum sativum obţinute au fost testate în vederea activităţii 

lor biologice. Astfel în u rma studiului efectuat pentru determinarea 

caracterului bactericid şi bacteriostatic s-au concluzionat următoarele: 

Concentraţia minimă inhibantă ( CMI) şi concentraţia minimă bactericidă ( 

CMB) se înregistrează la extractul apos stabilizat cu glicerină 10% , la 

diluţii de 1/80 în bulion , faţă de Salmonella, Proteus şi Strepococ şi la diluţii 

de 1/40 faţă de E ^ l i ^ i S t^ lococ ^ 

Extractul apos de Allium sativum cu o concentraţie de 0.58g % tiosulfinaţi are 

un efect similar cu cel al extractului obţinut prin distilare uscată, în mediu de 

gaz inert, la 80-120®C şi un vid de 25 mmcol.Hg 

Efectul S-alchil-L-cisteinsulfoxizilor obţinuţi sintetic este mai slab comparativ 

cu al extractelor naturale 

Efectele superioare ale extractelor faţă de cele ale S-alchil-L-

cisteinsulfoxizilor sintetizaţi s-ar putea datora efectelor combinate cu a ^ 
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Efectele superioare ale extractelor faţă de cele ale S-alchil-L-

cisteinsulfoxizilor sintetizaţi s-ar putea datora efectelor combinate cu a 

celorlalţi compuşi cu sulf existenţi în extractul de Allium sativum, care ar 

putea avea efecte de potenţare a activităţii bactericide a extractului. 

Produşii naturali ar putea acţiona prin intremediul tiosulfmaţilor şi a altor 

compuşi cu sulf la nivelul grupărilor SH reactive din membranele celulare ale 

unor microorganisme 

In urma studiului efectului antimicotic s-au putut releva 

următoarele: 

Extractul pur are uii efect antimicotic de 100 % asupra tulpinilor de 

Penicillium, Cladosporium şi Aspergillus; 

Un efect mai moderat o prezintă diluţiile crescânde ale extractului , pentru 

ca la diluţii mai mari de 10"^, efectul să dispară total. 

în ceea ce priveşte utilizarea extractului de Allium sativum în 

vederea decontaminării aerului s-au putut concluziona următoarele: 

Extractul de Allium sativum se poate utiliza la decontaminarea aerului în 

incinte infestate cu Escherichia coli , în concentraţii de 2.5-5%, cu efecte mai 

bune chiar şi decât produsul german Elorisan sau a binecunoscutului produs 

Septosol. 

Rezultatele bune obţinute de extractul de Allium sativum în decontaminarea 

aerului contaminat cu Escherichia coli s-ar putea datora acţiunii combinate 

atât a alicinei, tiosulfmaţilor cât şi al aUor compuşi conţinuţi în extract a căror 

acţiune se potenţează reciproc, aşa cum s-a prezentat şi în capitolul 6.1. 

• O explicaţie al efectului decontaminant ar putea fi dat de acţiunea 

compuşilor activi ai Allium sativum la nivelul membranelor bacteriilor. 

Un avantaj major al decontaminării aerului cu extract de Allium sativum este 

şi faptul că , fiind de natură vegetală, nu prezintă probleme în generarea de 

reziduuri nedorite . 
în urma studiului efectului extractelor de Allium sativum asupra 

unor enzime oxide reducătoare şi a unor parametrii ce îşi desfăşoară 
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activitatea biologică in strânsă legătură cu acestea , s-au putut observa 

următoarele: 

• Extractul concentrat (2.34 [.imoli % tiosulfinaţi ,1 .12 ^imoli % alicină) 

afectează în mod evident echipamentul de oxidoreducere a celulei sanguine cât 

şi funcţiile ficatului, având următoarele efecte: 

• scăderea hemoglobinemiei , în medie , cu 38.1% faţă de valoarea 

martorului 

• creşterea methemoglobinemiei după primele doze cu 103.1 % faţă de 

limitele normale evidenţiate în literatura de specialitate 

• menţinerea efectului extractului chiar şi după şapte zile de Ia sistarea 

administrării acestuia 

• creşterea activităţii catalazei cu aproape 100 % , după administrarea a 

cinci doze, pentru ca după sistarea administrării , activitatea catalazei să se 

reducă chiar sub valoarea normală cu 25 % 

• creşterea activităţii methemoglobin reductazei, după primele cinci 

doze, cu aproape 97.3 %, urmată de o scădere a activităţii enzimei 

• creşterea activităţii catalazei şi a methemoglobinreductazei conduce 

deasemenea la o reducere a activităţii glutation reductazei cu până la 48.7% , 

faţă de activitatea martorului. 

• afectarea funcţiei normale a ficatului prin creşterea activităţii alanin 

amino transferaza (ALAT) , raportul de Rittis ( ALAT/ASAT) înregistrând o 

valoare de 1.1 faţă de valoarea normală de 1.3. 

• scăderea proteinemiei odată cu creşterea numărului de doze , cu până 

la 17.9% 
• scăderea sideremiei cu până la 48.7% faţă de valoarea martorului 

• efect antagonist faţă de al acidului ascorbic , faţă de care s-au efectuat 

toate determinările 

toate aceste efecte negative atât la nivelul sintezei de proteine , respectiv a 

hemoglobinei se repercutează asupra activităţii normale a oxidoreductazelor şi 

conduc totodată la perturbarea funcţiei normale a unor organe cheie: ficat , 

splină şi rinichi, după cum se va prezenta în subcapitolul 6.4.3. ^ 

. extractul concentrat acţionează ca un toxic asupra organismului anmial ^ 
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Spre deosebire de activitatea evident nocivă a extractului concentrat , 

extractul diluat ( 0.56 ^moli % tiosulfmaţi ,0.12 ^imoli % alicină) are un efect 

total antagonist ceea ce se observă atât din valorile activităţii 

oxidoreductazelor cât şi a sintezei de hemoglobină 

Se constată următoarele: 

• creşterea hemoglobinemiei la o valoare medie de 13.8 g% Hb, cu 12 % mai 

mare decât a martorului; efectul este comparabil ce cel al acidului ascorbic, 

antioxidant şi stimulator cunoscut al sintezei de hemoglobină 

• scăderea methemoglobinemiei după prima doză administrată, efect ce se 

menţine şi la şapte zile după sistarea administrării (efect " retard " ) 

• scăderea activităţii catalazei similară cu cea produsă de administrarea acidului 

ascorbic 

• stimularea activităţii methemoglobin reductazei cu până la 126.8%; această 

stimulare a activităţii methemoglobin reductazei se manifestă şi după 7 zile de 

la sistarea administrării spre deosebire de acidul ascorbic a cărui efect se 

resimte numai până în momentul administrării, neavând o prelungire în timp a 

acestui efect şi după sistarea administrării 

• stimularea activităţii glutation reductazei, după primele două doze 

administrate , ca odată cu sistarea administrării, activitatea glutation reductazei 

să scadă cu până la 13.1 %; activitatea glutation reductazei ,după 

administrarea a cinci doze de extract, este similară cu a acidului ascorbic 

• extractul diluat de Allium sativum creşte capacitatea sistemelor reducătoare 

eritrocitare prin creşterea activităţii methemoglobin reductazei, a glutation 

reductazei pe de o parte , urmată de scăderea methemoglobinemiei, respectiv 

creşterea hemoglobinemiei. 

• Valorile crescute ale methemoglobin reductazei şi glutation reductazei pot fi 

markeri indirecţi de activare a metabolismului eritrocitar. 

• Remanierile ţesutului hepatic sunt activate şi în consecinţă nivelul seric al 

transaminazelor ALAT şi ASAT este crescut 

• se înregistrează o stimulare a sintezei de proteine totale cu până la 10.6 % faţă 

de martor, probabil prin activarea sintezei extrahepatice de proteine. 
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• Se remarcă o corelaţie strânsă atât între activitatea catalazică şi dozele de 

Allium sativum diluat cât şi între activitatea catalazică şi dozele de Allium 

sativum concentrat 

• o corelaţie slabă şi medie se remarcă între activitatea 

methemoglobinreductazei şi dozele de extracte diluate respectiv concentrate 

de Allium sativum 

• o corelaţie strânsă se remarcă şi între activitatea glutation reductazei şi dozele 

de Allium sativum diluat, pe când faţă de Allium sativum concentrat corelaţia 

este slabă 

• aceeaşi corelaţie slabă şi medie se remarcă şi între activităţile celor trei 

enzime 

• activităţile catalazei, a methemoglobin reductazei , a glutation reductazei şi 

valorile hemoglobinei la loturile experimentale, faţă de loturile martor, sunt 

asigurate statistic , atât la cele tratate cu extract diluat cât şi la cele tratate cu 

extract concentrat de Allium sativum 

Efectele benefice ale administrării extractului diluat sunt similare cu 

cele ale acidului ascorbic conducând la stimularea întregului echipament 

oxidoreducător al celulelor prezentând totodată avantajul unui efect prelungit, 

chiar şi după o săptămână de la sistarea administrării acestuia spre deosebire 

de acidul ascorbic care îşi manifestă acest efect numai pe perioada 

administrării. 

în ceea ce priveşte influenţa extractelor de Allium sativum asupra unor 

organe la şobolani, s-au putut trage următoarele concluzii 

• Extractul concentrat implică o serie de modificări la nivelul funcţionării 

normale a splinei, ficatului, şi rinichiului 

• Se constată o dilatare a splinei, ceea ce denotă o hiperfuncţie a acesteia 

• După administrare unui număr mare de doze( 8-16), se constată o proliferare 

masivă atât în limfonoduli cât şi în tecile perifoliculare. 

• Semnalarea , în cordoanele celulare perivasculare din pulpa roşie un număr 

sporit de macrofage şi de limfoplasmocite 

• Se semnalează apariţia corpilor Heinz , în număr de 4-5 / secţiune după 14 

doze administrate , respectiv a 3-4 corpi Heinz / 0.031 mm^ ( aria unui câmp 

microscopic) 
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Intensificarea răspunsului imun imediat (apariţia de limfocite proactive) 

In cazul ficatului,o dată cu mărirea numărului de doze se observă o 

vacuolizare mult mai intensă atât perinucleară cât şi citoplasmatică a 

hepatocitelor. 

Se observă o hipertrofie a nucleolilor, consecinţa fiind o creştere accentuată de 

sinteză de AND ribozomal ( se observă de asemenea o activitate intensă de 

secreţie proteică în hepatocite). 

Se observă o vacuolizare masivă cu semne de degenerescenţă a hepatocitelor; 

în multe celule , cromatma apare condensată în bulgări şi apar chiar fenomene 

de carioliză. 

Ectaziile capilarelor sinusoidale sunt mai pronunţate; ca urmare a distrugerii 

hepatocitelor, printre cordoanele celulare apar nudei eratici. 

Hepatocitele se caracterizează şi prin avansarea fenomenului de poliploidie ( 

creşte numărul de nucleoli , chiar până la patru nucleoli la aproximativ 20 % 

dintre hepatocite) 

Fenomenul de citoliză hepatică se poate corela şi cu afectarea activităţii 

transaminazelor serice, aşa cum au fost prezentate în subcapitolul 6.4.1. 

La nivelul rinichiului se constată dilataţii ale capsulei Bowmann şi distrucţia 

glomerulilor vasculari ai nefronilor 

Apar alterări ale barierei de filtrare , fenomen ce implică şi foiţa viscerală cu 

podocite ale capsulei Bowmann cât şi reţeaua capilară ( celule endoteliale ) ale 

glomerulului vascular. 

Apar aspecte degenerative şi la nivelul canalelor colectoare ale piramidelor 

renale, unde sunt remarcate desprinderi ale celulelor epiteliale de membrana 

bazală 

în ceea ce priveşte influenţa extractelor de Allium sativum asupra 

formulei leucocitare s-au putut trage următoarele concluzii : 

Nu există deosebiri semnificative la şobolanii aflaţi în experiment, faţă de 

valorile normale ale lotului martor ( a cărui parametri se situează la valori 

similare cu cele indicate de literatura de specialitate); 

O observaţie remarcabilă a fost legată de tipul limfocitelor circulante ; 

aproape 75 % dmtre ele manifestă caracteristici evidente de activare; astfel ele 
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au dimensiuni de aproximativ 9 - l l ^ m diametrul, cu citoplasma bazofiiă şi 

granulaţiuni azurofile; 

• Se observă dimensiuni mari ale nucleului, cu cromatina în două nuanţe de 

violet, care demonstrează prezenţa unor forme de replicaţie şi transcripţie a 

materialului genetic şi respectiv de biosinteză a unor mediatori chimici; 

» Aceste limfocite active sunt probabil în majoritate limfocite T; 

» Din rezultatele obţinute se poate presupune că extractul prezintă o activitate 

de stimulare a limfocitelor în special în producţia de citochine ( mediatorii 

chimici); 

• Se constată, la şobolanii din lotul experimental E, o stimulare a 

monocitelor , cu aproape 3 0% faţă faţă de valoarea maximă normală a lotului 

martor, fenomen ce s-ar putea explica printr-o acţiune stimulatoare a activităţii 

de fagocitoză exercitată, în ţesuturile conjunctive; 

• Are loc activarea fagocitozei prin care se întăreşte capacitatea de apărare a 

organismului faţă de agenţii patogeni şi se asigură şi o refacere celulară şi 

tisulară mai eficace. 

în ceea ce priveşte influenţa extractelor de Allium sativum asupra 

nivelului lipidelor serice s-au putut trage următoarele concluzii: 

• Prin administrarea de extract de Allium Sativum, chiar la indivizi cu 

hipercolesterolemie provocată se poate ajunge la o scădere a valorii 

colesterolului în plasmă, apropiată de valoarea normală indicată în literatura 

de specialitate. 

^ • Scăderea colesterolemiei s-ar putea explica printr-o blocare a biosintezei de 
I 

j colesterol de către compuşii cu sulf conţinuţi în extractul de Allium Sativum. ' 

• Valorile activităţii alanin aminotransferazei (ALAT) la primele 3 loturi, 

denotă o uşoară creştere a activităţii enzimei ceea ce implică o activitate mai 

intensă a ficatului, activitate influenţată în mare măsură atât de prezenţa unei 

cantităţi suplimentare de lipide cât şi de influenţa extractelor de Allium 

Sativum ( de existenţa compuşilor cu sulf din extract). 

• Prin administrarea unui extract concentrat de Allium Sativum activitatea 

enzimei ASAT se diminuează cu 13,90% faţă de valoarea normală a acesteia. 

• raportul De Rittis ( ASAT/ALAT ) prezintă o valoare de aproximativ 1,10 

ceea ce denotă o afectare a funcţiei ficatului atât în urma administrării 
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suplimentare de lipide cât şi a extractului de Allium Sativum, în special a celui 
concentrat. 

în urma studiului pentru identificarea proprietăţilor de 

imunostimulator al Allium sativum s-au concluzionat următoarele: 

• Extractul de Allium sativum stimulează sinteza efectorilor specifici şi 

nespecifici atât la lotul de animale vaccinat la un nivel mai ridicat decât 

valorile înregistrate la lotul martor, cât şi în cazul lotului căruia i s-au 

administrat şi micotoxine; 

• Se evidenţiază efectul stimulativ al extractului de Allium sativum 

asupra sintezei de properdină serică: extractul de Allium sativum inhibă 

efectul imunotoxic al micotoxinelor. 

• Extractul de Allium sativum potenţează în măsură mai redusă sinteza 

lizozimului seric în prezenţa micotoxinelor. 

Rezultatele obţinute evidenţiază efectul cumulativ al micotoxinelor 

asupra sintezei de lizozim seric. 

• Extractul de Allium sativum inhibă efectul imunotoxic al 

micotoxinelor. 

• La sfârşitul periodei experimentale, ca urmare a efectelor toxice 

cumulative a micotoxinelor valoarea mdicelui fagocitar la sfârşitul periodei 

expeimentale este mai mică decât la celelalte loturi 

•Extractul de Allium sativum stimulează procesul de citoformare a 

limfocitelor 

•Efectul imunostimulativ al extractului de Allium sativum se manifestă 

numai la concentraţii mici de micotoxine 

•Valoarea semnificativ crescută a titrului de anticorpi antiMycoplasma 

în răspunsul imun primar , relevă că extractul de Allium sativum poate fi 

administrat numai o singură dată în scopul stimulării răspunsului imun . 

• La sfârşitul experimentului, titrul de anticorpi înregistrat este 

semnificativ mai mare decât a martorului (47.3 ± l .87 DO faţă de 34.0 ± 2.23 

DO) dar este mai mic decât cel cel înregistrat la în cazul lotului E l . 

•Extractul de Allium sativum pe lângă efectul imunostimulator , 

influenţeazăi pozitiv şi valorificarea hranei de către animal; 
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•La lotul martor sporul mediu zilnic a fost de 0.378 g / z i , animalele din 

lotul E l au înregistrat un spor de 0.488g/zi cu o creştere de 29.1 % ; 

Efectul benefic al extractului de Allium sativum asupra dezvoltării 

corporale ale animalelor se reflectă şi în cazul prezenţei micotoxinelor, sporul 

mediu zilnic înregistrat la animalele din lotul E2 fiind de 0.337g/zi faţă de 

0.378g/zi la animalele din lotul martor. 

în ceea ce priveşte efectul imunostimulator asupra tineretului 
taurin, s-au concluzionat următoarele: 

•Properdina şi lizozimul seric ca factori umorali nespecifici, sunt 

stimulaţi de extractul de Allium sativum 

• Indicele fagocitar prezintă valori semnificativ mai mari la lotul stimulat 

cu Allium sativum numai după prima administrare; 

• Extractul de Allium sativum are o acţiune mai moderată asupra 

elementelor celulare, raportul neutrofile/ limfocite se inversează după 14 zile 

de la administrare. 

• Stimulează mai intens sinteza factorilor umorali de apărare şi are o 

acţiune moderată asupra factorilor celulari; 

• Rezultatele obţinute pledează pentru utilizarea extractului de Allium 

sativum în potenţarea vaccinurilor cu o imunogenitate mai scăzută. 

Se poate concluziona că planta Allium sativum indigen prezintă o 

compoziţie chimică a compuşilor de bază, similară cu cea a acestei plante din 

alte regiuni ale Terrei, iar prin testele biochimice şi biologice efectuate s-a 

determinat că administrarea unui extract apos diluat de Allium sativum are 

efecte benefice asupra organismelor animale , şi anume: creşte activitatea 

bactericidă şi bacteriostatică, creşte activitatea echipamentului enzimatic 

antioxidant, scade nivelul lipidelor serice şi creşte activitatea răspunsului 

imun. Pe de altă parte s-a dovedit şi faptul că prin administrarea extractelor 

apoase concentrate acestea pot acţiona ca şi substanţele toxice, diminuând 

activitatea enzimelor antioxidante protectoare, mărind cantitatea de 

methemoglobină a sângelui testat, apariţia corpilor Heinz precum şi inducerea 

apariţiei unor modificări nefaste la nivelul organelor : ficat, splină şi rinichi. 
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