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Rezumat:

Uleiul esential de Juniperus a avut un rol major in timpul epidemiilor de
ciuma, holera sau febra tifoida. In antichitate, medicii greci, arabi prescriau
Juniperusul ca antiseptic. In medicina populara turca, speciile de Juniperus erau
folosite in tratamentul diverselor afectiuni inflamatorii sau infectioase: infectii acute
ale cailor respiratorii insotite de tuse, infectii micotice, sindroame inflamatorii
pelvine, boala hemoroidald, artrite. Ienuperii sunt arbusti din randul rasinoaselor, cu
frunze intepatoare si cu flori, care la maturitate imita fructele carnoase. De la ei se
intrebuinteaza frunzele (Folia Juniperi) si mai ales pseudobacele (Fructis Juniperi).

Studiul efectuat a urmarit obtinerea de extracte din doua specii de Juniperus
valoroase prin continutul lor de compusi terpenici si antioxidanti, caracterizarea
acestor extracte si posibilitatea de utilizare ca aditivi in creme baza cu aplicatii in
domenii diverse (farmaceutic sau cosmetic) precum si in medicina - unii componenti
ai uleiului de Juniperus au prezentat efecte pozitive, antioxidante, care faciliteaza
raspunsul bronhodilatator mediat de oxidul nitric (NANCi) la nivelul cailor respiratorii
de sobolan.

"Teza de doctorat a fost realizata cu sprijin partial din grantul strategic
POSDRU/6/1.5/S/13, ID6998, cofinantat din Fondul Social European "Investeste in
oameni", in cadrul Programului Operational Sectorial Dezvoltare Resurse Umane
2007-2013"
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INTRODUCERE

De-a lungul istoriei, uleiul esential de Juniperus a avut un rol major in timpul
epidemiilor de ciuma, holera sau febra tifoida. In antichitate, medicii greci, arabi
prescriau Juniperusul ca antiseptic. Vechile triburi din America utilizau pseudobacele
de Juniperus ca metoda contraceptiva respectiv ca abortiv.

Herboristii medievali (sec. XV-XVI) pretuiau Juniperusul nu doar ca leac
fmpotriva ciumei, dar si pentru a trata muscaturile de insecte. Este interesant faptul
ca in limba celta, cuvantul Juniperus insemna muscator.

_Medicina populara iugoslava priveste Juniperusul ca leac bun pentru toate
bolile. In spitalele franceze, crengute de rozmarin si Juniperus au fost arse pina la
?nceputuAI secolului XX pentru a purifica aerul.

In medicina populara turca, speciile de Juniperus erau folosite in tratamentul
diverselor afectiuni inflamatorii sau infectioase: infectii acute ale cailor respiratorii
insotite de tuse, infectii micotice, sindroame inflamatorii pelvine, boala hemoroidala,
artrite etc. Date experimentale au demonstrat remarcabile efecte antiinflamatoare si
analgezice ale speciilor de Juniperus communis si Juniperus oxycedrus.
Pseudobacele de Juniperus folosite in medicina indiana ca un remediu naturist
pentru infectiile tractului urinar sunt utilizate si astazi.

Ienuperii sunt arbusti din randul rasinoaselor, cu frunze intepatoare si cu
flori, care la maturitate imita fructele carnoase. De la ei se intrebuinteaza frunzele
(Folia Juniperi) si mai ales pseudobacele (Fructis Juniperi).

Pseudobacele recoltate in scopuri curative, trebuie sa fie mature, negre-
albastrui sau brun-violacee, cu o adancitura in forma de stea cu trei brate in varf,
iar la baza cu 6 solzi triunghiulari, bruni.

Obiectivele urmarite in cadrul tezei au fost:

e Extractia compusilor volatili din fiecare parte anatomica (frunze aciculare,
pseudobace si microblaste) a doua specii de Juniperus (Juniperus communis
si Juniperus virginiana) procurate din zone diferite;

e Determinarea calitativa si cantitativa a continutului de compusi terpenici;

e Aplicarea metodei cu DPPH pe extractele etanolice si in acetat de etil pentru
determinarea activitatii antioxidante a compusilor din cele doud specii de
Juniperus;

e Analizarea spectrofotometrica a complecsilor din extractele etanolice si
uleiurile volatile de Juniperus;

e Realizarea unei instalatii micropilot pentru extractie cu generator de
ultrasunete;

e Realizarea eliberarilor controlate din nanocapsulele respectiv din unguente
ce contin inglobate extracte alcoolice si uleiuri esentiale de Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana

e Studiul comportamentului microbiologic al unor extracte obtinute asupra
unor micoorganisme gram pozitive si gram negative;
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Studiul efectului componentelor din uleiul esential de Juniperus in cazul unor
leziuni inflamatorii preexistente ale cailor respiratorii respectiv studiul
efectelor componentelor uleiului esential de Juniperus asupra raspunsului
bronhodilatator mediat de oxidul nitric

Teza este structurata in trei parti:

Partea I - Stadiul actual al cunoasterii in domeniul compusilor terpenici
prezenti in specii de Juniperus (structura, metodele de extractie si
identificare a compusilor volatili).

Partea II - partea experimentald, cuprinde metodele de extractie folosite
pentru diferite parti anatomice (frunze aciculare, pseudobace si microblaste
de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana) recoltate din regiuni
diferite.

Partea III - 1in care sunt prezentate rezultatele obtinute in urma
caracterizarii extractelor. In partea finala sunt prezentate efectele expunerii
cronice ale uleiului de Juniperus asupra inelului de musculatura neteda
traheala de sobolan, studiu in baia de organ izolat.
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PARTEA I - STADIUL CUNOASTERII IN DOMENIU

I. COMPUSII TERPENICI

I.1. Diversitatea compusilor terpenici din plante

in plante existd o diversitate de compusi organici insd, se pare ci, marea
majoritate nu participa la cresterea si dezvoltarea acestora. Aceste substante sunt
cunoscute ca metaboliti secundari. Majoritatea actiunilor metabolitilor secundari
raman fncad necunoscute. Metabolitii primari, se regasesc in regnul vegetal si
indeplinesc rolul metabolic atdt de esential plantelor. Metabolitii primari si secundari
pot fi diferentiati pe baza moleculelor precursoare, structurilor chimice sau originilor
biosintetice. De exemplu, ambii metaboliti sunt gasiti printre diterpene (Cy) si
triterpene (C3p) [1].

Compusii terpenici sunt produsi importanti utilizati pe scara larga in domenii
diverse ca fabricarea detergentilor, produselor alimentare si intermediarilor folositi
n medicina datoritd caracteristicilor functionale. Terpenele sunt compusi organici
care sunt intélniti in uleiurile esentiale extrase din plante cum sunt coniferele a caror
principali componenti sunt a-pinenul, B-pinenul, D-3-carenul si limonenul. Aceste
uleiuri esentiale sunt extrase in mod normal din plante, de obicei prin distilare si
extractie cu solventi [2].

Printre produsele naturale, terpenele joaca un rol important in terapie. O
parte din terpene au fost utilizate in mod direct ca agenti farmaceutici sau de aroma
pentru obtinerea produselor farmaceutice [3].

Comparativ cu uleiul esential din materialul vegetal uscat, continutul de
monoterpene din materialul vegetal proaspat a fost mai scazut, si a prezentat o
activitate bactericida mai scazutd, concluzie ce a fost in concordanta cu raportul
anterior unde se mentiona ca uleiul esential cu o cantitate mare de monoterpene in
compozitie prezintd o activitate antimicro-biana buna. Unele monoterpene ca B-
pinen si 1,8-cineol prezinta potential antimicrobian, iar B-felandrenul dezvolta un
efect toxic asupra microorganismelor prezente in cerealele depozitate. Este posibil
ca unii compusi, cum sunt a-pinen, terpen-4-ol si cariofilen oxidul, care se constata
ca sunt responsabili de activitatea bacteriostatica impotriva catorva microorganisme,
s-ar putea sa fie implicate intr-un sinergism cu ceilalti compusi activi [4].

I.1.1. Terpenoidele - Structura. Nomenclatura. Clasificare

Cea mai cunoscuta hemiterpena este izoprenul, un produs volatil eliberat din
tesuturi active fotosintetice. Izopren sintaza este prezenta in plastidele plantelor (in
special in frunze), dar cantitatea de izopren obtinuta in functie de prezenta luminii
este nca necunoscuta.

Monoterpenele (C;o) sunt constituite din 2 unitati izoprenice, sunt primele
teperpenoide izolate din terebentina in 1850. Monoterpenele sunt cunoscute ca fiind
componente ale uleiurilor volatile, uleiuri esentiale ale plantelor prezente si in flori.
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In plantele uscate pot fi gdsite in procente de 5%. Monoterpenele pot fi izolate fie
prin distilare, fie prin extractie, iar in industrie sunt utilizate ca si compusi de aroma
sau in parfumerie.

La fel ca si monoterpenele, multe sesquiterpene se pot gasi in uleiuri
esentiale.

In particular, plantele produc o mai mare varietate de terpenoide decat pot
produce organismele animale sau microbii, diferenta este reflectata de organizarea
complexa a biosintezelor terpenoidelor la nivelul tesutului, celular, subcelular si
genetic.

Cavitatile secretoare ale plantelor si epidermele glandulare ale petalelor
florilor genereaza si depoziteaza sau emit uleiuri esentiale. Acestea sunt importante
deoarece este incurajatda polenizarea de catre insecte. Canalele prin care circula
rasina diferitelor specii de conifere produce si acumuleaza o rasina constituita din
terebentind (olefinele monoterpenice) si ulei extras din rasina (acizii rasinii
diterpenoidice). Cerurile de suprafata triterpenoidice sunt formate si eliminate din
epidermele speciale [1].

I.1.2. Biflavonele apartinatoare genului Juniperus

Biflavonele cum sunt cupresflavonele si ametoflavonele sunt foarte intalnite
in plantele apartinatoare genului Juniperus (familia Cupressaceae). Desi flavonele
monomerice prezinta un centru slab al chiralitatii si astfel sunt optic inactive, unele
biflavone sunt chiral active. Prima biflavona izolatd in 1968 si optic activa a fost
4°,4°°",7,7  "-tetra-O-metilcupresflavona. Biflavonele glicozidice sunt mai putin
raspandite in naturd, iar conform datelor de literatura numai ametoflavonele
glicozidice au fost gasite in natura.

Prin studiile fitochimice anterioare cu privire la plantele din nordul Americii,
s-au identificat un numar de flavonoide glicozidice, neolignani si fenilpropanoide
izolate din frunze si tulpind de Juniperus communis var. depressa, colectata din
Oregon; doua din aceste biflavone glicozidice sunt (M)- si (P)-cupresflavonele 4'-O-
B-D-glucopiranozidele (figura 1.1).

OH O

Figura 1.1. - Structurile (M)- si (P)-cupresflavonele 4’-O-B-D-glucopiranozidelor
[5].
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13 Biosinteza compusilor terpenoidici din plante

I.2. Biosinteza compusilor terpenici in plante
I.2.1. Biosinteza izopentil difosfatului (IPP) [1]

Astazi, biosintezele IPP-ului prin calea acetat/mevalonat sunt acceptate in
totalitate. Aceasta cale citozolicd de sinteza a IPP-ului implica condensarea in doua
etape a trei molecule de acetil-CoA catalizata de tiolaza si hidroximetilglutaril-CoA
sintaza. Produsul rezultat: 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA) este apoi redus
de HMG-CoA reductaza prin doua reactii de cuplare care duc la formarea acidului
mevalonic. Urmeaza doud secvente de fosforilare ATP-dependente ale acidului
mevalonic si o decarboxilare finala sub actiunea MVAPP-decarboxilazei asistata de
prezenta unor molecule macroergice de ATP.

o]

H;C——Cc——S——CoA acetil CoA
il
tiolaza <H3C7C75*C°A
CoASH
i i
H,C—=cC H,C——Cc——S——CoA acetoacetil CoA
i
HMG-CoA sintaza C3C*CfoCoA
CoASH
OH ﬁ
H,C—C—— H,C——Cc——S——CoA 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA)
CH, —COOH
, NADPH
HMG-CoA sintaza C,
,NADP F
\_/— CoASH
OH
H,C—— C—— H,C——CH, —OH acid mevalonic (MVA)
2
CH, —COOH
ATP
MVA-kinaza C-’
ADP
OH
H;C—— C—— H,C——cCH,0P acid mevalonic-5-fosfat (MVAP)
CH, —COOH
ATP
MVAP-kinaza Cy
ADP
OH
H;C—— C—— H,C——CH,0PP acid mevalonic-5-difosfat (MVAPP)
CH, —COOH

MVAPP-decarboxilaza

HaC l\_}coz + H,0

4C7CHZ CH,O0PP izopentil difosfat (IPP)

o
Figura 1.2. - Calea acetat/mevalonat pentru formarea IPP-ului
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I.2.2. Biosinteza principalelor clase de terpenoide din
izopentil difosfat

Izopentil difosfatul (IPP) este utilizat intr-o succesiune de reactii de elongare
pentru a produce o serie de omologi ai prenil difosfatului care sunt precursori
apropiati ai diferitelor clase de terpenoide.

& )\/CHZOPP )\vCHZOPP

Hemiterpene
izopentenil difosfat [T Z0Meraza. gimetilalil difosfat
Ppik/¢ '
CIO
/K/\)\/CHZOPP
geranil difosfat Monoterpene

CH,OPP (IPP
PPiJ /l'\/ 2 (IPP)
Cys

N N X~ CH,OPP

2PP; farnesil difosfat Sesquiterpene

_V _cuore amm
PPi
C

20

2PP; —I

PP geranilgeranil difosfat Diterpene
Cso
squalena Triterpene
&7 ZPPi
Cao
X X NN X N N N N
fitoena Tetraterpene

Figura 1.3. - Subclasele majore ale terpenoidelor sunt biosintetizate din unitatea cu 5 atomi
de carbon a izopentil difosfatului [1]

Din uleiuri esentiale au fost izolate o serie vasta de sintaze monoterpenice
specifice angiospermelor si gimnospermelor. Sintazele care produc olefine aciclice
(de exemplu mircen) si terpene biciclice (a-pinen si B-pinen) pornind de la GPP
(geranil difosfat) sunt cunoscute si ca enzime care transforma GPP-ul in derivati
oxigenati, cum este cazul 1,8-cineolului si a bornil difosfatului, precursorul
camforului.
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15 Biosinteza compusilor terpenici in plante

O caracteristica interesanta a sintazelor monoterpenice este abilitatea
acestor enzime de a produce mai mult de un produs; de exemplu pinensintaza
provenitd din diverse plante produce atat a-pinen cat si B-pinen. Pinenii sunt cele
mai intalnite monoterpene sintetizate de plante si sunt principalii componenti ai
terebentinei din cetina brazilor si a molizilor. Compusii sunt toxici pentru gandacii
scoartei de copac [1].

I.2.3. Biosinteza principiilor active din plante [6]
Biosinteza principiilor active din plante are loc dupa secventa:
Fotosinteza — Acetil coenzima A —siclul acidului citric

Biochimia terpenoidelor odorante si aromatizante porneste de la biosinteza
izopentenil pirofosfatului (izopren activat), care se poate intélni la toate organismele
vii. Prin condensarea cap-coada a douda molecule de acetilcoenzima A (Acetil~SCoA)
se obtine acetoacetilcoenzima A, care se condenseaza mai departe stereospecific cu
inca o moleculda de acetilcoenzima A, obtinandu-se un intermediar important al
acestei cadi de biosinteza, B-hidroxi-B-metilglutarilcoenzima A; acesta trece in acid
mevalonic printr-o reducere enzimatica, acidul este fosforilat cu ajutorul ATP-ului la
acid 3-fosfo-5-pirofosfatomevalonic care se decarboxileaza si se defosforileaza
partial cu obtinerea 3-butenil-3-metilpirofosfatului (izopentenil pirofosfatul), care se
izomerizeaza reversibil la 2-butenil-3-metilpirofosfat (dimetilalilpirofosfat) in
prezenta unei izopentenilpirofosfatizomeraze:

O-SCoA . . CO—SCoA CH,OH
acetoacetiicoenzima 2NADPH
o, _sCoASHy gg LCoASH ~ CH, “yr  ZNADP GH,
3 J— —
CO—SCoA H,C—C—OH %L H,C—C—OH —=
acetilcoenzima A (IIH3 CH, 0ASH (I;H2
CO—SCoA COOH COOH
acid mevalonic
CHZO—P—P
E z ADP+P CHZO —P=p ?Hzo—P—P o
C —p LL» CH |
HBC O -CO,, H ,0 /C I P= (O)IP —OH
H,C \CHZ he C\CHs S
3
L SO0H 3-mefil-3-butenil 3-metil-2-butenil
:i(il(()jfgs_;gg%g/alonic pirofostat pirofosfat

(izopentenil pirofosfat)
Figura 1.4. - Formarea izopentenil pirofosfatului

Acesti izomeri condenseaza in sistemul cap-coada cu formarea unui dimer
de 10 atomi de carbon, de la care se obtine toata grupa de monoterpenoide. Prin
condensarea in continuare a moleculelor de izopentenilpirofosfat se obtin precursorii
si pentru celelalte grupe de terpenoide.
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N CHZO_P—P
)\/CHzo_P_P * )‘\/CHZO_P_P -

2-butenil-3-metilpirofosfat ~ 3-butenil-3-metilpirofosfat

geranilpirofosfat C |,

~_CH,0—P—P

. )}\/CHZO—P—P —_—

3-butenil-3-metilpirofosfat

geranilpirofosfat C |,

farnesilpirofosfat C

7
+ )L/CH O—P—P__,
’ ﬁ/\/\/\/\/CHZ%PP

3-butenil-3-metilpirofosfat
CH,O—P—P geranilpirofosfat C

farnesilpirofosfat C

Z ~—-CH,0—P—P
CH,0—P—p * —_—

geranilpirofosfat C

geranilpirofosfat C ||

N B e e N W N U e N

licopen C

Figura 1.5. - Condensarea izopentenil pirofosfatului in biosinteza terpenoidelor

Monoterpenoidele aciclice reprezinta o parte importanta a uleiurilor volatile,
iar pentru biosinteza o schema exemplificatoare este cea de obtinere a geraniolului
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17 Biosinteza compusilor terpenici in plante

si nerolului. Pentru formarea celor doua molecule o importanta deosebita o prezinta
pozitia stericd a celor doi reactanti izopentenilici; se obtine fie geranilpirofosfatul, fie
nerilpirofosfatul, doi izomeri geometrici.

CH,0—P—P

\—CH,0—P—P CHO0—P—P "

N
P—P—CHO_ H e H + P—P—CHO_ H
J\ ‘ 3 CH,0—P —P

geranilpirofosfat

/ nerilpirofosfat
PP.

P

CH,OH
N ~ M
‘ H CH,OH
geraniol (trans) nerol (cis)

Figura 1.6. - Biosinteza geraniolului si nerolului

in figura 1.7. este prezentatda calea de biosinteza a linaloolului, un alt
reprezentant al monoterpenoidelor aciclice.

H 0 0 o—P—P
o H |l H
CHO—P—P — > [ O 0 -—p—0—P—OH
S "o T
| OH OH
OH OH
— | ~ |
| "
linalil pirofosfat linalool

Figura 1.7. - Biosinteza linaloolului [6]

Monoterpenoidele ciclice au drept precursor al biosintezei tot geranil- sau
nerilpirofosfatul. De exemplu, biosinteza limonenului poate fi explicata de aparitia ca
intermediar a unui carbocation ciclic.
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oPP

geranil difosfat

M2+
PP,

(3S)-(cis) linalil difosfat

L

X

alfa-terpinil cation

PP,

(-)-limonen

Figura 1.8. - Biosinteza limonenului [1]

BUPT



19 Biosinteza compusilor terpenici in plante

Pornind de la cationul aciclic sau ciclic se pot obtine si monoterpenoidele ciclice.

2 H
CH,0 —p —P —

nerilpirofosfat

4 O

A - caren silvestren

Figura 1.9. - Ciclizarea nerilpirofosfatului [6]

Xx—H H
OX. OX.
CHO—P—P — —>-|-r — —
+

nerilpirofosfat
limonen carveo carvona

Figura 1.10. - Biosinteza carvonei

1,8-Cineolul (2) si 1,4-cineolul (3), sunt utilizati in domeniul farmaceutic dar
si in industria alimentara (aromatizanti). Cei doi compusi au fost sintetizati prin
izomerizarea a-terpineolului (figura 1.11). In sistemele omogene si heterogene s-a
utilizat acidul dodecatungstofosforic (H3PW1,040) ca si catalizator.
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+ +
H _H_ B
e ——— =
-H -H
+
-

limonene o-terpinene +terpinene
4 HQD Hgo 5 6
-H'
-H'
—_—
.-‘—
-H H*
OH
a-terpineol 1,8-cinecle
1 I I 2
e
1, 4-cineole
3

Figura 1.11. - Sinteza 1,8-cineolului si 1,4-cineolului [7]

Biosinteza compusilor din cea de-a doua clasa de terpenoide,
sesquiterpenoidele, utilizeaza geranilpirofosfatul rezultat prin condensarea 3-butenil-
3-metilpirofosfatului  cu  2-butenil-3-metilpirofosfatul, care condenseaza in
continuare cu o noua moleculd de 2- sau 3-butenil-3-metilpirofosfat, condugénd la
farnesilpirofosfat - baza de pornire in biosinteza multor sesquiterpenoide. Intr-un
mod asemanadtor se obtine si izomerul acestuia, nerolidilpirofosfatul. Biosinteza
humulenei, cariofilenei, curcumenului, cedrenului si a altor sesquiterpenoide mai
importante sunt prezentate in figura 1.12.
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21 Biosinteza compusilor terpenici in plante

(+)-nerolidol B-elemol
P @%

B-elemen

a-farnesen biciclo- germacren

e

B-humulen B-cariofilen bicicloelemen spathulenol

Figura 1.12. - Biosinteza sesquiterpenelor ciclice din 2-trans-6-trans-farnesilpirofosfat
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B-bisabolen a, B-copaen
jE ; ?OH
a-cadinol B-cubeben
[ jij oH l E{
(+)-curcumen (+)-cedrol (+)-B-cedren

Figura 1.13. - Biosinteza sesquiterpenoidelor ciclice din 2-cis-6-trans-farnesilpirofosfat [6]

in acelasi mod se realizeaza si biosinteza diterpenelor prin condensarea a
doua molecule de geranilpirofosfat, cu obtinerea geranilgeranilpirofosfatului, ce
conduce la fitol prin dehidrogenare, sau la vitamina A prin ciclizare partiala.

Condensarea a doua molecule de farnesilpirofosfat conduce la obtinerea
squalenului, o triterpena, iar prin ciclizari ale acestuia rezulta sterolii. Mergand mai
departe cu condensarea rezultd tetraterpenoide si apoi politerpenoide.

In continuare sunt prezentate cateva scheme generale de obtinere prin
sintezd totald sau semisintezd (din compusi naturali) a principalilor odoranti-
aromatizanti terpenici sau neterpenici.
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Figura 1.14. - Semisinteza unor compusi odoranti pornind de la pineni [6]
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I. 3. Rolul compusilor terpenoidici in plante
I.3.1. Activitatea antioxidanta a compusilor terpenoidici

Un interes deosebit il manifesta cuantificarea antioxidantilor si determinarea
capacitatii antioxidante pentru compusi aplicati in diverse domenii. Aplicatiile
antioxidantiilor sunt foarte diversificate in domeniul industrial pentru a preveni
degradarea oxidativa a polimerilor, autooxidarea lipidelor, decolorarea pigmentilor
naturali si sintetici, s.a.

Studiile aratd ca antioxidantii au un rol insemnat si in blocarea stresului
oxidativ ce poate cauza ateroscleroza, diabetul, inflamatiile cronice, probleme
neurodegenerative si cateva tipuri de cancer. Antioxidantii naturali, in particular din
fructe si legume, au castigat un interes insemnat in cazul consumatorilor si a
comunitatii stiintifice deoarece, conform studiile epidemiologice, consumarea
frecventa a antioxidantilor naturali este asociata cu un risc scazut de boli
cardiovasculare si cancer. Efectele defensive a antioxidantilor naturali din fructe si
legume sunt in legatura cu trei grupe majore: vitamine, fenoli si carotenoide. Acidul
ascorbic si fenolii sunt cunoscuti ca antioxidanti hidrofilici in timp ce carotenoidele
sunt antioxidanti lipofilici [8].

In industria alimentara, antioxidantii sunt definiti ca acele substante care in
concentratii mici (in organisme umane cu functii fiziologice normale) sunt capabile
sa previna sau sa scada efectele adverse ale compusilor reactivi, cum sunt compusii
reactivi cu oxigen sau cu azot (ROS/RNS). Nu toti reducatorii implicati intr-o reactie
chimica sunt antioxidanti ci doar acei compusi care sunt capabili sa protejeze
componentul tinta de oxidare.

In general, antioxidantii sunt definiti ca substante care in concentratii mici
pot intarzia sau preveni oxidarea substratelor oxidabile.

Mecanismele antioxidante prezinta urmatoarele caracteristici: (1) sunt
bariere fizice de prevenire a ROS, de generare sau de acces la importante sit-uri
biologice ca de exemplu filtre UV, membrane celulare; (2) sunt compusi chimici care
~absorb” energie si electroni, ROS de revenire, cum sunt: carotenoidele,
antocianidinele; (3) sunt sisteme catalitice ce neutralizeaza sau disperseaza ROS, de
exemplu enzimele antioxidante superoxid dismutaza, catalaza si glutation
peroxidaza; (4) produc inactivarea ionilor metalici pentru a preveni generarea ROS,
ca de exemplu feritina, ceruloplasmina, catechinele si (5) sunt antioxidanti de
fragmentare a moleculei ce elimind si distrug ROS, cum sunt acidul ascorbic
(vitamina C), tocoferolii (vitamina E), acidul uric, glutationul, flavonoidele.

In literatura au fost testate multe metode si s-au discutat avantajele si
limitele acestora. Pentru estimarea eficientei antioxidantilor sintetici sau naturali, se
remarca si metoda FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power assay) si metoda
bazata pe generarea si captarea de radicali DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) [9].
Se pare ca nu s-a ajuns la descrierea celei mai bune metode care face referire la
capacitatea antioxidanta totald si care sa inlature si urmatoarele probleme:
determinarea numai a antioxidantilor hidrofili, stabilirea finalului reactiei,
sensibilitatea initiatorilor sau a probelor, posibila interferenta intre componentele
probelor alimentare sau biologice si utilizarea standardelor care pot cauza dificultati
in compararea rezultatelor.

Activitatea antioxidanta si capacitatea antioxidantd sunt termeni care se
interpun, desi au sensuri diferite [10]. ,Activitatea” ar fi lipsita de sens daca nu se
jau 1n considerare presiunea si temperatura. Capacitatea antioxidantda ofera
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25 Rolul compusilor terpenoidici in plante

informatii despre durata, in timp ce activitatea antioxidanta descrie startul actiunii
antioxidante. Capacitatea antioxidantd in domeniile alimentar si biologic este
afectatd de mai multi factori, factori ce includ proprietdtile de diferentiere a
antioxidantilor din fazele apoase si lipidice, conditile de oxidare si starea fizica a
substratului oxidabil [11]. De exemplu, protectia antioxidanta se modifica
semnificativ in functie de substratul folosit. Cand este utilizatda emulsie de acid
linoleic, ca substrat, a-tocoferolul prezintda o mai buna protectie in comparatie cu
Trolox (acid 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilic).

Un antioxidant poate impiedica reactiile radicalice prin eliminarea ROS/RNS
si se numeste antioxidant primar de rupere a legaturii sau eliminator de radical liber
(FRS). Sau, un antioxidant poate inhiba reactiile de oxidare si este denumit
antioxidant secundar sau preventiv. Prezenta in cantitdti mici a antioxidantilor
primari poate intarzia sau inhiba radicalii liberi, iar radicalii peroxil sau alcoxil vor
impiedica initializarea si propagarea reactiilor. Acesti antioxidanti sunt capabili sa
primeasca radicali peroxil (LOO-) sau alcoxil (LO-) pentru oxidarea speciilor lipidice,
conform reactiei:

LOO:- sau LO- + FRS — LOOH sau LOH +FRS-

Eficienta antioxidantului este dependenta de abilitatea FRS de a dona un
hidrogen radicalului liber. Abilitatea unui FRS de a dona hidrogen unui radical liber
depinde de potentialul reducator al unui electron. Potentialul reducator al unui FRS
trebuie sa fie mai mic de 600mV si corespunde potentialului reducator al acizilor
grasi polinesaturati care intalnesc un antioxidant.

Antioxidantii de prevenire (superoxid dismutaza, catalaza si peroxidaza)
impiedica formarea radicalilor. Exista multe cai de prevenire a oxidarii, cai ce includ
chelarea metalelor, desactivarea oxigenului singlet, detoxifierea enzimatica ROS,
filtrarea UV, inhibarea enzimelor prooxidante, prin cofactorii enzimatici antioxidanti,
s.a [12]. Chelatorii metalelor sunt antioxidanti preventivi prin complexarea cu ionii
metalelor tranzitionale, respectiv sunt intarziate reactiile de initiere a reactiilor
catalizate de metalele respective si descompunerea hidroperoxizilor lipidici. Alte
mecanisme antioxidante includ: eliminarea oxigenului singlet, inlaturarea oxigenului
si blocarea efectelor prooxidante prin legarea unor proteine ce contin metale
catalitice [11,13].

I.3.1.1. Metoda bazata pe generarea si captarea de radicali
DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

Molecula de DPPH este un radical liber, stabil datorita delocalizarii
electronilor din moleculd. Delocalizarea provoaca o modificare a culorii in violet cu
maximul de absorbtie la 520nm. Cand o solutie de DPPH reactioneaza cu un
antioxidant care poate dona un proton se obtine o forma stabila a DPPH-ului cu
virarea coloratiei de la violet la galben-pal [7]. Daca notam radicalul DPPH cu Z e si
molecula donoare de proton cu AH, prima reactie poate fi de forma:

Z® + AH =ZH + Ae

unde ZH - este forma redusa, iar Ae® - este radicalul liber format prin intermediul
acestei reactii.
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Q0 SWe

N
IL + RH "\IH + R
ON NO, ON NO,
NO, NO,
difenil picrilhidrazil (radical liber) difenilpicrilhidrazina

[14]

Metodele ce utilizeaza ABTS-ul (acid 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonic)) sau DPPH-ul (1,1-difenil-2-picrilhidrazil) ca si captatori de radicali
(scavenging) sunt metode spectrofotometrice folosite pentru determinarea
capacitatii antioxidante pentru produse alimentare (sucuri, vinuri, infuzii de plante)
[15] si compusi chimici. Acesti radicali cromogeni liberi si stabili (radicalul violet de
DPPH si radicalul anionic albastru-verzui de ABTS) sunt relativ accesibili, prezinta o
sensibilitate ridicata si permit analizarea unui numar mare de probe in timp relativ
scurt [8].

Radicalul DPPH este un radical organic al azotului si are culoarea puternic
purpurie. Este disponibil in comert si nu trebuie sa fie generat anterior
experimentului. Aceasta metoda presupune reducerea radicalului cromogen purpuriu
de catre compusii antioxidanti/reducatori la hidrazina corespunzatoare, de culoare
galben-pal. Capacitatea reducatoare a antioxidantilor fata de DPPH, poate fi
evaluata prin rezonanta spinului electronic sau prin monitorizarea scaderii
absorbantei la 515-528nm, pana cand absorbanta ramane stabilda in mediile
organice. Procentul de DPPH (%DPPH,smas) ramas este calculat dupa cum urmeaza:

ramas

[DPPH].,

[DPPH]

%DPPH =100 x

ramas

%DPPH, 32 este proportional cu concentratia antioxidantului, iar concentratia ce
duce la scaderea concentratiei initiale de DPPH cu 50%, este definita ca fiind ECsp.
Timpul necesar atingerii starii finale, cu ECs, este definit ca fiind Tgcso.

Pe baza valorilor Tgcsg, comportamentul cinetic al antioxidantului este
clasificat dupa cum urmeaza: <5min (rapid), 5-30min (intermediar) si >30min
(lent).

Un parametru similar si nou este ,eficacitatea de inlaturare a radicalului
(RSE)”, care combina activitatea de inlaturare in functie de cantitatea de radicali
anihilati si rata initiald de inldturare. RSE este calculat ca fiind raportul dintre rata
initiala de findepartare (obtinuta pe durata primului minut) si valoarea ECs.
Principala limitare a determinarii este aceea ca procentul de radical eliminat este
dependent de concentratia initiala a radicalului DPPH.
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Avantaje

Metoda cu DPPH este simpla si rapida din punct de vedere tehnic si necesita
un spectrofotometru de UV-VIS, motiv ce explica utilizarea la scara larga, in
determinarea capacitatii antioxidante.

Dezavantaje

Exista cateva impedimente care limiteaza aplicarea acestei metode. DPPH-ul
poate fi dizolvat doar in medii organice (in special in medii alcoolice) si nu in medii
apoase, ceea ce constituie o limitare importanta fin interpretarea rolului
antioxidantilor hidrofilici. Desi utilizatd la scard largd pentru madsurarea si
compararea starii antioxidante a compusilor fenolici si probelor din alimente,
evaluarea capacitatii antioxidante in functie de modificarile absorbantei DPPH-ului ar
trebui apreciata cu atentie, din moment ce absorbanta radicalului DPPH la 517nm
dupa reactia cu un antioxidant este influentata de lumina [16], oxigen si tipul de
solvent. S-a concluzionat ca peste o anumita limita a continutului de apa in solvent,
capacitatea antioxidanta a scazut, deoarece o parte din DPPH coaguleaza si nu este
accesibil cu usurinta reactiei cu antioxidantii [17].

La inceput, s-a crezut cd metoda DPPH era o reactie cu transfer de hidrogen,
fnsd studii recente au dovedit contrariul [10]. Transferul initial de electroni, etapa
determinanta a vitezei de reactie, survine foarte repede, in schimb transferul
ulterior de hidrogen, are loc foarte lent si depinde de solventul neutru ce accepta
legatura de hidrogen, ca de exemplu metanolul si etanolul. In plus impuritatile
bazice si acide din solvent pot influenta echilibrul de ionizare al fenolilor
determinand o reducere sau o accelerare a constantelor vitezei masurate [10, 13].

1.3.1.2. Metoda decolorarii cationului ABTS*

Conform acestei metode se adauga un antioxidant la solutia radicalului
preformat al acidului 2,2 -azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonic) ABTS si dupa o
perioada fixd de timp cantitatea rdmasd de ABTS™*, cromofor albastru/verde, este
cuantificata spectrofotometric la 734nm [18]. Marimea (extensia) depolarizarii este
calculata ca procent din absorbanta redusa. Metoda necesita trasarea unei curbe de
etalonare pentru domeniul de concentratie al ABTS* intre 0,033-0,33mM.

Concentratia ABTS'™ (in mM) in reactie este calculatd din curba de calibrare
cu relatia:

Absorbanta (Ay3s) = 2,5905% [ ABTS*]
iar capacitatea de captare a radicalilor pentru compusii testati cu formula:

Captarea ABTS™* (%) = (1-mx100)
734-C
unde: As34.5 reprezinta absorbanta probei de control lipsita de captatori de radicali;
A734.c reprezintd absorbanta ABTS'* ramas in prezenta captatorului.
Una dintre metodele cele mai folosite de determinare a activitatii
antioxidante a extractelor vegetale, metoda poate fi aplicata atat pentru compusii
hidrofili cat si pentru cei lipofili.
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I1.3.1.3. Metoda FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power
assay)

Metoda FRAP se bazeaza pe capacitatea de a reduce complexul galben feric
tripiridiltriazina (Fe(III)-TPTZ) la complexul albastru feros (Fe(II)-TPTZ) prin
actiunea antioxidantilor donori de electroni. Culoarea albastra rezultata, determinata
spectrofotometric la 593nm nu este consideratd ca fiind liniard comparativ cu
capacitatea reducatoare totala a antioxidantilor donori de electroni. Sarea ferica este
utilizata ca si un oxidant, iar potentialul sau redox (<0,70V) este comparabil cu cel
al ABTS-ului (0,68V). Prin urmare, in mod esential, nu exista o mare diferenta intre
metoda TEAC si metoda FRAP, cu exceptia faptului ca, metoda TEAC se realizeaza la
un pH neutru, pe cand metoda FRAP necesita conditii acide (valoare scazuta a pH-
ului nonfiziologic pH=3,6), pentru a metine solubilitatea fierului. O unitate FRAP este
definita ca fiind reducerea unui mol de Fe(III) la Fe(II).

I1.3.1.4. Metoda potentialului antioxidant total utilizand Cu(II)
ca antioxidant (7otal Antioxidant Potential Assay Using Cu(Il) as an
Oxidant)

Metoda este bazatd pe reducerea Cu(II) la Cu(I), de catre reducatorul
(antioxidantul) prezent in proba. In varianta initiala, batocuproina (2,9-dimetil-4,7-
difenil-1,10-fenantrolina)

oM, B o CHy |
NT ) N
H,C /N = CHs + oo H,C /N = C.H,
N NN
C6H5 C6H5

formeaza cu Cu(I) un complex 2:1, un cromofor cu absorbanta maxima la 490nm.

Metoda CUPRAC [21] foloseste ca oxidant cromogen reactivul neocuproina
Cu(II). Aceasta implica amestecarea solutiei antioxidantului (direct sau dupa
hidroliza acida) cu solutie de CuCl,, neocuproina si acetat de amoniu la pH 7 si
masurarea absorbantei la 450nm, dupa 30 minute.

Pentru a-si manifesta intreaga capacitate antioxidanta, glicozidele
flavonoidice trebuie hidrolizate la agliconii lor corespunzatori. Pentru antioxidantii
care reactioneaza cu vitezd mai mica este necesara cresterea temperaturii de
incubare in vederea oxidarii lor complete cu reactivul CUPRAC.

Avantaje

Valorile CUPRAC sunt comparabile cu valorile TEAC pentru polifenoli, intrucat
valorile FRAP sunt in mod considerabil mai mici. Datoritda potentialului redox mai mic
al reactivului CUPRAC, zaharurile reducatoare si acidul citric - care nu sunt
antioxidanti adevarati, insa sunt substraturi oxidabile in alte metode similare, de
exemplu in metoda FRAP - nu sunt oxidate cu reactivul CUPRAC. In acelasi timp,
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potentialul redox scazut imbunatateste ciclul redox, astfel incat reducerea cuprului
poate fi un indicator si mai sensibil al activitatii peroxidante a antioxidantilor.
Alte avantaje ale metodei CUPRAC fata de alte metode similare sunt:

a) reactivul CUPRAC este suficient de rapid pentru a oxida antioxidanti de tipul
tiolilor, precum glutationul;

b) reactivul este mai stabil si mai accesibil decat alti reactivi cromogeni (de
exemplu, ABTS; DPPH);

c) este implicat usor si in mod divers in laboratoarele unde se efectueaza teste
de rutina;

d) curbele absorbantei versus curbele concentratiei, sunt liniare pe un interval
larg, spre deosebire de cele ale altor metode in urma carora se obtin curbe
polinomiale

e) reactia redox, in urma careia rezulta solutii colorate, se efectueaza la pH
neutru, spre deosebire de conditiile acide ale metodei FRAP (pH=3,6) sau
conditiile bazice ale metodei Folin-Ciocalteu (pH=10);

f) metoda poate masura concomitent antioxidantii hidrofili si lipofili (spre
deosebire de FCR sau DPPH.

Metoda CUPRAC poate fi realizata in cateva minute pentru acidul ascorbic, acidul
uric, acidul galic si quercetind, insa necesita 30-60minute pentru moleculele
complexe.

Dezavantaje

Metodele de reducere a cuprului prezinta probleme similare cu un amestec
complex de antioxidanti, in ceea ce priveste selectarea unui timp de analiza adecvat
[13].

I1.3.1.5. Metoda care determina inhibarea autooxidarii induse
a lipidelor

Aceasta metoda induce artificial autooxidarea acidului linoleic, a particulelor
LDL (lipide cu densitate joasa) sau a proteinelor serice, fard o izolare prealabila a
particulelor LDL. Se realizeaza, fie printr-un element de tranzitie, cum ar fi Cu(Il),
fie prin descompunerea termica a AAPH (2,2-azobis(2amidinopropane)). AAPH este
un initiator ROO " solubil in apa si peroxideaza componentele lipidice prin formarea
dienelor conjugate, determinate spectrofotometric la 234nm. Utilizarea AAPH-ului ca
generator al radicalului peroxil, se prefera, in defavoarea Cu(II), deoarece acesta
prezinta o asemanare cu reactiile oxidative din sistemele biologice [17]. Practic, trei
mecanisme sunt implicate in activitatea antioxidantd a LDL: activitatea impotriva
radicalilor liberi, legarea la situri critice pe LDL si chelarea metalului. In general,
oxidarea in vitro a LDL, a fost utilizata in mod eficient in mai multe cercetari, pentru
a caracteriza capacitatea antioxidanta a unui numar de produse fitochimice.

I.3.1.6. Metoda cu chemiluminescenta

Principiul general al acestor metode se bazeaza pe capacitatea luminolului si
a compusilor asemanatori, de a emite lumina sub actiunea radicalilor liberi
(chemiluminescentda, CL) [20]. Aceasta reactie produce o emisie de lumina cu
intensitate redusd, care se poate descompune rapid. Adaugarea p-iodofenolului
ofera o emisie mai intensa, prelungitd si stabild, a luminii. Emisia luminii este
perturbata de antioxidanti, dar va fi restabilita atunci cand toti antioxidantii adaugati
au fost epuizati. Surse oxidante de radicali peroxil, includ enzima peroxidaza din
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hrean si H,0,-hemina. Luminolul este cel mai utilizat compus marker, la scara larga,
pentru a capta antioxidantii si pentru a converti emisiile slabe in emisii stabile,
prelungite.

Adaugarea antioxidantului probei, aduce o faza lag CL (intervalul de timp in
care emisia CL nu a fost monitorizata). Amploarea fazei lag (faza de latenta) a fost
direct legata de concentratia antioxidantului sau rezulta la scaderea emisiei CL,
exprimata ca procent de inhibare [18].

I1.3.1.7. Metoda cu fotochemiluminescenta

Aceasta metodd presupune generarea fotochimicd a radicalilor liberi
.
superoxid O2 , combinat cu detectarea CL. Excitatia optica a unui fotosensibilizator,
are ca rezultat generarea radicalului superoxid. Radicalii liberi sunt monitorizati cu
un reactiv CL. Luminolul se comporta ca un fotosensibilizator, precum si ca un
reactiv de detectare a radicalului oxidic.

I.3.1.8. Metoda capacitatii oxidante totale

Metoda TOSC se bazeaza pe oxidarea acidului a-ceto-y-metilbutiric (KMBA)
la etilend, prin radicali peroxil furnizati catre AAPH. Capacitatea antioxidanta a unei
molecule este cuantificata prin capacitatea sa de a inhiba formarea etilenei in
comparatie cu o proba etalon. Durata formarii etilenei este urmarita gaz
cromatografic (GC) headspace [21].

Abordarea pentru cuantificarea capacitatii antioxidante este bazatda pe
suprafata curbei ce reprezinta inhibarea formarii etilenei, ca o functie de timp si care
poate fi pana la 300 minute.

Aceasta metoda evidentiaza o problema importanta in ceea ce priveste
posibilitatea de a evalua antioxidanti diferiti, din diferite surse biologice relevante,
radicali peroxil, radicali hidroxil, generati din reactia fierului si ascorbatului, precum
si peroxinitritul obtinut din 3-morfolinozidnonimind N-etilcarbamida [21]. De
exemplu, glutationul redus era un agent eficient de inlaturare a radicalilor peroxil,
insa un agent relativ slab de inlaturare a radicalilor hidroxil si peroxinitril. Acidul
uric, Trolox-ul si acidul ascorbic au fost agenti de inlaturare comparabili, pentru
radicalii peroxil si peroxinitric. Metoda TOSC este utila si robusta, in ceea ce priveste
diferentierea reactivitatii unor oxidanti si capacitatea relativa a antioxidantilor de a
inlatura acesti oxidanti [21].

I.4. Chimia terpenelor
I.4.1. Structura chimica, clasificare si proprietati

Terpenoidele pot fi impartite in cinci grupe principale (figura 1.14): (1)
monoterpene bi- si triciclice - Cj;oHie (camfene, a-fencene, triciclen, etc.); (2)
monoterpene alcoolice biciclice - CioHi130 (isomerii borneolului, fencholi, hidratii
camfenului, etc.); (3) p-mentadiene monociclice - C;oH;6 (limonen, terpinolen, a- si
y-terpineni, etc.); (4) p-mentenoli monociclici - CioH10 (izomerii a-, B- si y-
terpineoli, 4-terpineoli, etc.); si (5) p-mentadioli monociclici - C1oH200, (1,8- si 1,4~
terpine, etc.).
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Figura 1.15. - Reprezentarea simplificata a reactiilor de hidratare si izomerizare ale
a-pinen-ului (1 - a-pinen; 2 - terpinolen; 3 - limonen; 4 - B-terpineol; 5 - pinan-2-ol;
6 - a-terpineol; 7 - 1,8-terpin) [22]

Monoterpenoide monociclice
Hidrocarburi
Compusii din aceasta clasa contin acelasi schelet ca p-cimenul (p-metil-

izopropil benzenul) sau ca p-mentanul (1-metil-4-izo-propilciclohexanul). p-
Mentanul serveste ca baza a nomenclaturii monoterpenoidelor monociclice.

CH, H,C, H !
Hﬁ/c\\(l)H H2<|3/C\$Hz 6 " )
HC\C _CH HZC\C:CHZ 5 3

| | H 8
H,C H Y CH, H7H CH, >0
cumen CyoH,, p-mentan C,,Hy, nuprggirt(i)i;[g:ea

Terpenii monociclici din natura au toti formula CyoHi6 Si sunt mentadiene.
Sunt posibile 14 mentadiene dintre care se intdlnesc in lumea vegetald sapte
compusi iar cel de-al optulea (B-terpinenul) insoteste probabil intotdeauna a-
terpinenul.
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R 22 g
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a-felandren p-felandren terpinolen
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(+) Limonenul impreuna cu pinenul (monoterpenoid biciclic) sunt printre
terpenii cei mai raspanditi. Se izoleaza din uleiul de coji de portocale si lamai, din
uleiul de bergamot, de chimen, de telind. (-) Limonenul se gaseste in uleiul de ace
de brad si de molid, uleiul de menta ruseasca si in unele uleiuri de terebentina, iar
(+) limonenul (numit si dipenten) in uleiul de camfor, de bergamot, etc. Cei doi
izomeri, optic activi, au miros de lamaie [23].

D-limonenul este o monoterpena naturald ce prezinta, conform studiilor
preclinice, o pronuntata activitate chemoterapeutica si o toxicitate minima. Un
studiu clinic al pacientilor cu o faza avansata a cancerului la san a inceput cu faza I
ce face referire la toxicitate, doza maxima tolerata si farmacocinetica, urmata de o
evaluare a fazei II.

Interesul cu privire la acest compus, considerat ca fiind un potential agent
chemoterapic in cancer, a fost stimulat printr-o pronuntatd eficacitate
chemopreventiva si chemoterapeutica in tumoarea spontana si carcinogena indusa
la animale de laborator cu o toxicitate extrem de micd. Administrarea in dietd a D-
limonenului a dus la cresterea latentei tumorii in etapa progresiva. Cu N-metil-N-
nitrozuree (NMU) a fost indusa la sobolani tumorigeneza, iar in etapele de initiere si
de progres cu 7,12-dimetilbenz-(a)antracen (DMBA) s-a indus carcinogeneza. La
sobolanii la care s-au folosit carcinoamele NMU si DMBA si la care li s-au administrat
apoi 10% D-limonen in dietd, s-a constatat un regres al tumorii de 80%; la
majoritatea subiectilor regresiile sunt complete si toxicitatea este minima.

La subiectii umani si alte cateva specii de mamifere, pe cale orala D-
limonenul este complet absorbit si sufera biotransformare in metaboliti activi.
Metabolitii predominanti de circulare, acidul perilic, dihidroperilic si limonen-1,2-diol,
folositi ca inhibitori ai proliferarii celulare, au un potential farmacologic mai mare in
vitro decat compusul principal.

D-limonenul prezintd o toxicitate mica dupd doze repetitive administrate
timp de 1 an la pacientii cu forma avansata de cancer [24].

D-limonenul este o monoterpena si anume ca geranil-pirofosfat ce poate fi
gasit in coaja de portocala si in alte uleiuri esentiale de plante. Este unul dintre
putinii compusi cunoscuti care are atat activitate antitumorala in vivo cat si de

2,8-mentadiena
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inhibare a proteinei izoprenilate. D-limonenul prezinta activitate chemopreventiva in
cazul tumorilor la ficat si plamani induse chimic la sobolani.

Terpena, limonen, este preponderent o sursa din interiorul plantelor, iar
concentratii mari pot fi obtinute in absenta oxidantilor [25, 26].

Prezenta antioxidantului, D-limonen (58%) in frunzele de P. tomentosa
poate oferi o explicatie in ceea ce priveste proprietatea hepatoprotectoare a
extractului.

Limonenul este consumat in mod predominant ca ingredient prin intermediul
alimentelor traditionale, cum sunt: citricele, morcovii, cafeaua, portocalele si
condimentul nucsoara. Investigatile cu privire la activitdtile biologice ale D-
limonenului au atribuit o proprietate antioxidanta compusului. D-limonenul este
cunoscut prin faptul ca@ induce glutationa (faza II de detoxificare) in ficatul
sobolanilor.

Efectul de protejare al enzimelor mitocondriale poate fi atribuit prezentei
limonenului din moment ce acesta induce activitatea glutation peroxidazei si
protejeaza impotriva formarii radicalilor liberi [27].

Limonenul este considerat ca stabilizator al compusilor de aroma: citralul si
aldehida cinamica. Limonenul este folosit in numeroase sinteze, printre care si
sinteza compusilor biologici activi, impreuna repelenti impotriva téntarilor [28].

a-Terpinenul se gaseste amestecat cu y-terpinen si poate cu putin B-
terpinen, in unele uleiuri eterice (maghiran, coriandru). Amestecul celor doi
terpineni, a si y se poate obtine si prin semisinteza din alti terpeni. Terpinenii nu
contin atomi de carbon asimetrici, deci nu sunt optic activi.

a-Felandrenul dextrogir a fost izolat din uleiul de molurd (Foeniculum
vulgare) iar a-felandrenul levogir se gaseste in uleiul de Eucalyptus amigdalina. B-
Felandrenul, in forma dextrogird, a fost gasit in uleiul de mararas (Phellandrium
aquaticum).

2,8-Mentadiena a fost izolata in stare impura din uleiul de Chenopodium
ambrosidioides.

Monoterpenii ciclici sunt lichide, cu indice de refratie ridicat; unii au
activitate optica.

Mentadienele au proprietatile chimice ale hidrocarburilor nesaturate
aditionand hidrogen, halogen, acizi halogenati, apa, etc. Reactiile de aditie pot avea
loc la ambele duble legaturi. In cazul limonenului, cdnd este atacatd o singurd dubl3
legaturd, aceasta este cea extraciclica. De asemenea si hidrogenarea se produce
selectiv in functie de catalizator. In medii slab acide are loc izomerizarea
mentadienelor ca urmare a migrarii dublei legaturi.

Limonenul, mircenul, &-cadinenul, farnesenul, B-cariofilenul si farnesenul au
activitate antitumorala si unele dintre ele sunt utilizate in chemoterapie. Limonenul,
mircenul, y-terpinenul, p-cimenul si a-pinenul prezinta activitate antioxidanta
[30,31]. Limonenul inhiba activitatea acetilcolinesterazei, proliferarea celulelor
canceroase [31]. B-Felandrenul este un insecticid natural. Compusii cu schelet
cadinan prezinta activitate antifungica. Prezenta terpinen-4-olului determind un
efect cardiovascular, activitate antiulceroasa Si inhibarea activitatii
acetilcolinesterazei [30,31]. S-a afirmat ca activitate antifungica dezvoltata de uleiul
esential din frunze aciculare de Juniperus oxycedrus se datoreaza prezentei d-3-
carenului. De asemenea, acesta este implicat si in inlaturarea patogenilor din
produsele alimentare respectiv a microorganismelor daunatoare [32].
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Figura 1.16. - Structura moleculara a perechilor enantiomere a unor monoterpene chirale
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29T

or-terpineol P-terpineol terpineol-(1) terpineol-(4) piperitol

Principalii reprezentanti ai alcoolilor, aldehidelor din grupa
monoterpenoidelor monociclice sunt: a-terpineolul, terpinul, mentolul si
mentona. A

Mentolul. In natura se gdseste numai mentolul levogir. Acesta este
componenta principald a uleiului de izma (Menta piperita) din care se izoleaza prin
cristalizare, pe scara mare dat fiind necesarul pentru industria farmaceutica (anestezic
si antiseptic local) si cosmeticd (pasta de dinti). (-) Mentolul formeaza cristale cu
p.f.=43°C. Prin oxidare cu acid cromic, (-) mentolul trece intr-o cetond (-) mentona.
Se poate obtine si prin sinteza, prin hidrogenarea catalitica a timolului cand se
obtine un amestec de mentoli diasteroizomeri:

3H,
Ni
OH OH

timol mentol
Mentolul are proprietatile chimice ale alcoolilor secundari; se oxideaza la
mentond, formeaza esteri. Inelul ciclohexanic al mentolului are configuratie scaun cu
substituentii orientati ecuatorial:

a-Terpineolul este un alcool cu miros puternic de liliac (folosit in
parfumerie). A fost obtinut prin sinteza dien din izopren si metil-vinil-cetona.

OH

ternineo)-[4)

Terpinenul, 1,8-terpinenul, 1,8-dihidroximentanul este un glicol ce
poate exista sub forma a doi izomeri, dintre care izomerul cis este cel mai stabil
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datorita legaturii de hidrogen intramoleculare. Se obtin industrial prin tratarea
pinenului sau direct a uleiului de terebentina, cu acizi si aditie de apa.

H,C oH H3C\C/CH3
HoH ~OH
OH N LCH,
- C H H
H3C/C\CH3 HO— o™ ~cH, HO
(2), cis-terpin (E), trans-terpin

Terpinenul este utilizat ca fluidificator al secretiei bronhice.
Prin deshidratarea cis-terpinenului rezultd un eter ciclic, eucaliptolul care
determina adoptarea conformatiei baie de catre inelul ciclohexanic:

H.C ?H3
¥“>c—o
H CH, o
H H
H H

eucaliptol, cineol, 1,8-cineol

Ca toti eterii, eucaliptolul, care se extrage din uleiul de eucalipt este inert
chimic, dar formeaza saruri de oxoniu cu acizii minerali. Se foloseste ca antiseptic.

Cetone din grupa monoterpenoidelor monociclice

Cea mai cunoscuta cetona monoterpenoidd monociclicda este mentona
Ci10H180 care in forma levogira se gaseste alaturi de (-) mentol si de limonen, in
uleiurile de izma (menta) de diverse proveniente.

mentona

Reprezentantii cetonelor cu o singura dubla legatura, CioH;0 sunt
urmatorii:
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A

pulegona piperitona dihidrocarvona carvenona carvotanacetona

Monoterpenoide biciclice
Dupa scheletul lor, monoterpenoidele biciclice se clasifica in sapte grupe mai
importante, reprezentate prin urmatoarele hidrocarburi saturate (CioH1g):

g$®@@®

tuian caran bornan izocamfan fenchan izobornilan

in tuian se recunoaste scheletul mentanului, cu o Ieggtura suplimentara
intre pozitille 2,4 prin care ia nastere un inel ciclopropanic. In caran, pinan si
bornan, scheletul mentanului poate fi de asemenea recunoscut, restul izopropilic
fiind implicat intr-o punte intramoleculara, ceea ce da nastere unor cicluri de trei,
patru respectiv cinci atomi de carbon condensate cu inelul ciclohexanic.

Monoterpenii biciclici, propriu-zisi, CioHis, ce apar in natura difera de
sistemele ciclice de baza, de mai sus, prin prezenta unei duble legaturi. Printre
acestia joaca un rol deosebit un monoterpen biciclic din grupa pinanului, a-pinenul
caracterizat prin usurinta cu care se transforma intr-un mare numar de terpenoide
biciclice, monociclice, dar si aciclice si o cetona camforul din grupa bornanului.

Grupa pinanului
Principalul reprezentant al clasei si in acelasi timp cel mai raspandit dintre
terpeni este a-pinenul. Acesta se gaseste alaturi de B-pinen, in numeroase uleiuri
eterice, in special in uleiul de terebentina (60-90% a-pinen si 5-20% B-pinen).
10

a-pinen, 2-pinen p-pinen, 2(10)-pinen

Uleiul de terebentina se obtine prin distilarea cu vapori de apa a oleorezinei
secretata la razuirea cojii diverselor specii de conifere, in special pin. Reziduul
acestei distilari este o rasina, colofoniu sau sacaz.

Compozitia uleiului de terebentind variaza cu specia botanica din care
provine: terebentina franceza, din Pinus pinaster, contine a-pinen levogir;
terebentina de origine greaca, rusa, suedeza, din Pinus sylvestris, contine a-pinen
dextrogir [23].
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Din datele de literatura se constatda ca a-pinenul prezinta proprietati
antimicrobiene si antifungice, iar impreuna cu izomerul sau, B-pinenul, au fost
utilizati pentru sinteza feromonilor [30].

Atat a-pinenul cat si B-cariofilenul sunt utilizati ca agenti antimicrobieni,
anestezici si antiinflamatori, in timp ce germacrenul D manifesta o varietate de
activitati in semnalul transmis insectelor, fiind folosit pentru protectia de insecte a
cerealelor. Uleiurile esentiale ale Pinus pinea si Bulpleurum frutescescens, a caror
constituenti majori sunt a-pinenul si B-cariofilenul, sunt utilizate ca agenti
antimicrobieni si antiinflamatori. Germacren D, B-cariofilen si biciclogermacren
gasite in uleiurile esentiale ale unor specii Stachys, Cedrela fissilis si Origanum
dolichosiphon au rolul de a impiedica dezvoltarea unor microorganisme [32].

Pentru a-pinen s-a demonstrat citotoxicitatea in vitro a celulelor umane la
carcinomul hepatocelular Hep G2 [33].

Hidratarea a-pinenului este un proces multiplu si conduce la obtinerea
diverselor produse, printre care se numara a -terpineolul sau 1,8-terpina. In figura
1.17. sunt prezentati compusii rezultati din hidratarea si izomerizarea a-pinenului.

/@ Grupa 1

s

camfen a-fenchen triciclen
(g e
a/B-fencholi  borneol/ fenchol/ cis/trans-camfen
izoborneol izofenchol hidrat
‘ i Grupa 3
limonene terpinolen  a-terpinen y-terpinen

(dipenten)

ats

OH HO HO
Grupa 4
OH ‘
OH

a-terpineol B-terpineol  terpineol-4 p-ment-3-en-1-ol y-terpineol

HO HO
Grupa 5
OH
OH
1,8-terpin 1,4-terpin

(cis/trans 1,4-terpin hidrat )
Figura 1.17. - Compusii rezultati din hidratarea si izomerizarea a-pinenului
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Prima cale este cataliza acidd (rearanjamentul Wagner-Meerwein) care
converteste  scheletul biciclo[3.1.1]heptan al a-pinenului la derivatii
biciclo[2.2.1]heptan sau p-mentan. Produs final se obtine in urma reactiilor de
izomerizare, respectiv hidratare, care sunt puternic dependente de conditiile
experimentale si de stabilitatea termodinamica a compusilor [34].

Grupa bornanului

Dintre derivatii bornanului, cei mai importanti sunt alcoolii izomeri, borneolul si
izoborneolul si cetona biciclicd camforul. In diferite uleiuri eterice se gasesc atat (+)-
borneolul, (-)-borneolul cat si amestecul lor (+)-borneolul.

OH 0

+) borneol
() camfor

(+) izoborneol

Camforul si ceilalti compusi din grupa bornanului au o punte izpropilidenica
(CHs3),CH- in pozitia 1,4-cis a ciclohexanului in forma baie. Conformatia 1,4-trans
nu este posibila.

Sesquiterpenoide

Sunt hidrocarburi cu formula Cis5Hy4, mult raspandite in uleiurile eterice. Au
aspectul unor uleiuri vascoase. Exista sesquiterpeni monociclici cu trei duble
legaturi, sesquiterpeni biciclici cu doua duble legaturi si sesquiterpeni triciclici
cu o singura dubla legatura. In natura se intalnesc de asemenea alcooli si cetone ce
deriva de la aceste hidrocarbuiri.

Sesquiterpene aciclice

Farnesolul, alcool C;5H,60 se gaseste in uleiurile de flori, cum sunt uleiul de
margaritarel, cel de flori de tei. Izomer cu farnesolul este nerolidolul care se
gaseste in uleiul de neroli si in balsamul de Peru. Pirofosfatul de farnesol este un
intermediar in sinteza izoprenoidelor. Nerolidolul izomerizeaza in farnesol la incalzire
cu anhidrida nerolidol acetica.

OH

A A G
A A X OH

farnesol nerolidol

Farnesolul si nerolidolul exista sub forma de izomeri izopropilidenici si
izopropenilici, similar cu monoterpenoidele aciclice:

L=
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Farnesolul, izomerul B, se gaseste in uleiul de hamei si rezulta la
deshidratarea nerolidolului. Izomerul a se obtine prin deshidratarea farnesolului (cu
KHSO,).

A X NF A A G

a-farnesen p-farnesen

Sesquiterpene ciclice (mono-, di- si triciclice)
Bisabolenul C;sH,, alaturi de cadinen si cariofilenda sunt sesquiterpenii
cei mai raspanditi din natura

On GO

bisabolen cadinen cariofilen

Bisabolenul a fost izolat din mirul de bisabol si din uleiurile de bergamot,
lamaie si ace de molid. Cadinenul C;sH,; a fost izolat intai din uleiul de Piper
cubeba (Java) si contine in molecula doua duble legaturi. Prin dehidrogenare trece
in cadalina care este un derivat al naftalinei.

o= O

cadinen cadalen

Cariofilena, sesquiterpenda macrociclica este componenta principala a
uleiului de cuisoare (Eugenia carigophyllata) si unul din sesquiterpenii Cys5H,4 cei mai
raspanditi. Contine un sistem ciclic de noua atomi de carbon condensat cu un inel de
patru atomi.

Guaiani si cicloguaiani

Prin formarea unor legaturi intre atomul C_1 si C_10 si C, si C_6 ai
farnesanului se produce un schelet biciclic care este scheletul de baza a peste 500
guaiani izolati din plantele superioare (pentru sistemul de numerotare al scheletului
s-a adoptat cel al decalinei)
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14
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3 13
farnesan guaian

Guaianii sunt cunoscuti si ca proazulene deoarece in naturd ei apar frecvent
in cursul deshidratarii unor terpene (de exemplu sesquiterpenoidele vetivone,
guaiol) la azulene (guaia-1,3,5,7,9-pentaene) prin incadlzire sau la hidrodistilarea

uleiurilor eterice.
O

OH

guaiol guaiazulena
(albastru-violet)

Diterpenoide. Triterpenoide

Diterpenii propriu-zisi, CyoHs, sunt uleiuri vascoase, care fierb peste 300°C si
se obtin din materiale vegetale prin extractia cu dizolvanti. In afara diterpenilor
mono-, bi- si triciclici in natura se intélnesc si alcooli, fenoli si oxizi cu schelet
diterpenic, ca fitolul si acizii din rasinile de conifere.

Fitolul este o componenta a clorofilei. Molecula fitolului contine doi atomi de
carbon asimetrici si poate deci aparea sub forma mai multor izomeri optici.

Hs THs s
H,C—C—C—C—C—C—C—C—C—C=C—C—OH
H H2 H2 H2 H H2 H2 H2 H H2

2
fitol

Acizii din rasinile de conifere

Portiunea nevolatila a oleorezinelor de conifere, in special a celor obtinute
din diferite specii de pin (Pinis pinaster, Pinus maritima) este compusa in cea mai
mare parte din acizi carboxilici CyoH300,. Cel mai cunoscut dintre acestia, acidul
abietic (are un schelet fenantrenic) se obtine din rasina numita colofoniu sau
sacaz ce ramane dupa distilarea cu vapori de apa a terebentinei din oleorezina
initiala.
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HOOC

acid abietic

Reprezentantul triterpenoidelor este hidrocarbura squalen CsgHsg,
raspandita atat in lumea animala cat si in cea vegetala.

squalen (trans)

Squalenul este un intermediar in biosinteza sterolilor. Molecula squalenului
este formatda din doua jumatati identice constituite fiecare din resturi de izopren
unite ,cap la coada” si impreunate coada la coada. Acest mod de constructie se
intélneste si la celelalte triterpenoide, la carotenoide si steroide.

Dupd 1930 au fost evidentiate douda grupe de produsi naturali cu schelet
Csg: triterpenoide pentaciclice (vezi B-amirina) mult raspandite in natura si
triterpenoidele tetraciclice mai slab raspandite dar importante prin inrudirea cu
steroidele [23].

In continuare sunt prezentate structurile unor terpenoide alcoolice, aldehide
si cetone terpenice precum si terpenoide ciclice.

Terpenoide alcoolice

H,C.__OH CH, CH,
| |
CH2 CH,
| OH
H,C OH
H,C~ ~CH, H,C~ “CH, CH,
linalool citronelol mircenol
CH3 CH3
N OH AN
| OH
H3C CH3
H,C CH,
geraniol nerol nerolidol
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Aldehide si cetone terpenice

CH, CH,
X N0
NS
0]
|
H,C CH, H.,C CH,
citronelal citral
Terpenoide ciclice
CH, CH, CH, CH,
H,C "CH, H,C” “CH, HC~ “CH, HacE Ec:H3
limonen a-terpinen y-terpinen terpinolen
CH, CH,
H,C~ "CH,  H,C~ "CH,
a-felandren B-felandren a-pinen B-pinen
CH, CH,
CH,
CH, H,C~ “CH,
camfen A3-caren sabinen
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CH, CH, CH,
= X
CH
3 | CH, CH,
H.C CH
3 3 H,C CH, H3C CH,
a-bisabolen B-bisabolen y-bisabolen
CH, CH,
N N
H,C H,C
H H
H,C~ “CH, H,C™ "CH,
B-cadinen T-cadinen humulen B-cariofilen

a-Humulenul este unul dintre cele mai cunoscute sesquiterpene din regnul
vegetal, iar sesquiterpensintazele sunt capabile sa produca acest compus. a-
Humulenul a fost raportat in doua specii de plante in care se afla doar ca un compus
minoritar (A. annua (QHS1) si A.thaliana (At5g23960).

Similaritatea structurilor si configuratia a-humulenului si zerumbonului
conduce la concluzia cd a-humulenul este cel mai bun intermediar al
sesquiterpenelor olefinice in biosinteza zerumbonei (figura 1.18). Conform datelor
de literatura, a-humulenul este prezent in multe uleiuri esentiale din plante, insa nu
exista o sintaza care sa produca a-humulen ca produs majoritar.

Zerumbona este componentul majoritar al uleiului de rizom si singurul
sesquiterpenoid gasit exclusiv in Zingiber zerumbet Smith. S-a specificat, in
literatura, ca zerumbona prezinta activitati antiinflamatoare si anti-HIV [34].

a-Humulenul a dezvoltat activitati citotoxice pe un numar de linii de celule
tumorale, inclusiv MCF-7. Ceea ce este interesant este faptul ca B-cariofilenul nu s-a
dovedit a fi toxic pentru celulele fibroblaste umane - 153BR [33].

Sesquterpenele (E)-nerolidol si a-humulen sunt citotoxice pentru liniile
celulare tumorale A-549 si DLD-1 [35].
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14

5
NP
s 7 4
9 =
10 2073 s >
1 !
13 12 PP

farnesil difosfat

inchidere 1,11

N

X inchidere 2,10 +
=
H H
X N
=
a-humulen B-cariofilen

HO X (@] N

= =
8-hidroxi-a-humulen zerumbona
Figura 1.18. - Mecanismul de biosintezd a a-humulenului si zerumbonei din Zingiber
zerumbet
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Alcooli terpenici ciclici

CH, CH, H3C CH3
CH,
H,C——OH G OH
3
CH, CH, OH
a-terpineol 1-terpinen-4-ol borneol

Uleiul esential din pseudobace de Juniperus are proprietati diuretice, care
sunt datorate prezentei terpinen-4-ol [36]. De asemenea, s-a constatat ca terpinen-
4-olul are efecte cardiovasculare, activitate antiulceroasa si antimicrobiana [30].

Prezenta terpinen-4-olului ajuta la cresterea ratei de filtrare glomerulara renalad [37]
(prin aceasta este impiedicata aparitia litiazei renale).

Cetone terpenice ciclice [6]

o CHs CH, Ho
CH, o H,
CH, @)
o) CH,

H3C
tuiona verbenona fencona camfor
HESHK\/lk HEﬁE\/U\ HESC\H(\/[k
a-ionona B-ionona y-ionona

cis-Verbenolul, in organismul uman, are rolul de a inhiba resorbtia osoasa [30].

BUPT



47 Chimia terpenelor

1.4.2. Biosinteza terpenoidelor
in figura 1.19. este prezentata schematic biosinteza terpenoidelor.
2 CHSCO_E:I —CoA M" CH;—E—CHE—E—S—COA
Acetil coenzima A

0

HiC, H:C\c/
/ . .
C'u.-‘s—S—CD—Cng/ H,_él_r,c-u_; — CoA—S5—CO—CH> ™ H:—y‘— SCoA
B-hidroxi, f-metil-glutaril coenzima A

/L/\O 1'11*'3\i

—FP Acid mevalonic

/IM/\Q_pP — Monoterpenoide

Geranilpirofosfat
l /JV\O—PP

Sesquitelpenoide«— o : . .
T . —_—.
Farnezilpirofosfat —PP Squalen—Triterpe noide

J’ qu
Sesquiterpenoide v JWW\/\/'\A __» Carotenoide
= =3 O—FPP

“ T Poliprenoide

0
PP = —z —O—-}—OH

bn  du
Figura 1.19. - Schema biosintezei terpenoidelor [38]

Sesterpenoide

I1.4.3. Importanta etnofarmacologica a speciilor de Juniperus

Prin componentii lor activi, uleiurile esentiale au actiune biologica, avand
numeroase proprietati farmacologice (tabelul 1.1. si tabelul 1.2.). Aceste proprietati
farmacoterapeutice recomanda utilizarea acestor uleiuri in fitoterapie, in distonii
neuro-vegetative, mici insuficiente hepato-pancreatice, artrite si reumatism,
brongite si rinite acute, enterocolite de fermentatie si infectioase, litiaze biliare,
dermatoze.
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Tabelul 1.1. Proprietati farmacoterapeutice ale unor specii de Juniperus [36]

Juniperus Juniperus Juniperus Juniperus
communis communis communis virginiana L.
var.montana Spp- communis ssp.terpineolif.
Antiinflamatoare Antiseptic Antiseptica Bun
Analgezica Tonic si stimulant Antilitiazica decongestionant
Antispastica asupra glandelor venos si flebotonic
Reglatoare a digestive, asupra (prin cedrol)
sistemului neuro- glandei pancreatice Diuretic
vegetativ Anticatarala Antireumatic
Expectoranta
Diuretica
Antitusiv
Antireumatic (ca
adjuvant)

Tabel 1.2. Diferite specii de Juniperus si actiunea lor farmacologica [36]

Nr. Denumirea botanica Afectiuni
Crt.
1. | J. communis L. Gripa, guta, indigestie, afectiuni uretrale
subsp. nana Reumatism si hemoroizi
2. | J. excelsa Bronsitd, gripa, tuse
3. | J. foetidissima Gripa si tuse
4. | J. oxycedrus L. Boli ale pielii (scabie, eczeme)
subsp. oxycedrus L. Réaceala, tuse si bronsita
Cancer de prostata, hemoroizi, reumatism,
litiaza renala, afectiuni uretrale
5. | J. sabina L. Ulcer, reumatism, raceala, tuse
Diabet hiperglicemic (mellitus)

Pseudobacele de Juniperus sunt utilizate de obicei pentru recuperarea
uleiului esential si pentru obtinerea produselor cu aroma de Juniperus. Uleiul
esential din pseudobace de Juniperus (ulei de Juniperus) este utilizat in procesarea
alimentara, farmaceutica si cosmetica. In producerea bauturilor alcoolice,
pseudobacele de Juniperus sunt utilizate pentru a capta aroma de Juniperus sau
pentru fermentarea la nivelul substratului si ca agent de aroma [39].

In toata lumea, Juniperus este utilizat ca un remediu traditional in diferite
afectiuni datorita proprietatilor sale terapeutice cum ar fi: antiinflamator, diuretic,
antiseptic (bactericid si fungicid), hipoglicemic, hipotensiv si analgezic. In aplicatiile
medicale sunt utilizate toate partile plantei impreuna cu uleiul esential. Mai mult, in
medicina traditionala este utilizat pentru ameliorarea diferitelor boli: raceala, infectii
urinare, probleme dermatologice, bronsite, pneumonii, artrite reumatice, dureri
stomacale, urticarie, leucoree, artrite reumatice [40-42].

Conurile se folosesc in industria farmaceutica precum si in diverse
tratamente naturiste. Fiind foarte asemanator, Juniperusul se poate confunda cu
Cetina de negi (Juniperus sabina) ale cajrei conuri sunt extrem de toxice si nu
trebuie recoltate in scopuri terapeutice. In afard de pana la 33% zahar si 10%
rasind, ele contin ulei volatil (0,2 pana la 2% depinde de provenientd), care le da un
miros placut de rasina. Uleiul esential de Juniperus este in majoritate compus din
monoterpene: 80% a-pinen si B-pinen, tuien, sabinen, 5% terpinen-4-ol, a-
terpineol, borneol si geraniol; sesquiterpenele (a-cadinen si B-cadinen, cariofilen)
sunt gasite in urme. Uleiul esential din pseudobacele de Juniperus communis are
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proprietati astringente, antiseptice si detoxifiante. Despre Juniperus se spune ca
exercita un ,efect de curatire” atat pe plan mental, spiritual cat si fizic. Din acest
motiv este folosit in numeroase parfumuri, ape de colonie, after shave pentru
barbati.

Uleiul obtinut din pseudobace de Juniperus a fost testat pe sobolani,
Spraque-Dawley, in privinta nefrotoxicitatii, prin administrarea orala a unor doze
diferite si s-a constatat ca nu este toxic [43].

Uleiul esential de Juniperus face parte din grupul uleiurilor esentiale de
plante cu proprietati antifungice, antivirale si citotoxice. Mai mult, prin componentii
lor, diferite substante lipofile si volatile ca monoterpene, sesquiterpene si/sau
fenilpropanoide, aceste uleiuri pot fi considerate ca parte a sistemului de aparare a
plantelor superioare.

Tabelul 1.3. Prezentare selectiva a uleiurilor esentiale din plante aromatice cu
activitate antimicrobiana [44, 45].

Originea Bacterii Bacterii | Drojdii, | Fungi, MIC,
uleiurilor Gram (+) Gram d f Hg/mL
esentiale (-)
Allium sativum d f 64,0
Foenicum + - 0,25-2,0% (ulei)
vulgare
Juniperus + - 1,0-2,0% (ulei)
communis
Lavandula d 0,69-1,8% (ulei)
angustifolia
Salvia sclarea f ECsq: 493-
584puL/L
Thymus f 0,16-0,64 uL/mL
pulegioides

MIC-concentratia minima inhibitoare; Gram (+)-Gram pozitive; Gram (-)-
Gram negative; ECso-concentratia efectiva a compusului testat care inhiba
cresterea fungilor cu 50%.

Extractele de Juniperus in diferiti solventi s-au dovedit active fata de
Candida albicans si fata de Aspergilus niger [46].

Conform literaturii consultate s-a constatat ca speciile autohtone de
Juniperus communis nu dezvolta aceeasi actiune antimicrobiana comparativ cu
speciile provenite din alte tari [36, 47-51]. Una dintre explicatii ar putea fi
polaritatea solventului folosit la extractie, dupa cum se poate observa din datele de
literatura [52], unde s-a observat actiunea inhibitoare a speciei Juniperus phoenicea
L., printre alte bacterii si asupra bacteriei gram pozitive S. aureus si gram negative
Pseudomonas aeruginosa.

Uleiul esential din frunze aciculare si pseudobace de Juniperus communis
provenit din Ungaria, a prezentat activitate antimicrobiand, in primele 24 de ore,
asupra tulpinilor Bacillus cereus si Escherichia coli [53].

Din datele de literatura se constata activitatea antibacteriald a compusilor:
(+)-ferruginol (abieta-8,11,13-triene-12-0l) si acid (-)-sandaracopimeric (acid
isopimara-8(14),15-diene-18-oic) impotriva bacteriilor: Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus si Streptococcus durans. Acesti compusi au fost izolati din
Juniperus excelsa [54].
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Uleiul esential din pseudobace si seminte de J. exalsa prezintd activitate
inhibitorie asupra bacteriilor E. Coli si Staphyllococcus aureus, iar compusul cu
activitate antibacteriana este karenul [55].

Uleiul esential din pseudobace de Juniperus communis inhiba cresterea
subspeciilor de Aspergillus (niger si flavus) la o concentratie mai mare de 25g/mL
[56].

In literaturd existd date toxice aditionale precum si valori LDsy orale si la nivelul
dermei pentrul uleiul esential de Juniperus communis extras din frunze aciculare, lemn sau
pseudobace [57].
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53 Chimia terpenelor

Studii relativ recente reiau folosirea unor extracte de Juniperus communis in
tratamentul TBC si a altor boli respiratorii studii realizate prin comparatie cu
medicamentele consacrate ca: rimfapicina, izoniazida, streptomicina [58].

Extractele etanolice ca si cele apoase din pseudobace si frunze de Juniperus
oxycedrus au evidentiat activitate antihelmintica fata de oxiuri [59].

S-a demonstrat ca extracte de Juniperus phoeniceae au determinat o
scadere a activitatii tulpinilor de Herpes simplex, virus tip I ceea ce le-ar putea
recomanda ca sursa de ,potentiali compusi antivirali” [60].

Din pseudobacele de Juniperus se face un ceai care are actiune diuretica si
antiseptica, cu bune rezultate in bolile de rinichi. Femeile insarcinate precum si
bolnavii care prezinta inflamatii manifestate prin urinare cu sange vor evita folosirea
lui. Prin diureza pe care o produce, ceaiul din pseudobace de Juniperus aduce
ameliorare in reumatism, guta, hidropizie (apa in tesuturi). Ceaiul din pseudobacele
acestei plante se mai recomanda in bronsitele acute si cronice, combate setea,
creste pofta de mancare, restabileste activitatea digestiva, inlatura dispepsiile
(indigestii) de fermentatie, micsoreaza balonarile stomacului, mareste cantitatea de
transpiratie, eliminand astfel toxinele din corp si pe aceasta cale. Primavara se
recomanda o cura de pseudobace de Juniperus sub forma de decoct (10-20 boabe la
1L de apa) sau infuzie 10g (2 lingurite) pseudobace la 200mL apa, din care se iau 3-
4 linguri pe zi.

Vinul de Juniperus este recomandat in ateroscleroza, guta, este usor diuretic
si inldtura arsurile din piept si de pe tractul gastrointestinal.

In afara aplicatiilor din medicina si farmacie, extractele sunt folosite ca
parfumuri in industria sdpunurilor si detergentilor, in diverse creme si lotiuni
cosmetice [61]. Nivelul maxim admis pentru uleiul volatil din parfumuri este de
0,8%.

In ultimele decenii, prin aparitia unor tehnici noi de analizi fie
cromatografice, fie spectrale si deci stabilirea mai exacta a componentilor prezenti in
uleiurile esentiale respectiv in extractele vegetale acestea isi redobandesc utilitatea
inclusiv pentru aplicatii farmaceutice si terapeutice.

Intr-un articol general [62] sunt prezentate principalele domenii terapeutice
in care pot fi aplicate uleiurile esentiale:

e Chemopreventia si represia cancerului (prin compusii monoterpenici, ca

de exemplu D-limonen prezent in extracte de Juniperus communis si
Juniperus virginiana)

e Ateroscleroza (de exemplu, a-curcumenul cu actiune de scadere a
nivelului trigliceridelor din ser ca si din ficat; y-terpinen cu actiune de
inhibare a oxidarii LDL gliceridelor)

Tromboza

Agenti antibacterieni

Agenti antivirali (prin alcoolul monoterpenic izoborneol)

Antioxidanti (prin prezenta constituentilor fenolici, alcoolilor, aldehidelor
si cetonelor monoterpenice dar la activitatea de incubare a radicalilor
liberi contribuie si hidrocarburile, esterii prezenti in unele ulerile
vegetale)

Agenti antidiabetici

e Aromaterapie si masaj aplicat pentru tratamentul bolilor inflamatorii ca

. alergie, reumatism si artrite.

In cazul speciilor de Juniperus communis si Juniperus virgniana galbulele
(impropriu numite fructe) si uneori frunzele au utilitate terapeuticd in medicina
umana si veterinard. Principiile active actioneaza diuretic, sudorific, expectorant,
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antitusiv, antispastic, stomahic, eupeptic, antifermentescibil. Actioneaza asupra
epiteliului renal si maresc cantitatea de urina eliminata in timp; actioneaza asupra
glandelor sudoripare si maresc sudoratia; favorizeaza expectoratia prin fluidificarea
secretiilor bronsice; neutralizeaza accesele de tuse; diminueazda sau inlatura
contracturile muschilor netezi din organele interne; favorizeaza digestia prin
excitarea sucurilor gastro-intestinale; ajuta la stabilirea unei digestii normale;
previne fermentatia. Se utilizeaza indeosebi ca diuretic, antiseptic al cailor urinare si
balsamic. Administrarea indelungata provoaca iritatii renale. In prima faza conduce
la albuminurie. Cura nu se prescrie in nefritd acuta si cronica, in nefroza, deoarece
provoacda hematurie si chiar hemoragii intestinale. Se recomanda celor care sufera
de artroza, afectiuni neuromusculoreumatice, in tendopatii, miogeloze. Sucul
concentrat se prescrie copiilor ca tonic, in agine si raceli. Spirtul de Juniperus se
foloseste ca frectie in reumatism. Intern, orice tratament cu aceasta planta poate
actiona ca abortiv, prin provocarea de contractii uterine. Poate produce efecte
secundare toxice. Intra in compozitia ceaiului antireumatic. Se considera ca
intervine asupra metabolismului, provocadnd reglarea si normalizarea acestuia.
Atentie! Nici un preparat de Juniperus nu se administreazd mai mult de 6
saptamani.
Medicind umanad [63]
In uz intern este folosit pentru:

o tratarea bronsitelor cronice, enteritelor si enterocolitelor (infuzie);

e ca adjuvant pentru tratarea diabetului, acneei, eczemelor (infuzie);

e tratarea litiazei vezicale, afectiunilor pectorale, reumatismului

(infuzie);
e tratarea hepatitei epidermice (infuzie sau decoct);
e usurarea activitatii digestive prin excitarea sucurilor

gastrointestinale (sub forma de decoct, infuzie);

e tratarea anorexiei-lipsa poftei de mancare (infuzie sau decoct);

e tratarea edemelor renale, edemelor cirotice, edemelor cardio-renale
(infuzie concentrata sau decoct diluat);

e tratarea gutei (infuzie concentrata sau decoct slab);

e tratarea hidropiziei — acumulari de lichid in tesuturile si seroasele
organismului ca: pleura, pericard, peritoneu, articulatii (infuzie);

e activarea eliminarii din organism a produselor de dezasimilatie
toxica prin diureza si transpiratie (decoct diluat);

_ o tratarea gripei, guturaiului (infuzie).
In uz extern este folosit pentru:

e tratarea reumatismului (decoct);

e tratarea nevralgiilor (frictiuni cu ulei de Juniperus 1% in alcool
extras din boabe);

e tratarea reumatismului (tinctura);

e tratarea gutei, stimularea circulatiei periferice;

e tratarea guturaiului;

e combaterea tusei, tratarea gripei. Galbulele de Juniperus sunt
incluse in mai multe retete PLAFAR pentru remineralizarea
organismului, tratarea tuberculozei pulmonare, etc.

Cosmetica
In cosmetica Juniperusul este indicat pentru:
e intdrirea radacinii parului, prevenirea caderii lui (tinctura);
e combaterea caderii parului (macerat).
Exemplificare produse comerciale:
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55 Chimia terpenelor

e Sirop de ienupar (Vivasan -Elvetia)
e Vin medicinal cu Ienupar (Hofigal)
e Sirop cu muguri de pin, ienupar si propolis (Tis Farmaceutic )

1.4.4. Utilizarea Juniperusului in industria alimentara

in Scandinavia, lemnul de Juniperus este utilizat pentru obtinerea
recipientelor de mici dimensiuni, in care sunt depozitate produsele lactate cum sunt:
brédnza si untul, precum si pentru confectionarea cutitelor din lemn pentru unt.
(,wooden butter knives”)

Extractele si uleiurile esentiale a Juniperusului comun sunt folosite pentru
prepararea bauturilor alcoolice Jenever (Ginul olandez), ginul britanic si nealcoolice,
a deserturilor congelate, a produselor de patiserie, a carnii si produselor din carne
[64].

Semintele pseudobacelor de Juniperus communis au un gust amar de aceea
nu pot fi consumate crude ci sunt uscate si utilizate pentru imbunatatirea aromei
produselor din carne, sosurilor si a tocaturilor. In general, pseudobacele sunt
zdrobite inainte de utilizare pentru eliberarea aromei. Pseudobacele sunt utilizate si
la Tmbunatdtirea aromei ginului [65]. Ginul poate fi obtinut fie prin distilarea
alcoolului rafinat si a pseudobacelor de Juniperus, fie prin distilare si apoi adaugarea
pseudobacelor [61, 66, 67].

Potrivit reglementarilor europene (CEE 1576/89), aroma principalda in cel
mai frecvent si popular tip de gin (London dry gin), care apartine clasei ,ginurilor
distilate”, ar trebui sa provina din pseudobace de Juniperus. Datorita caracteristicilor
senzoriale imprimate de pseudobacele de Juniperus, ginul a devenit o bautura
alcoolica speciala. Prin urmare, principalul impact asupra perceptiei aromei ginului,
ar trebui sa fie legat de prezenta mai multor compusi aromatici volatili si semivolatili
din pseudobace de Juniperus. Din acest motiv, evaluarea copusilor volatili si
semivolatili ai materiei prime este de mare importanta pentru a asigura
caracteristicile senzoriale specifice ginului [68].

De asemenea, Juniperusul este un important condiment in multe bucatarii
europene, in special in regiunile Alpine, unde acesta creste abundent. Este singurul
exemplu de condiment din grupul botanic coniferae, si de asemenea unul din cateva
exemple de condimente din regiunile cu clima rece. Juniperusul este mult folosit in
traditionalele bucatarii din Centrul Europei (ca de exemplu din Sudul Germaniei) in
specialitatea numita Sauerkraut. Pentru prepararea sa, varza proaspatd este
conservata prin fermentatie lactica si asezonata cu Juniperus, chimen si cateva
frunze de dafin. Sauerkraut poate fi mancata cruda (ca un fel de salatd), sau poate
fi gatita sau prajita (adesea impreuna cu mici cuburi de sunca).

Generala aplicatie a Juniperusului este, cu toate acestea, carnea fiind
indispensabil pentru carnea de caprioara, combinat bine cu piper negru, sovarv si
frunze de dafin. Boabele de Juniperus, corect numite conuri, ar trebui strivite inainte
de folosire.

Pseudobacele de Juniperus sunt componente de aroma. In unele deserturi,
lactate congelate, in bomboane, aluaturi, gelatine, pudinguri ca si in produse de
carne. Galbulele uscate sunt folosite sub numele de enibahar, la aromatizarea
muraturilor, lichiorurilor si conservelor de carne [63]. Nivelul admis pentru uleiul
volatil in aceste preparate variaza intre 0,006% - 0,01%.

Din experimentele efectuate de Kilic si colab., s-a constatat ca unele specii
de Juniperus - J. execelsa si J. phoenicea - contin compusi fenolici (catechina,
0,2mg/g respectiv 0,6mg/g), cu activitate antioxidanta. Antioxidantii naturali pot fi
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utilizati in industria alimentara, farmaceutica, dar pot avea si un rol important in
prevenirea cancerului si a bolilor cardiace [69].

I.5. Compusi de incluziune ai ciclodextrinelor
1.5.1. Consideratii asupra structurii si proprietatilor ciclodextrinelor

in  urma hidrolizei enzimatice a amidonului, in prezenta de
glicoziltransferaza, se pot obtine ciclodextrine cu 6-12 unitdti de glucoza. Dintre
acestea, cele care se formeaza in cantitate mai mare sunt ciclurile cu 6-8 unitati
cunoscute sub denumirea de a, B si y-ciclodextrine (a, B si y-CD).

Principalele particularitati ale ciclodextrinelor sunt:

e structura moleculara a ciclodextrinelor de tip colivie sau structura de tip
canal structuri care sugereaza faptul ca acestea sunt capabile de a
»incapsula molecule oaspete mici” in interiorul cavitatilor moleculare formate
din unirea inelara a resturilor de glucoza (figura 1.20.)

e distributia grupelor hidrofilice si hidrofobice; compusii hidroxilici ocupa
ambele margini ale trunchiului de con si prin aceasta confera ciclodextrinelor
solubilitate in solutie apoasa, iar interiorul cavitatii structurii este hidrofobic
datorita prezentei hidrogenilor C(3)H si C(5)H si a oxigenilor legaturii eterice
0(4) [70].

HtleC a

o H
OH HO H0H
HOH o
nH
OH o
HO
OH
o
CHZDH
OH HO
o

HOHLC OH

o CHOH

Figura 1.20. - Structura moleculei de ciclodextrind

Ciclodextrinele sunt usor solubile in apa si pot fi cristalizate sub forma de
specii “flamande” in care cavitdtile moleculare nu sunt goale, ci umplute cu molecule
de apa. Prin adaugarea unui exces de component oaspete se poate izola compusul
de incluziune in forma cristalina.

Ciclodextrinele pot prezenta mai multe forme cristaline. Toate structurile de
B-ciclodextrina-12H,0, B-ciclodextrina-11H,0 si y-ciclodextrina-13,3H,0 sunt de tip
zig-zag. Hidratul de B-ciclodextrind are doud forme cristaline B-ciclodextrina-12H,0
si B-ciclodextrina-11H,0. Diferenta principala intre cele doua forme este bazata in
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57 Compusi de incluziune ai ciclodextrinelor

principal pe distributia dezordonata a moleculelor de apa din cavitatea B-
ciclodextrinei.

Caracteristica cea mai importantd a ciclodextrinelor o reprezinta capacitatea
acestora de a forma compusi de incluziune cu o mare varietate de compusi fara a
forma legaturi covalente.

Din moment ce diametrul cavitatii unei ciclodextrine variaza in functie de
numarul de unitati de glucoza din inel, selectarea unei ciclodextrine de marime
apropiata de parametrii geometrici ai moleculei oaspete este importanta majora in
formarea complexului de incluziune. Formarea complecsilor nu necesita intotdeauna
includerea in intregime a moleculei oaspete in cavitatea ciclodextrinei. Chiar si
moleculele foarte mari pot fi complexate, atata timp cat ramificatiile lor, indiferent
de lungime, se potrivesc in cavitatea ciclodextrinei.

Prepararea complecsilor de incluziune este simpla: agitarea unei solutii
apoase de ciclodextrind (rece sau calda, neutra, acidda sau alcalina in functie de
natura oaspetelui, pentru a preveni ionizarea acestuia), cu molecula oaspete sau cu
solutia acestuia. Acest lucru se poate realiza si prin utilizarea unui solvent obisnuit,
miscibil sau nemiscibil. Molecula oaspete este in general addugata solutiei calde de
ciclodextrind. Echilibrul este atins printr-o agitare intensa si apoi racire usoara timp
de cateva ore. Continutul de moleculd oaspete nu poate fi marit prin repetarea
acestui proces, cum ar fi reincalzirea si racirea [71].

1.5.2. Proprietati si directii de utilizare a ciclodextrinelor

Cel mai mare interes a fost reprezentat de geometria complecsilor formati,
intre oaspete si CD in solutii apoase, si de factorii responsabili pentru complexare.
Din datele de literatura s-a constatat ca B-CD a format complexare si cu solventi
neaposi.

Cavitatile ciclodextrinelor ofera protectie pentru hidroxizi, coenzima A si acizi
grasi, ultimii fiind conservati impotriva oxidarii chiar in atmosfera de oxigen pur.

O insemnatate aparte o au si aplicatiile compusilor de incluziune (denumiti si
nanocapsule) ai CD in domeniul farmaceutic, cele mai importante sunt clatratii
solubili ai a- si B-CD cu 1-butil-1-nitrozo-uree ce pot fi folositi ca agenti
antitumorali, iar compusul Ag-sulfadiazina-B-CD da rezultate in tratarea arsurilor si
ranilor infectate [70].

I1.6. Metode de extractie si analiza a compusilor terpenici
1.6.1. Generalitati

Cele mai multe componente ale biomasei, indiferent daca sunt plante sau
microorganisme sunt constituite din materiale inerte, insolubile si adesea materiale
polimerice, cum este celuloza din plante sau fungi si peretele celular microbian.
Prima etapa in extractie este eliberarea si solubilizarea metabolitilor secundari din
matrice, de dimensiuni reduse, rezultati din extractul initial.

In extractia lichida, alegerea solventului de extractie ofera primul si cel mai
esential mod de preparare a probei. Extractia initiala cu solventi cu o polaritate
redusa necesitd mai multi componenti lipofilici, in timp ce alcoolii izoleaza un spectru
mai larg de compusi polari si nepolari din material. Impreuna cu alegerea solventului
de extractie, exista si unele abordari diferite fata de procedurile actuale de extractie.
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In timp ce amestecarea sau agitarea mecanica sunt cele mai intalnite metode, este
posibild si percolarea sau chiar extractia solid- lichid presurizata.

1.6.2. Alegerea metodei de extractie

Majoritatea proceselor de extractie utilizate pe scara larga au fost in mod
traditional bazate fie pe diferite metode de extractie lichid-vapori fie pe metode de
extractie cu vapori. Cea mai recentd metodd, a carei aplicatie a crescut, este
extractia cu lichide supercritice (SFE), care se bazeaza pe incalzirea gazelor
comprimate pana aproape de presiunea si temperatura lor criticd, moment in care
nu se poate face distinctia intre faza lichida si cea gazoasa.

La ora actuald existda un numar mare de metode neconventionale de
extractie, care in principiu folosesc extractia solid-lichid dar care folosesc diverse
forme de energie in cadrul procesului, cu scopul de a facilita transferul analitilor din
proba in solvent. Aceste metode includ: extractia cu ultrasunete, extractia asistata
de microunde, extractia cu lichide presurizate precum si extractia turbionara. Chiar
si extractia cu folosirea energiei electrice a fost studiata. Tehnicile de extractie solid-
lichid care forteaza curgerea cum sunt extractia solid-lichid la presiune medie si
extractia planara rotativa sunt metode in care solventul de extractie este fortat sa
treaca prin proba chiar daca este necesar o forta centrifuga sau presiune mai mare.
Aceste metode cresc eficienta extractiei si duc la cresterea randamentului si
reducerea timpul de extractie [72].

Pentru izolarea substantelor bioactive din surse naturale sunt utilizate
tehnici de extractie diferite [73].

Cea mai simpla metoda de extractie nu necesita un anumit mediu. Presiunea
mecanica este aplicata la extractia traditionalad a uleiului din seminte. Aceste procese
pot fi combinate cu unele metode de pretratament cum ar fi curatarea, macinarea
sau exfolierea fnainte de extractie, iar in general este nevoie doar de o presa
hidraulica.

Procesele traditionale de extractie pot fi clasificate astfel: extractia cu
solventi organici: percolarea, macerarea si extractia cu utilizarea aparatului Soxhlet;
si extractia cu apa: infuzia, decoctia si antrenarea cu vapori de apa.

I1.6.3. Selectarea tipului de solvent folosit

Desi alegerea metodei de extractie poate avea un efect semnificativ asupra
calitatii extractului, solventul influenteaza cel mai mult compozitia calitativa a
extractului.

Unele dintre proprietatile generale ale solventului, care ar trebui luate in
considerare in alegerea solventului includ capacitatea de dizolvare a solventului in
compusii de interes, usurinta de eliminare a acestuia din extract, toxicitatea si
inflamabilitatea. Dupa cum este de asteptat, extractul si compusii tintd pot avea
efecte semnificative in selectarea solventului de extractie. Solventii cu polaritate
scazuta se folosesc pentru compusii lipofilici, in timp ce alcoolii se folosesc atat
pentru compusi polari cat si pentru cei nepolari, iar apa poate fi folosita doar pentru
compusii polari din proba [72].
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I1.6.4. Metode de extractie
I1.6.4.1. Extractia cu solventi la rece

Percolarea este una dintre cele mai folosite metode in extractia din plante
din moment ce nu necesita o cantitate mare de proba sau un timp lung de
pretratament. Singurul echipament necesar este un recipient conic din sticla cu un
robinet la baza utilizat pentru a stabili rata de eluare a solventului. Percolarea este
un proces continuu in care solventul saturat este inlocuit de solvent proaspat, dar in
mod normal proba este cufundata in solvent, in percolator timp de 24 de ore, de
mai mult de trei ori, iar extractul este apoi colectat.

In cazul macerédrii proba este plasatd intr-un recipient impreund cu
solventul. Acest lucru permite solventului sa patrunda in structura celulara pentru a
dizolva compusii solubili. Eficienta extractiei poate fi crescuta prin agitarea
ocazionala a recipientului cu materialul de extras sau prin utilizarea unui agitator
mecanic sau magnetic pentru omogenizarea solutiei finale si a solventului saturat.
Cum macerarea este o metodd discontinua de extractie, solventul trebuie
reimprospatat pana la epuizarea materialului vegetal. Aceastd metoda necesita
etape de filtrare ce pot duce la pierderi de solvent, analit si/sau material vegetal
[72]. A

Maceratia este cea mai simpla si mai ieftina metoda. In cadrul acestei
metode, pentru evitarea saturatiei locale la suprafata si implicit realizarea unei
difuzii eficiente, este necesara amestecarea [73].

1.6.4.2. Extractia cu solventi la cald

Extractia cu aparatul Soxhlet este o metoda foarte veche, dar este inca
foarte utilizata in extractii din materiale vegetale. Se utilizeaza de obicei un solvent,
deoarece solventii individuali pot fi distilati la diferite temperaturi, ceea ce duce la
imbogatirea amestecului in solventul cu cel mai mic punct de fierbere. Principalele
avantaje ale tehnicii Soxhlet sunt automatizarea si continuitatea metodei de aceea
nu necesitda multa manipulare. Se pare ca este o metoda foarte eficace si este
adesea utilizata ca metoda de referinta in aplicarea unei noi metode. Un dezavantaj
este faptul ca materialul supus extractiei este incalzit la punctul de fierbere al
solventului implicat, iar compusii instabili din punct de vedere termic pot hidroliza,
se pot descompune sau pot produce artefacte [72].

Pentru ultimii 120 de ani, extractia Soxhlet a fost una dintre cele mai
folosite tehnici de extractie. Aceastd metoda are loc in doud etape: (a) extractia
pentru izolarea constituentilor fitochimici (in cazul plantelor medicinale) si (b) un
foarte bun model pentru compararea cu alte metode de extractie alternative. Unul
din inconvenientul major al acestei metode este timpul de extractie care poate fi de
8, 16, 24 de ore sau mai mult ceea ce duce la cresterea consumului de energie.
Timpul necesar extractiei limiteaza si numarul de probe care pot fi procesate, de
aceea nu poate fi folositd ca metoda pentru prepararea produselor comerciale.
Utilizarea unei cantitdti mai mari de solventi organici necesitd si o etapa de
recuperare a solventului si o etapd de evaporare pentru concentrarea extractului.
Aceasta metoda ridica si probleme in detrimentul mediului inconjurator [74]. .

Metodele de infuzie si decoctie sunt metode de extractie cu apa. In
tehnica infuziei este adaugata apa fierbinte sau rece peste materialul vegetal
macinat; in cazul decoctiei materialul vegetal este incalzit la fierbere in apa timp de
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15 minute. Extractia cu apa este folositd mai mult pentru extracte din plante, insa
compusii hidrofilici sunt extrasi cu amestec de metanol-apa sau etanol-apa.

Hidrodistilarea este o0 metoda veche de extractie, de fapt a fost prima
metoda folosita pentru obtinerea uleiurilor esentiale din plante. Aceastd metoda
implica supunerea materialului vegetal la o continua spalare cu jet de abur, iar
compusii organici volatili prezenti sunt preluati de faza gazoasa si separati prin
scaderea temperaturii vaporilor prin condensare [72].

Obtinerea uleiului esential din pseudobace mature de Juniperus [39]

Uleiul de Juniperus este prezent in concentratii relativ scazute fin
pseudobace, iar tehnica de recuperare de inalta performanta poate duce la obtinerea
unei cantitati cat mai mari de ulei. Tehnici variate au fost utilizate pentru extractia
uleiurilor esentiale cum ar fi hidrodistilarea, extractia cu lichide supercritice folosind
dioxid de carbon, extractia cu solvent si metoda simultana de distilare si extractie.
Fiecare tehnica are avantaje si dezavantaje particulare. Cu toate acestea, uleiul de
Juniperus este obtinut cel mai frecvent prin hidrodistilare. Aparatul de hidrodistilare
tip Clevenger este utilizat in mod normal pentru recuperarea uleiului de Juniperus in
laborator. Hidrodistilarea nu numai ca produce ulei de Juniperus de calitate dar este
relativ simplu si sigur comparativ cu alte tehnici de extractie.

Exista multe date cu privire la randamentul si compozitia uleiului esential
obtinut din pseudobace de Juniperus recoltate din diferite parti ale lumii si obtinut
prin diferite tehnici de extractie. Bazat pe aceste studii, este concludent faptul ca
atat randamentul de extractie cat si compozitia uleiului de Juniperus depind de multi
factori, cum ar fi: solul si climatul de unde provin pseudobacele, procesul de
macinare si tehnica de recuperare a compusilor. In cazul hidrodistilarii conditiile de
operare influenteaza beneficiile si compozitia uleiului de Juniperus.

Instalatia de hidrodistilare tip Clevenger

O instalatie de hidrodistilare tip Clevenger, este alcatuita dintr-un balon, un
condensator si un separator de ulei esential (figura 1.21.). Planta macinata se
introduce in balon, in apa fierbinte. In timpul hidrodistildrii vaporii si compusii
volatili, se ridicd din balon in condensator, unde se formeaza cele doua faze
nemiscibile, apa aromatica (contine compusii solubili ai uleiului esential) si uleiul de
Juniperus format.

Condensator
Apd sl
Vapori de ulel esentlal
apéd sl ulel
lal
esentla Separator » Ulel
esential
X Apé
Balon
u proba

Figura 1.21. - Schema aparatului de hidrodistilare tip Clevenger
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In separator, uleiul esential este separat de apa aromatica, care se
reintoarce pe la baza separatorului in balon. Uleiul de Juniperus este transvazat de
obicei din separartor intr-un recipient gradat. Volumul de ulei de Juniperus colectat
se determind in timpul procesului de hidrodistilare. Inregistrarea timpului se face
inca de la prima picatura de ulei de Juniperus iesita din condensator si care ajunge
in separator [39].

1.6.4.3. Extractia cu ultrasunete

Extractia cu ultrasunete preia avantajul unei temperaturi (care creste
solubilitatea si difuzibilitatea) si presiuni (care favorizeaza penetrarea si transportul)
foarte mari, la interfata dintre solutia de solvent supusa energiei ultrasonice si
matricea solidului, combinat cu energia oxidativd a radicalilor creati in timpul
ultrasonarii, rezultéand astfel o putere de extractie mare [72]. Metoda asistata de
ultrasunete a fost aplicata pentru extractia dintr-un numar mare de diferite plante,
cum ar fi: Epimedium sagittatum Maxim [75], Salvia officinalis si Salvia glutinosa
[76], Laurus nobilis L., Rosmarinus officinalis L., Thymus vulgaris L. si Oreganum
majorana [77], florile a patru specii de Citrus (portocale, lamaie, tangerine si sour
orange) [78].

Extractia asistata de ultrasunete (USAE) reprezinta cea mai recenta
abordare pentru obtinerea compusilor valorosi din plante. Aceasta tehnica este
superioara tehnicilor conventionale prin reducerea pierderilor si Tmpiedicarea
degradarii compusilor volatili si termolabili datorita folosirii unei temperaturi reduse
si in cele mai multe cazuri la/sau aproape de temperatura camerei. In majoritatea
situatiilor USAE este mult mai rapida, mai eficienta decat metodele conventionale de
extractie, conduce la rezultate considerabile cu un consum redus de extractant si nu
este necesar ca acesta sa fie polar - cum este cazul extractiei cu ajutorul
microundelor. Cel mai mare dezavantaj este formarea radicalilor liberi care pot
produce prin oxidare degradarea unor compusi labili [79].

Extractia prin ultrasonare este folositd pentru izolarea compusilor volatili din
produse naturale la temperatura camerei prin utilizare de solventi organici [78].

Extractia cu ultrasunete poate fi utilizata atat pentru probe solide céat si
pentru probe lichide, iar pentru extractia compusilor organici sau anorganici se
procedeaza astfel: probele solide sunt depozitate in flacoane adecvate, se supun
extractiei 15-30 minute, iar in cele din urma extractul este separat de reziduurile
solide. Problemele potentiale sunt reabsorbtia analitului in solid, incalzirea probei,
pierderea solventului folosit la extractie si descompunerea analitului datorita
incalzirii. Pentru realizarea aceastei metode poate fi folosit atat un sistem dinamic
cat si unul static. Utilizarea sistemului dinamic poate avea unele avantaje, cum ar fi:
analitii sunt eliminati imediat dupa ce sunt transferati de catre solvent din solid. Mai
mult, proba este expusd in mod continuu la solvent. Cei mai importanti parametri
care trebuie luati in considerare sunt: frecventa si intensitatea de ultrasonare, tipul
de solvent, temperatura exterioara si presiunea care pot influenta cavitatia, precum
si extractia analitului. Transductorul ultrasonic electromagnetic, este adesea situat
in centrul baii de ultrasunete, de aceea eficienta cavitatiei este diferitd in baia de
ultrasunete. Se estimeaza o posibila pierdere a energiei ultrasunetelor in recipientul
cu proba ce poate fi cauzatd de materialul sau grosimea peretelui recipientului cu
proba [80].

Metoda de extractie cu ultrasunete este una dintre cele mai importante
tehnici de extractie pentru compusii valorosi ai materialelor vegetale si este usor de
adaptat la scard mare sau mica. Comparativ cu alte metode de extractie cum ar fi
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extractia asistata de microunde, aparatul de ultrasunete este mult mai ieftin si mai
usor de utilizat [75].

Prin intermediul extractiei prin ultrasonare se realizeaza distrugerea celulelor
materialului vegetal, apar efectele de capilaritate, realizarea unei mai bune
patrunderi a solventului in materialul vegetal si intensificarea transferului de masa
[76].

1.6.4.4. Extractia cu microunde

Microundele si undele electromagnetice neionizate au o frecventda cuprinsa
intre 300MHz si 300GHz si sunt pozitionate in spectrul electromagnetic intre razele X
si infrarosii. In zilele noastre, microundele sunt utilizate pentru comunicare si ca
vector al energiei. A doua aplicatie consta in actiunea directd a undelor asupra
materialului ce are capacitatea de a transforma o parte a energiei electromagnetice
absorbite in energie de incalzire.

Principiul de incalzire cu ajutorul microundelor se bazeaza pe impactul direct
asupra materialelor sau solventilor polari si este condus de doud fenomene:
conductia ionica si rotatia dipol, care in cele mai multe cazuri apar in mod simultan
[74].

O alta metoda de crestere a eficientei metodelor conventionale de extractie
este utilizarea radiatiilor cu microunde. Extractia cu microunde consta in incalzirea
solventului in contact cu proba. Procesul implica ruperea legaturilor de hidrogen, ca
rezultat al rotatiei dipol, a moleculei, indusa de microunde si migrarea ionilor ceea
ce duce la cresterea patrunderii solventului in proba, permitand extractia compusilor
din extract. Avantajul principal fatda de metodele de extractie conventionale consta
in reducerea consumului de solvent, timp scurt de operare, o reproductibilitate buna
si 0 manipulare minima a probei in procesul de extractie [72].

Metoda de extractie cu ajutorul microundelor a fost aplicata pentru extractia
din diferite plante, cum ar fi: L. angustifolia Mill., Lamiaceae [81], Olives Aglandau
[82], Origanum vulgare L. [83], Rhizoma Polygoni Cuspidati, Flos Carthami si Myrica
rubra [84], piper negru si coriandru [85].

1.7. Metode de analiza, separare si identificare a compusilor terpenici
1.7.1. Cromatografia in strat subtire

Cea mai usoara tehnica cromatograficd este cromatografia in strat subtire
(CSS) deoarece nu necesitd aparaturd scumpad si complicatd. Singura dificultate este
alegerea fazei mobile si stationare pentru proba aplicata. In conditii apropiate este
posibila separarea amestecului din proba si identificarea componentilor prin
compararea rezultatelor: migrarea coeficientului Rf, forma spotului si culoarea in
comparatie cu standardele.

Cromatografia in strat subtire este, in esentd, cromatografia lichida
efectuatd pe o faza stationara prezenta sub forma unei foi sau al unui strat de
particule solide, imobilizate pe un suport plan, sau pe un strat de substantd
polimerizata. In prezent, diferitele variante ale CSS stau la baza metodelor
cromatografice plane si, din anii 1950, au inlocuit aproape in intregime predecesorul
lor, cromatografia pe hartie.

In contrast cu cromatografia pe coloana lichida (CLC), de exemplu, CSS se
efectueaza de reguld, manual si intr-o oarecare masura, pe baza unui sistem. Acest
lucru creeaza provocari suplimentare pentru analist, din moment ce un numar mai
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mare de parametri afecteazd separarea, comparativ cu CLC. S-a constatat ca 26 de
parametri influenteaza separarea, cei mai importanti fiind: tipul de absorbant, tipul
de solvent, camera de developare, preadsorbtia unui amestec de solventi, saturatia
stratului, diametrul particulelor. Adsorbantul cel mai frecvent ales in CSS este inca
siliciul, in timp ce de exemplu, in analizele HPLC adsorbantii nepolari cu faza
inversa (RP) au finlocuit aproape in intregime siliciul si alti adsorbanti in faza
normala (NP). Valoarea medie a dimensiunii particulelor si distributia dimensiunii
particulelor din gelul de siliciu utilizat ca adsorbant depinde de natura sarcinii de
separare: placile pentru cromatografia de finalta performantd in strat subtire
(HPTLC), dimensiunea medie a particulei este de aproximativ 5 pm cu o distributie
fngusta a dimensiunii particulelor, iar pentru CSS ea este de aproximativ 12 uM si
marimea si distributia particulelor este mai larga. Diametrul porilor pentru ambele
este de aproximativ 60 A si suprafata de aproximativ 500 m?/g [86].

Tehnica HPTLC asigura o mai buna separare a substantelor, spoturile sunt
mai putin neclare si mai vizibile. Metoda CSS prezinta multe avantaje. Mai intai de
toate, nu necesita o pregatire laborioasa a probei. Cantitatea mica de impuritati nu
are un impact mare asupra procesului de analiza. Apoi, aceasta este o metoda
rapida si ieftind, care permite analiza simultand a zeci de probe si incetarea
examinarii atunci cand rezultatele sunt satisfacatoare [86].

1.7.2. Cromatografia de gaz cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS)

Cromatografia de gaze are avantajul ci este mai rapidi si mai ieftina, dar
dezavantajul ci nu poate analiza decat substante care au temperatura de fierbere
mai mici decat 300°C.

in cazul cromatografiei de gaze, faza mobila este azotul, iar proba este
introdusa cu ajutorul unei microseringi intr-un spatiu numit injector sau vaporizator,
in care temperatura este mai ridicatd decat temperatura de fierbere a componentei
celei mai greu volatile. Proba vaporizata este preluata de faza mobila (numita gaz
purtator) care o antreneaza in coloana cromatografica. Aici are loc o interactiune
diferentiatda a componentelor cu faza stationara, care determina o viteza de migrare
diferitd si deci separarea lor. Componentele eluate pe rand din coloana ajung fin
detector, unde ele sunt puse in evidenta sub forma unor semnale electrice.
Semnalele emise de detector sunt amplificate si ele pot fi inregistrate cu ajutorul
unui Tnregistrator. Diagrama care reprezinta variatia semnalului detectorului in
functie de timp se numeste cromatograma si intr-o asemenea cromatograma fiecare
componenta apare sub forma unei curbe distincte numita pic cromatografic. Aria
delimitatd de aceasta curba este proportionala cu concentratia componentei
respective.

Calculul ariei picului se face prin integrare automata. Pentru stabilirea
corespondentei cantitative intre aria picului si cantitatea componentei respective
este necesara efectuarea unei etalonari cu ajutorul componentei respective in stare
pura. Prin cuplarea unui gaz cromatograf cu un spectrometru de masa se pot obtine
informatii structurale asupra compusilor prezenti inclusiv se poate confirma
greutatea moleculara a acestora.

1.7.3. Cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC)
Alta metoda utilizatd pentru separarea, determinarea calitativd si

cantitativa a probelor lichide este cromatografia de lichide de inalta performanta.
Aceasta tehnica asigura separarea oricarui amestec de substante componente
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intrucat utilizeaza detectorul adecvat care permite identificarea si determinarea
cantitativa a acestora. Substantele examinate pot fi identificate de detectoare, prin
comparatie cu standardul lor. Baza de separare este diferenta de afinitate a
componentilor celor doua faze, faza stationara si faza mobila. Cel mai cunoscut tip
de tehnica HPLC este cromatografia de lichide de finaltd performanta in faza
inversatd (RP HPLC) si cromatografia de lichide de inalta performanta cu ioni-
pereche (HPLC IP). In sistemul cu faza inversa, faza stationara este usor polara sau
nepolara, in timp ce faza mobila are o polaritate mai puternica (de exemplu
tetrahidrofuran, metanol, acetonitril, apa) [86].
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PARTEA EXPERIMENTALA

II.1. Date botanice referitoare la speciile Juniperus communis si
Juniperus virginiana

Ienuparul Juniperus communis L., fam. Cupressaceae cunoscut ca ienuparul
comun este un arbust conifer, rasinos, microfanerofit, spontan, circumpolar-boreal,
intélnit in palcuri sau formand tufarisuri, in raristi si margini de padure, poieni,
pasuni, uneori tinoave, din regiunea colinard pana in etajul montan, fiind prezent in
intreg lantul carpatic, intre 700 si 1500m altitudine. In muntii Apuseni, Podisul
Transilvaniei si Muntii Rodnei coboara pana la 200m; se mai numeste anaperi,
archis, archit, boabe de brad, bradisor, bradul-ciumei, brazi pitici, butimoaca,
cetina, cetane, ceten, cetena, cetin, cetina, feniar, finior, ghimpar, ghiper, globurau,
helimoaca, hilimoaca, ialovat, ieniper, ienuper, inibahar, inipahar, iniper, ireapan,
jerbene, jindpan, jineapan, ce instind, jinept, jip mic, jireapan, jirepen, janeapan,
jneap, jneapan, jnepdr, jnepen, janeapan, jneap, jnepar, jnepen, molete, sinap,
solovat, sncapan, sneapan, snep, snepen, turtel, zolovat; Engl.: Juniper; Franc.:
Genévrier; Germ.: Gemeiner Wacholder. Raspandit in Europa, Asia de Nord, Asia
Mica, Africa de Nord, America de Nord [63].

Istoric

Arbust cunoscut in antichitate. Dacii ii spuneau turtrela, de unde mai tarziu
a derivat numele de turtel mentinut pana azi. Ienuparul (Juniperus) este un cuvant
de origine latind. Mosii si stramosii nostri foloseau ramurile cu cetind, cetina
(frunzele) si fructele in scopuri medicinale. Ramurile cu cetina se fierbeau, iar cu
decoctul obtinut se faceau bai impotriva bolilor de sange. Frunzele se puneau pe jar
si se afuma cu ele contra guturaiului. Raceala si afectiunile interne cu crize acute se
tratau cu decoctul obtinut prin fierberea pseudobacelor. Tratarea de hidropizie
(dropicad) si a bolilor renale se facea cu un decoct tare din pseudobace de Juniperus
care se inmoia apoi cu lapte si se bea; in acest scop se mai folosea un amestec din
parti egale de pseudobace de Juniperus, radacina de patrunjel si radacina de urzica.
Acestea se fierbeau pana ce apa scadea la jumdtate. Din acest decoct se bea de mai
multe ori pe zi, cate o ceasca. Inlaturarea pietrelor de la rinichi se facea cu un
decoct obtinut prin fierberea pseudobacelor si frunzelor aciculare de Juniperus
fmpreuna cu coada calului si cozi de cirese. Din aceste plante se foloseau parti
egale. Ele se fierbeau pana apa scadea la jumatate. Decoctul se amesteca cu miere
si se lua de 3 ori cate o lingurita, inainte de masa. Pentru tratarea reumatismului se
foloseau frunzele aciculare de Juniperus. Acestea se fierbeau, iar decoctul obtinut se
turna in apa de baie.

Ecologie

Specie rustica, euriterma, heliofita, mezofita, oligotrofa-mezotrofa,
amfitolerantd la pH. Creste in plind lumind, nu suporta umbrirea. Vegeteaza pe
soluri revene pana la reavan-jilave. Pot vegeta si pe soluri uscate, dar are nevoie de
multd umiditate atmosferica. Are o largda adaptibilitate ecologicd fata de reactia
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jonicd a solului. In conditiile naturale preferd terenurile cu reactie ionicé slab acida
pana la acida [63].
Descrierea speciei

Tufa deasa, cu ramuri ascendente. Lemn cu duramen galbui sau brun-
rosietic. Alburn ingust-galbui sau alb-rosietic. Raze medulare vizibile cu lupa. Miros
aromatic. Lujeri tineri in trei muchii, bruni. Frunze aciculare, cu o dunga alba pe
fatd, verzi-inchis pe dos, drepte, intepatoare, asezate cate 3 in verticile pe lujer.
Flori unisexuate, dispuse dioic, mici; cele barbatesti, galbene, iar cele femeiesti,
verzi. Polenizare anemofila. Galbule (seminte + fnvelis cadrnos) sferice (0,66-
0,9mm), la Tnceput verzui, apoi negru-albastrui, brumate. Maturizarea la 2-3 ani.
Semintele cate 3, brune, in trei muchii.
Recoltare

Galbulele (Juniperi fructus sau Juniperii baccae) sunt culese incepand cu
luna octombrie péna in iarnd. Uscarea se realizeazad in mod natural, in strat subtire,
la temperatura camerei, in lipsa razelor solare.

Clasificare stiintifica

Regnul: Plantae Clasa: Pinopsida Familia: Cupressaceae
Diviziunea: Pinophyta Ordinul: Pinales Genul:  Juniperus
[87]

Compozitia chimica

Pseudobacele de Juniperus communis contin ulei volatil (0,8-1,5%) format
din a-pinen, camfen, cadinen, limonen, terpinolen, B - felandren, 1-4-terpineol, mici
cantitdti de alcooli sesquiterpenici, B-pinen, dipenten, mircen, iuniperind (principiu
amar), iunen, iunenol, zahar invertit (circa 30%), zaharoza, grasimi, pentozani,
substante proteice, acizii gliceric, glicolic, glucuronic, /-ascorbic, acetic, malic,
formic, pectine, rasini, saruri minerale cu K, Ca.

Gust dulceag-amarui, aromat, miros balsamic, caracteristic [63].
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Ienupar de Virginia

'f‘ﬁ:"hk.«-_{. . ' 4
\ : i B s
(Ienupar din zona estica, frunze aciculare si pseudobace mature)
Clasificarea stiintifica

Regnul: Plantae Clasa: Pinopsida Familia: Cupressaceae
Diviziunea: Pinophyta Ordinul: Pinales Genul:  Juniperus
[88]

Ienuparul de Virginia (Juniperus virginiana L.), fam. Cupressaceae. Arbore
fnalt pana la 30m, frecvent cultivat in scopuri ornamentale si forestiere [63, 89]; se
mai numeste cedar rosu (impropriu denumit [90]), ienupdr, ienupar rosu; Germ.:
Virginischer Sadebaum [63]. Raspandit in America de Nord [90, 91], unde
vegeteaza natural pe o arie vasta in special in zonele cu temperaturi ridicate in
timpul verii si moderate iarna [92].

Istoric

Arborele, originar din America de Nord, a fost introdus in Europa catre
jumatatea secolului al XVII-lea, mai intai in Anglia, de unde s-a raspandit repede in
alte tari. In Romania, a fost introdus in diferite parcuri si gradini publice si sub
forma de arborete experimental. Crescut in masiv strans, trunchiurile devin
cilindrice, lungi, curdtate de crdci pe o mare parte de fus, coronamentul rdmane
ingust si suficient de redus. In perioada 1905-1906 a fost folosit la Tmpadurirea
terenurilor degradate de la Sabed, in CadmpiaTransilvaniei.

Ecologie

Extrem de adaptabil din punct de vedere climatic. Optimul de vegetatie il
realizeaza intr-un climat relativ dulce si ploios, cu temperatura medie anuald de
15°C. Este adaptat la fum, la frig si secetd, fir3 a fi rupt de zapad3 si fir3 a-l supira
inundatiile. Rezistd pand la -30°C si chiar -35°C. Temperamentul este de
semiumbra. Prefera solurile profunde si revene, pe fundul vailor. Poate vegeta pe
soluri sarace si uscate precum si pe soluri excesiv de umede, pe coaste sténcoase,
sarace si aride fara pretentii de productii. Ca substrat geologic, se dezvolta pe
terenuri de orice naturd, parand insa a da preferinta celor calcaroase sau cu
carbonati.

Descrierea speciei

Arbore cu port alungit piramidal. Trunchi ramificat de la baza; scoarta bruna
deschis cu pete roscate. Lujeri tineri subtiri, pana la 1cm diametru, nu prea evident
muchiati. Frunze solzoase, opuse, rombic-ovate de 0,1-0,2cm, cu varful drept,
intepator, dezlipit de lujeri, Tn cursul sezonului de vegetatie verzi-inchis, iarna
galben-brune. Frunzele exemplarelor tinere si cele de pe lujerii vigurosi sunt
aciculare, lineare, lung ascutite, intepatoare, lungi pana la 1cm, cate 3 in verticile si
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mai mult sau mai putin perpendiculare pe ax. Flori dioice. inflorire IV-V. Fructe,
pseudobace sub forma de conuri lungi de 6mm, carnoase, cu gust dulceag, rasinos,
cu maturatie anuald, de culoare albastrui brumate, cu 1-2 seminte [63].

Alte specii de Juniperus

Tabelul 2.1. Speciile de Juniperus impartite pe sectiuni [93]

semiglobosa
var. talassica

Sectiunea Sectiunea Sectiunea
Sabina Juniperus Caryo
cedrus
El Em \"/ \'A
J. carinata J. chinensis J. J. J. brevifolia J. drupacea
barbadensis | angosturana
L.
J. convallium | J. davurica J. J. ashei J. cedrus
bermudiana
L.
J. coxii J. J. blancoi J. californica J. communis
erectopatens L. var.
communis
J. indica J. excelsa J. gracilior J. J. communis
coahuilensis var.saxatilis
J. komarovii J. excelsa J. gracilior J. comitana A
var.ekmanii formosana
J. J. J. gracilior J. deppeana J. lutchensis
microsperma | foetidissima var. var.
urbaniana deppeana
J. J. J. lucayana J. J.
morrisonicola | jarkendensis durangensis macrocarpa
J. pingii J. phoenicea J. J. flaccida. J.
horizontalis var. flaccida navicularis
J. J. polycarpos | J. J. gamboana J. oxycedrus
prezewalskii mucronata L.
J. J. polycarpos | J. saxicola J. jaliscana J. oxycedrus
pseudosabina var. badia
J. recurva J. polycarpos | J. J. J. rigida
scopulorum monosperma
J. saltuaria J. polycarpos | J. virginiana | J. monticola J. rigida var.
conferta
J. squamata J. procera J. virginiana | J. J. taxifolia
var. silicicola | occidentalis.
var.
occidentalis
J. tibetica J. sabina L. J.
osteosperma
J. J. J. pinchotii
wallachiana semiglobosa
J J. saltillensis

J. thurifera L.

J. standleyi

*E1-Frunze netede, o singura samanta,
mai multe seminte, emisfera estica; V- Frunze netede, emisfera vestica; V’'-

emisfera estica, Em- Frunze netede,

Frunze asezate in zig-zag, din emisfera vestica.
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Juniperus communis subsp. alpina denumit Lenuparul montan”, este un
arbust de 0,5-1,5m fnaltime. In Europa creste la altitudini de 1700-2500m, iar in
Corsica pana la 1000m. Uleiul esential din partile anatomice supraterane este
produs la nivel local pentru comercializare [94, 95].

Juniperus nana este intalnit in zonele de joasa altitudine din nordul Europei
si in muntii Tnalti din Europa Centrala si Sudica. Este un arbust dienoic, cu o indltime
mai mica de 50cm si mai mult de 3m in diametru. Galbulele sunt mici (diametru de
4-5mm), iar frunzele sunt mici (1-1,5X9-10mm), ascutite, apropiate si distribuite
ascendent [96]. Arbusti de Juniperus communis ssp. nana se intalnesc si in regiunea
montana din Sardinia, Corsica [97] si Italia [98].

Juniperus hemisphaerica se gaseste in deosebi in zonele muntoase din sudul
Europei, nord-estul Africii, nord-vestul Africii si in Regatul Unit al Marii Britanii [97].
Este un arbust, ce prezintda galbule de dimensiuni relativ mari (6-7 (10) mm) si
frunze aciculare mai mari decat la J. nana (1-1.5x15-17 mm) [98] Juniperus
communis ssp. hemisphaerica poate ajunge pana la 2,5m inaltime. Conurile ajung la
maturitate in acelasi timp ca in cazul speciei Juniperus sabina [99].

Juniperus communis. var. saxatilis este un arbust mic. Acesta specie de
Juniperus este foarte raspanditd in tarile nordice si la altitudini ridicate. Cel putin,
acestea sunt caracteristicile care il diferentiazd de Juniperus communis var.
communis. Totusi, caracteristicile de habitat sunt diverse pentru Juniperus
communis var. saxatilis; intr-un habitat acest arbust poate fi intalnit sub diferite
forme [100].

In California, in locuri cu conditii climatice asemanatoare cu cele din Alpi,
Pirinei si Corsica, sunt intadlnite patru varietati de Juniperus communis: depressa,
montana, jackii si sibirica [101].

Juniperus excelsa creste in regiunile montane din Iran, iar pseudobacele
sunt folosite pentru obtinerea uleiului comercial de Juniperus [102]. Aceasta specie
mai poate fi intalnita, la altitudini intre 500 si 2300m, in Grecia, Crimeea, zonele de
deal din estul bazinului mediteraneean, Marea Neagra si in sudul Marii Caspian
[103]. In urma unui studiu efectuat pe pseudobacele acestei specii, provenite de pe
muntele Kalamoun din Siria, de la diferite altitudini, s-a constatat ca germinarea
semintelor de la 2100 m a fost influentatda de durata perioadei de caldura si de
zonele de frig [104].

Juniperus foetidissima este raspandit in Turcia, Grecia, Albania, Iugoslavia,
Siria si Crimea. Arborele atinge pana la 10-20m, poate creste la soare si
supravietuieste fara apa timp indelungat. Pseudobacele la maturitate au culoarea
rosu-brun spre negru, diametrul de 7-12mm si pot prezenta 1-2 seminte, foarte rar
3 (ceea ce le diferentiaza de Juniperus excelsa, a carui pseudobace contin 4-6
seminte). La ruperea frunzelor cu mana se elibereaza un miros neplacut [105].

Juniperus seravschanica este un arbore vesnic verde, ce poate ajunge pana
la 20m inaltime [106], raspandit in muntii din Asia Centrald si nordul Afganistanului
[107]. Creste la altitudini de 900m pana la 2300m; intre 1400-3100m se intalneste
specia J. semiglobosa, iar peste 2500m apare specia J. pseudosabina [108]. Unele
date de literatura specifica existenta speciei J. semiglobosa si la altitudine de 2500m
[109]. Acest arbust creste foarte incet ajungand in aproximativ 300 de ani la 20m si
in diametru pana la 50-100cm [108]. Pseudobacele de J. seravschanica sunt sub
forma de conuri, ajung la maturitate dupa al doilea an de inflorire [107]. Au fost
izolate doua flavonoide din aceasta specie: isoquercitrina respectiv flavonglicozida
zeravschanozida (5,6,8,31,41-pentahidroxi-7-0O-B-D-glucopiranozil flavona) [106].
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Extractele din pseudobace au activitate diuretica, antiinflamatoare si
anticolerd. Ele sunt utilizate in reumatism, paralizia membrelor inferioare, dureri de
cap si ca expectorant in bronsita si laringita [107].

Semintele de Juniperus polycarpus var. seravschanica au fost utilizate in
medicina traditionala pentru tratarea bolilor de rinichi, dar si pentru efectul lor
diuretic si abortiv in Uzbekistan. Trei, din terpenoidele analizate (cedrol, sugiol si
acid 12,15-dihidroxilabda8(17), 13-dien-19-oic), au prezentat activitate impotriva
malariei [110].

Juniperus chinesis este un arbore cu frunze aciculare permanent verzi. Este
raspandit in Japonia, Coreea si China [111]. Compusii antioxidanti izolati din tulpina
de J. chinesis au fost: quercetina, naringenina, taxifolina, aromadendrina respectiv
isoquercitrina. Extractul etanolic din pseudobace de J. chinesis (Corea) a prezentat
efect hipoglicemic, in schimb extractul apos a avut un efect hipolipidic mai accentuat
decat extractul etanolic [112]. In frunzele aciculare de J.chinesis s-a gasit cea mai
mare cantitate de (-)-yateina, figura 2.1.
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Figura 2.1. (-)-Yateina ((3R,4R)-4-(1,3-benzodioxol-5-ilmetil)
dihidro-3-[(3,4,5-trimetoxifenil)metil]-2(3H)-furanona) [113]

HCO

Juniperus procera, denumit Arar, este cunoscut ca Juniperus african;
raspandit in zonele montane din estul Africii pana in estul Sudanului, la Zimbabwe si
in sud-vestul Peninsulei Arabice. Aceasta specie de Juniperus, este un arbore ce
poate atinge 20-25m (mai rar 40). La nivel local este utilizat in tratarea tuberculozei
si a icterului [114]. Juniperus procera este o planta perena dioica, mai rar un arbore
monoeenoic. Este ienuparul cel mai fnalt din lume. Acesta are doua faze de
dezvoltare, stadiul ténar si adult. Acestea pot fi distinse prin forma trunchiului si a
coroanei. Au o forma piramidald, atunci cand sunt tineri. Poate ajunge pana la 45m
inaltime la maturitate. Conurile de sex masculin sunt mici si rotunde, cele de sex
feminin sunt rotunjite, iar la maturitate devin carnoase si moi. Poate fi intalnit la
altitudini intre 1800-3200m, mai des intre 2200-2500m [115]. Totarolul izolat din
aceasta specie are activitate impotriva malariei [116].

Juniperus recurva creste la altitudini de 3000-4000m si este o specie
originara din Himalaya, raspandita in nordul Pakistanului pana in sud-vestul Chinei.
Uleiul esential contine cantitdti insemnate de podophyllotoxina [117]. Juniperus
recurva var. coxii este un arbust cu ramuri lungi, frunze de 6-10mm [118].

Juniperus sibirica Burgsdorf., este una dintre cele cinci specii ale genului
Juniperus, ce poate fi intalnitd in Serbia. Pentru prima datd a fost descoperita in
Rusia [45].

Juniperus thurifera creste in zonele calcaroase din vestul bazinului
mediteranean. Se gaseste in Alpi (Franta si Italia), in muntii din Peninsula Iberica
(Spania), precum si in Corsica si Algeria. Arborii pot ajunge pana la inaltimi de 5-
10m (in mod exceptional 20m). Pseudobacele ajung la maturitate dupa 22 de luni si
contin in medie 3,5 seminte (1-7) [119]. Juniperus thurifera are doua subspecii:
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thurifera si africana. Diferentele dintre cele douda sunt date de diametrul
pseudobacelor (thurifera: 7-12mm, africana: 5-6mm), numarul semintelor
(thurifera: 2-5, africana: 1-2), masa pseudobacelor (thurifera: 240-300mg,
africana: 130-200mg) si prezenta prodelfinidinei (thurifera: foarte scazuta, africana:
mare) [120].

Juniperus drupaceae apartine genului Arceuthos, familia Cupressaceae.
Arborele poate ajunge pana la 10-20m inaltime, frunzele au lungimi de 15-25mm,
iar pseudobacele au forma globulara, initial de culoare verde dar la maturitate
prezinta o culoare violet-albastruie spre brun. Poate fi intélnit in Turcia, dar si in
Siria, Lebanon si Peninsula peloponeza a Greciei [121] la altitudini de 600-2050m
dar si la 350-1250m (Masivul Parnon) [122]. In al doilea an, pseudobacele mature,
sunt utilizate la obtinerea unui suc concentrat de fructe specific turcesc, numit
~pekmez”. Cantitatea de nutrienti principali din 100g fruct de J. drupaceae este de
34,979 zahar, 1499mg Ca, 1445mg P si 12,79mg Zn [121].

Juniperus oxycedrus (denumit si ienuparul intepator) provine din regiunile
mediteraneene [123], Monaco si Portugalia [41] este un arbore ce poate atinge
pana la 8m; creste in zonele de deal si terenuri stdncoase [123], pana la 1600m
altitudine [41]. A fost descoperit si la o altitudine de 1300-1350m in Bulgaria [124].
Prezinta trei subspecii: rufescens, badia si macrocarpa [125]. Uleiul esential din
pseudobacele si frunzele aciculare, ale acestei specii, au fost utilizate in medicina
umana si veterinara [123]. Pseudobacele sunt utilizate in bucatariile europene
pentru aroma lor [41]. Testele farmacologice au demonstrat, in cazul acestei specii,
ca prezinta o toxicitate acutd redusa, insa prezinta activitate antiinflamatoare si
analgezicd semnificativa [43]. Extractele in diclormetan si metanol din frunze
aciculare de J. oxycedrus (din Spania) reduc presiunea sanguind la sobolanii
normotensivi, Tnhiba raspunsul la histamina, serotonina respectiv acetilcolind si
prezinta activitate antiinflamatorie [126,127]. Uleiurile esentiale din pseudobace si
microblaste de Juniperus oxycedrus ssp. oxycedrus prezinta efect ,scavenging” fata
de radicalul DPPH. Microblastele prezinta activitate hipoglicemica, prin inhibarea a-
amilazei [128].

Juniperus phoenicea este o specie Iintalnita in Egipt, in bazinul
mediteraneean, din Portugalia pana in Israel [129] si se extinde pana in zona
muntoasa din vestul Arabiei [130, 131], nordul Africii si Algeria [129]. Uleiul esential
al frunzelor aciculare si al pseudobacelor a prezentat efecte citotoxice (asupra liniei
de celule tumorale de la nivelul creierului, plamanilor, ficatului si glandelor mamare)
si antimicrobiene [132].

Juniperus formosana (cu speciile Juniperus chekiangensis, J. formosana var.
con-color, J. formosana f. tenella, J. mairei) este caracterizata prin arbusti sau
arbori de pana la 15 m inaltime, coaja de culoare brun; de obicei, coroana are forma
piramidala sau cilindrica. Frunzele sunt asezate cate 3, in spirale, liniar-lanceolate,
cu 2 benzi albe. Conurile de forma globulara sau elipsoida, 4-6 mm, la maturitate
sunt brun roscate, adesea au 3 seminte [133].

Juniperus pingii este un arbust sau arbore hermafrodit. Unele frunze sunt
asezate in spirala, de culoare verde-albastrui, iar celelalte sunt verzi. La maturitate
conurile sunt negre, de forma globulara si prezintd cate o sdmanta. Poate fi intalnit
la altitudini de 2600-4900m [134].

Juniperus chengii, arbori de pana la 9 m inaltime, ramurile sunt arcuite,
frunzele aciculare asezate cate 3 in spirald, prezinta caneluri longitudinale. Conurile
la maturitate sunt negre-purpurii, globular alungite prezentand o singura samanta.
Se intalneste la altitudini de 3100-3200m [135].
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Juniperus baimashanensis, arbusti de 60 cm inaltime; ramurile sunt asezate
aproape paralel, nu in unghi, sunt subtiri si drepte. Frunzele aciculare sunt
distribuite in spirald, cate 3; prezinta caneluri longitudinale. Conurile sunt brun
inchise la maturitate prezentand cate o samanta. Creste la altitudini de circa 3400m
[136].

Juniperus sabina are frunze agezate in scard, creste pe pamant, arbustul are
o forma eliptica cu un diametru pana la 20m [99]. In urma unui studiu pe linii de
celule tumorale s-a descoperit un efect pozitiv al extractelor din pseudobace de J.
sabina [137].

Juniperus lucayana poate fi intalnita in Cuba, Jamaica si insulele Bahamas
[138]. Acidul sandaracopimaric - este un compus prezent in extractele partilor
supraterane de Juniperus lucayana - si are efect antifungic, impotriva fungului
fitopatologic, Botrytis cinerea (ataca cerealele, strugurii si capsunile) [139].

Acid sandaracopimaric (acid (-)-pimara-8(14), 15-dien-19-oic) [139]

Principalii componenti ai speciilor de Juniperus communis

O caracteristica a compozitiei chimice a organismelor vegetale este numarul
deosebit de mare al substantelor organice care constituie produsii intermediari ai
metabolismului sau formeaza reziduuri ale metabolismului vegetal. Uleiurile eterice
sau uleiurile esentiale (metaboliti secundari), se gasesc raspandite in diferitele
organe vegetale, formand depozite in vacuole, in pungi sau canale speciale,
intercelulare. Uleiurile esentiale sunt complecsi naturali, sisteme multicomponente
alcatuite in special din terpene si derivatii lor oxigenati alaturi de alti componenti
nonterpenici.

Uneori, in uleiurile eterice se gasesc si cantitati mici de alte substante, ca
gliceride si componentii lor, pigmenti, chiar si glucide, pectine, biflavonoide, etc.

De multe ori, intr-un organ al unei plante se gdsesc un numar mai mare de
monoterpeni diferiti. De exemplu, in scoarta de Juniperus communis au fost gasiti
urmatorii monoterpeni:

Camfen pB-Felantren Mircen o-Terpinen
Caren Limonen a-Pinen y-Terpinen
para-Cimen cis- Mentan B-Pinen Terpinolen

Unul si acelasi compus terpenoidic este prezent in cantitati diferite in speciile
de Juniperus ca de exemplu:
Sabinen 10 - 40% n Juniperus communis L., ssp. communis
9 - 28% in Juniperus communis L., ssp. terpineoliferum

Asa cum se poate observa din tabelul 2.2., compozitia uleiului esential din
Juniperus variaza in limite largi dependent de specie si locul unde creste [140, 141].
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In unele cazuri a-pinenul este prezent la nivel de 30-39% in uleiul esential
obtinut din fructe coapte din mai multe tari, dar nu este reprezentativ pentru locatii
diferite din aceeasi tara. Mircenul apare in procente variabile, intre 4,8-18%.

Prezenta a-pinenului este deosebit de benefica, acesta fiind responsabil de
diferite bioactivitati ca: antimicrobian, antioxidant, repelent, anticancerigen
[142, 143].

Caracteristic unor glicolipide ca si unor glicoproteine este prezenta in
moleculda a poliprenolilor ca de exemplu a Cgs, poliprenol - cu o structura
asemanadtoare cu cea a dolicolilor intalniti la animale de tip poliizoprenic, H-(CsHg)n-
OH:

Formula generala a unui poliprenol

Poliprenolii din Juniperus communis apar fie liberi fie esterificati cu acizi
grasi iar numarul resturilor de izopren variaza intre 14-21 [144]. Acesti poliprenoli
din plante stimuleaza sistemul imunitar, repararea celulelor, spermatogeneza,
activitatea antistres, activitate antiulcerogena.

O mentiune speciala pentru Juniperus virginiana L. care este propus ca
sursa pentru obtinerea podophyllotoxinei, substanta de baza pentru obtinerea
unor medicamente folosite in tratamentul cancerului, artritelor reumatoide,
psoriazisului si sclerozei multiple [145].

HE

.

CH,0 OCH,
OCHs

Figura 2.2. Structura podophyllotoxinei [146]

Podophyllotoxina este un compus valoros din punct de vedere farmaceutic si
devine important in comert, ca materie prima pentru semisinteza agentilor
antitumorali, Eposin si Teniposide [111]. In cazul plantelor de Juniperus virginiana L.
colectate din padurile din Nordul Americii, continutul de phodophyllotoxina in
extractul eteric a variat intre 1,06 - 1,56 mg/g fiind maxim pentru probele recoltate
in perioada ianuarie-aprilie [145]. Frunzele aciculare de Juniperus virginiana
provenite din Verona, au prezentat un continut de podophyllotoxina de 0,218-0,221 %
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masa uscatd, in extractele obtinute prin hidrodistilare. insg in uleiul esential al
acelorasi frunze aciculare, podophyllotoxina a fost absenta [146]. In frunzele
aciculare de Juniperus virginiana provenite din Mississippi concentratia de
podophyllotoxina a fost de 0,147-0,290 (% masa uscatd) [147].

Pe langa podophyllotoxina (PDP) au mai fost analizati si analogii cu potential
terapeutic prezenti in diferite specii de Juniperus: podophyllotoxona (PDPT);
deoxipodophyllotoxin (dPDP); dimetilpodophyllotoxin (dmPDP). S-a constatat ca
dPDP se gaseste in cantitatea cea mai mare (329000ug/100g masa uscata in
extractul organic J. x-media Pfitzeriana), urmatda de PDP (100000 ug/100g masa
uscata in extractul total J. x-media Pfitzeriana) respectiv PDPT (555ug/100g in
extractul anterior amintit), iar dPDP s-a gasit in cantitati extrem de mici. Extractul
organic a fost obtinut prin ultrasonarea amestecului de frunze aciculare, in
metanol:cloroform (80:20). Prin ultrasonarea amestecului - reziduu anterior
obtinut, in apa:metanol (90:10) s-a obtinut extractul apos. Extractul total este
amestecul dintre extractul organic si cel apos [148].

Un experiment realizat in Dakota asupra variatiei concentratiei de nutrienti
pe perioada dezvoltarii speciei de Juniperus virginiana a evidentiat ca in general,
concentratia de azot, fosfor, sulf si magneziu a crescut semnificativ in cursul
evolutiei plantei. Concentratia in calciu zinc si fier au ramas constante, iar
concentratia de potasiu a scazut pana in iulie dupa care s-a redresat pana la
valoarea initiala [149].

Uleiul volatil, care are importanta practica, este obtinut prin antrenare cu
vapori de apa a ramurilor si fructelor mature ale plantelor de Juniperis communis L.
var.montana, Juniperus communis L. ssp. communis, Juniperus virginiana, ssp.
terpinneoliferum, Juniperus virginiana L., ale caror componenti principalui sunt
prezentati in tabelul 2.3.

BUPT



76

Partea experimentala

euoJajilequin aulewn)
dluajojwed 1Z1dy
euouolun(
euoud(19b ‘eiojwedourd 2U0313d
eJojwed ‘eojusjojwed 15 apIyap|v
|luaduay ap je3=0e (9%0¢€) nuadiay ap jezaoe 1D1uadia)
‘llu1oq op 1je3a0e ‘[luloq ap jelaoe 1193s3
jowsapna-i
|0JpIM ‘|OuUBIpaD [IEIINIE] )
|odpaoopnasd jows|d
|04pa2 jowsapna-n |oulpJed-0 11002|Y
uatednd “uasdoln
‘uaipad-g usjoJnnuwi-o 11NQqJed04piH
‘uaupad g uesdew.ab uauiped-4 1§ -0 aN
-0 '04,29-9€ usjoinnuw - ‘uajyoled-g uajiorsed-g 3dY¥3LIN0S3S
(%071 ID0I
-G) v-10-T-usuidia) N3d¥3LONOW
‘|joojeul| $-10-T-usu1di) [oauldia3-0 ‘|oojeul| 170001V
(9%8-9) uaoJiw uauidaay-4
(%8¢-6) uauiges Jejiiofew usuow) (%0t-0T) usuowi| ‘uauiges
(%9p-t€) uauid-o uauid-¢ ‘usuid-» uauid-g ‘(% 06-0t)usuid-» 3
%¢8-0S %05< %06 N3IdY3I1LONOW
J1joaurdiay-dss siunwuwod-dss sndwod
1 eueluiblinc ] euelulbJdinr 1 siunwwod r euejuowieA™] SIUNWWOD [ ap diL

euejulbiA sniadiung A1R3AsSa SIUNWWOD Sniadiung ap 32149319 Joj1unigIn 1e 1jusuodwod ljeddulld *€°Z |njeqel

BUPT



Contributii proprii 77

II1.2. Obtinerea extractelor din speciile studiate
I1.2.1. Recoltarea, pastrarea si pregatirea materiei prime

Materia prima: frunzele aciculare, pseudobacele si microblastele de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana au fost culese in perioada
noiembrie-decembrie intre anii 2008-2010 din diverse regiuni muntoase si de
campie din tara: de la Lipova (la o altitudine de 700m), Macea (98m), Albac
(1300m), precum si din strainatate: Austria (Stubalte, Steiermark-1100m), Siria
(Slumfe, Latakia-829m) si Suedia (Fréson, Ostersund-468m). Dupa recoltare,
materialul vegetal corespunzator celor trei parti anatomice, a fost uscat la
temperatura camerei, separat si pastrat in cutii de carton, la intuneric.

Inainte de extractie materialul vegetal - pseudobace, frunze aciculare,
microblaste - a fost maruntit cu (cu ajutorul unei rasnite (HE 840S, HE. HOUSE
Corporation) la o viteza 13.500 rpm).

II1.2.2. Extractia prin refluxare

I1.2.2.1. Obtinerea de extracte de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana (pseudobace, frunze aciculare si microblaste)

Obiectivul acestui studiu a fost identificarea calitativa si cantitativa a
compusilor volatili in functie de solventul organic folosit, de tipul de plantad si de
provenienta acesteia.

Pentru gasirea unei metode eficiente si a unui solvent de extractie potrivit s-
au folosit mai multi solventi si anume, acetat de etil, cloroform, hexan,
tetrahidrofuran si toluen.

Materiale utilizate:

Materia prima pentru obtinerea extractelor in solventi organici au fost
pseudobace, frunze aciculare si microblaste de Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana uscat, recoltat din toate regiunile amintite anterior, in 2008-
2010. Solventii utilizati au fost acetat de etil, cloroform, hexan, tetrahidrofuran
(p.a., Chimopar, Bucuresti) respectiv hexan (HPLC, Sigma,). Ca agent de uscare:
sulfat de sodiu (Fluka).

Mod de lucru:

2 grame pseudobace, respectiv frunze aciculare, microblaste (Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana), maruntite in prealabil, au fost extrase cu
15mL solvent organic, prin refluxare, timp de 30 minute. Amestecul obtinut a fost
filtrat, uscat pe sulfat de sodiu si p&strat la frigider (4°C) pand in momentul
determinarii compozitiei extractului si a activitatii sale antioxidante.

I1.2.2.2. Obtinerea extractelor alcoolice din frunze aciculare si pseudobace de
Juniperus communis respectiv Juniperus necesare obtinerii nanocapsulelor

Materiale utilizate:

Ca materie primd pentru obtinerea extractelor alcoolice - din pseudobace -
s-a folosit material vegetal (de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana)
uscat, recoltat din toate regiunile amintite anterior, in 2008-2010. Alcoolul etilic
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(96%) folosit a fost procurat de la Chimopar, Bucuresti, iar sulfatul de sodiu a fost
produs Fluka.
Mod de lucru:

2 grame pseudobace (Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana),
maruntite in prealabil, au fost extrase cu 15mL alcool etilic, prin refluxare, timp de
30 minute. Amestecul obtinut a fost filtrat, uscat pe sulfat de sodiu si pastrat la
frigider (4°C) pand in momentul analizelor (identificarea unor compusi antioxidanti
cu ajutorul cromatografiei de lichide de finalta performanta) si obtinerea de
nanocapsule cu B-ciclodextrind, realizarea eliberarilor controlate din nanocapsule.

I1.2.3. Extractia prin ultrasonare

I1.2.3.1. Obtinerea de extracte in patru solventi organici din trei parti
anatomice de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Tindnd cont de avantajele extractiei prin ultrasonare si de faptul ca unii
componenti sunt termolabili, a fost realizata extractia asistata de ultrasunete din
pseudobace, frunze aciculare si microblaste.

Materiale utilizate:

Materialul vegetal (pseudobace, frunze aciculare si microblaste) a fost
colectat din specia de Juniperus communis crescut spontan in zone deluroase din
Romania (Lipova -700m, Albac - 1200m), din Austria (Stubalte, Steiermark-
1100m) si Siria (Slumfe, Latakia-829m). Probele de Juniperus virginiana, varianta
cultivata, au fost colectate din Gradina Botanica “Macea”, Romania-98m, respectiv
din arbori crescuti spontan din Siria (octombrie 2009). Solventii utilizati pentru
extractie la cald prin ultrasonare au fost acetat de etil, cloroform, tetrahidrofuran,
toluen (Chimopar, Bucuresti) si hexan (Sigma-Aldrich). Extractele filtrate au fost
uscate pe sulfat de sodiu anhidru (Fluka Chemie AG).

Baia de ultrasonare folosita are urmatoarele caracteristici: HK2200, 100W,
50 kHz.

Mod de lucru [78]:

1 gram de pseudobace, frunze aciculare si microblaste (Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana), maruntite in prealabil, au fost extrase cu 6mL
solvent organic, prin ultrasonare, timp de 10 minute la temperatura camerei.
Amestecul obtinut a fost filtrat, uscat pe sulfat de sodiu si p&strat la frigider (4°C)
pana in momentul analizelor: de identificare a componentilor volatili.

I1.2.4. Extractia cu ajutorul unei instalatii micropilot prevazuta cu
generator de ultrasunete

Extractia cu solventi organici din frunze aciculare si pseudobace de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana s-a realizat folosind o instalatie
micropilot de conceptie originald. Instalatia realizata are la baza un minireactor
prevazut cu un generator de ultrasunete si un sistem de agitare. Acest minireactor a
avut doar rol de sistem automat de extractie. Tindnd seama de unele date de
literatura care recomanda pentru alt tip de extractie si temperatura de 30°C [150],
am lucrat la 3 temperaturi diferite 30°C, 35°C, 40°C pentru solvent cloroform si
45°C, 50°C, 55°C pentru solvent alcool etilic.
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Minireactorul folosit are capacitatea de 1,5L si poate fi utilizat pana la 80%
din capacitate vasului si a fost prevazut cu un dispozitiv de agitare mecanica
actionat de un motor electric de turatie reglabila. Generatorul de ultrasunete a dus
la imbunatatirea gradului de extractie pentru compusii volatili dar secundar, ca efect
nedorit a dus la incalzirea mediului de extractie. Temperatura extractului a fost
monitorizatd pe toatd perioada extractiei cu ajutorul traductorului de temperatura
conectat la un sistem de achizitie digitala a datelor.

Ca solvent s-a ales cloroformul, deoarece in experimetele anterioare de
extractie cu ultrasunete unii compusi s-au obtinut in cantitati mai mari.

Extractul astfel obtinut a fost concentrat la evaporatorul rotativ si utilizat
pentru testarea activitatii antimicrobiene.

I1.2.4.1. Obtinerea de extracte cloroformice

in figura 2.3 este prezentatd instalatia micropilot pentru extractie cu
generator de ultrasunete realizata, formata din:

o dispozitiv de agitare mecanica cu palete actionat de un motor electric
cu turatie reglabila;

o un generator de ultrasunete (A Hielscher UP50H ultrasonic processor
(Hielscher, Germany) frecventa de 30 kHz si puterea de 50 W);

o un sistem de reglare a temperaturii alcatuit din: traductor de
temperatura (termocuplu de tip J confectionat din fier), un regulator
proportional integral derivativ (PID, E5CK Omron) si un element de
executie (electrovalva tip Burkert).

Deoarece o mare parte a energiei transmisa masei de reactie de catre
generatorul de ultrasunete, se transformd in caldurda, este necesara racirea
controlatd a sistemului in vederea mentinerii unei temperaturi constante pe tot
parcursul desfasurarii extractiei. Masa de reactie este permanent uniformizata pe
parcursul extractiei cu ajutorul dispozitivului de agitare mecanica cu palete actionat
de un motor electric cu turatie reglabila.

Figura 2.3. - Instalatia micropilot pentru extractie, cu generator de ultrasunete
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Schema automatizata a instalatiei de reglare a temperaturii in timpul
extractiei

In procesul de extractiei un parametru important este temperatura, care
poate fi controlata cu ajutorul unei instalatii automatizate de reglare a temperaturii.
Pentru mentinerea temperaturii constante pe tot parcursul extractiei s-a folosit o
instalatie ce este prezentata schematic in figura 2.4.

Componentele sistemului de control sunt: traductor de temperaturg,
regulator si element de executie-electrovalva.
2

’ L]

L
1
INTERFATA DIGITALA
Legenda:
1-minireactor de extractie
2-agitator

| sistenuiUs | | PROGRAM f—|  COMPUTER e ueror de temperatura

Figura 2.4. - Schema instalatiei de reglare a temperaturii

I1.2.4.2. Obtinerea de extracte alcoolice din pseudobace si frunze aciculare
de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Prin extractia cu minireactorul folosind alcool etilic ca solvent s-a urmarit
obtinerea unei cantitati mai mari de extract, concentrarea acestuia si testarea
activitatii antimicrobiene.

Materiale utilizate:

Materia prima folosita pentru obtinerea extractelor cloroformice este aceeasi
ca in experimentele 11.2.4.1.

Extractia s-a realizat la 45°C, 50°C si 55°C.

Mod de lucru:

70 grame pseudobace si frunze aciculare (Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana), maruntite in prealabil, au fost extrase cu 960mL alcool etilic
(96%, p.a. Chimopar, Bucuresti), timp de 2 ore la o temperatura constanta de 45,
50 respectiv 55°C. La fiecare 15 minute (pentru temperatura de 45°C) s-au colectat
cate 4mL extract. Fiecare extract a fost filtrat, concentrat la evaporatorul rotativ si
pastrat la frigider (4°C) pand in momentul analizelor: respectiv testarea pe
microorganisme gram positive si gram negative.
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Materiale utilizate:

Ca materie prima pentru obtinerea extractelor cloroformice - din pseudobace
si frunze aciculare - s-a folosit material vegetal (de Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana) uscat recoltat de la Macea si de la Lipova in octombrie 2009.
Cloroformul folosit a fost procurat de la Chimopar, Bucuresti, iar sulfatul de sodiu a
fost produs Fluka.

Mod de lucru:

70 grame pseudobace sau dupa caz 70g frunze aciculare (Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana), maruntite in prealabil, au fost extrase cu
960mL cloroform (p.a. Chimopar, Bucuresti), timp de 2 ore la o temperatura
constanta de 30, 35 respectiv 40°C. La fiecare 15 minute (pentru temperatura de
30°C) s-au colectat cate 4mL extract. Fiecare extract a fost filtrat, uscat pe sulfat de
sodiu si pdstrat la frigider (4°C) pand in momentul analizelor: determinarea
calitativa, la GC-MS si cantitativa, la GC-FID, a unor compusi volatili.

II.2.5. Obtinerea uleiurilor esentiale din pseudobace de Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana prin hidrodistilare

Obiectivul urmarit a fost obtinerea uleiurilor esentiale din pseudobace prin
hidrodistilare si nanoincapsularea extractelor. Din datele de literatura [128] s-a
constatat ca cea mai mare cantitate de ulei esential se afla in pseudobace, motiv
pentru care la extractia prin hidrodistilare am folosit numai pseudobace.

Materiale utilizate:

Materia prima folosita pentru obtinerea uleiurilor esentiale - din pseudobace
- a fost materialul vegetal (de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana)
uscat, recoltat de la Macea, Lipova si Albac in 2008-2009.

Mod de lucru [39, 151, 152]:

50 g pseudobace de Juniperus virginiana, respectiv de Juniperus communis
au fost maruntite si extrase cu 500mL apa distilata. La balonul de 1000mL in care s-
a adaugat amestecul (apa/material vegetal), s-a atasat un refrigerent si un vas
colector. Separarea uleiului esential de hidrodistilat s-a facut cu ajutorul unei palnii
de separare. Dupa 3 ore [128, 105, 153-158] de hidrodistilare s-a obtinut uleiul
esential care a fost uscat pe sulfat de sodiu si pastrat la frigider. Randamentul de
extractie al uleiului esential a fost de 1,25% (V/m), procent comparabil cu literatura
[105, 123, 151, 156]. Principalele caracteristici ale acestuia sunt: aspect limpede,
culoare galben pai, miros puternic caracteristic de Juniperus. S-a determinat indicele

de refractie cu ajutorul unui refractometru de tip Abbé ng) =1,5128.
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Figura 2.5. - Ulei esential de Juniperus obtinut prin hidrodistilare

Dupa ce acest ulei esential a fost analizat prin cromatografie de gaz cuplata
cu spectrometrie de masa a fost aplicat sub forma de aerosoli pe animale de
experienta ce prezentau emfizem pulmonar.

I1.3. Caracterizarea extractelor de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana

I1.3.1. Compusi terpenici

Prezenta compusilor terpenici in extractele din frunze aciculare, pseudobace
si microblaste de Juniperus communis  respectiv Juniperus virginiana a fost
evidentiata prin cromatografie in strat subtire, gaz cromatografie cuplata cu
spectrometrie de masa si gaz cromatografie cu ionizare in flacara.

I1.3.1.1. Identificarea guaiazulenei si cineolului prin CSS

Identificarea guaiazulenei si a cineolului din uleiul esential de Juniperus s-a
realizat atat prin cromatografie in strat subtire precum si prin gaz cromatografie
cuplata cu spectrometrie de masa.

Metoda:

Analiza cromatografica in strat subtire, ca si in Farmacopeea Europeana
[161], s-a realizat folosind placi (Merck) Silicagel 60 Fys4, de dimensiune 20X20
cm. In paralel cu uleiurile esentiale (diluate la nevoie cu hexan) s-au supus
cromatografierii si solutiile in hexan ale standardelor de guaiazulena si cineol
(Merck, New Jersey). Developarea placii s-a realizat pe o distantd de aproximativ
15cm, iar ca faza mobild s-a folosit sistemul acetat de etil:toluen = 1:19 (V/V).
Uscarea cromatogramelor s-a facut la temperatura camerei, iar pentru vizualizarea
spoturilor s-a folosit solutie de anisaldehida (0,5%) in acid acetic:acid
sulfuric:metanol = 2:1:17 (V/V). Placile au fost activate dupa incalzire timp de 5
minute la 100°C.

Uleiurile esentiale obtinute prin hidrodistilare au evidentiat doua spoturi
principale, unul de culoarea rosie in jumatatea de sus a placii cromatografice (in
cazul guaiazulenei), iar cel de-al doilea de culoare brun-violeta in jumatatea de jos a
placii cromatografice (in cazul cineolului). Spoturile de culoare violet intens,
corespunzatoare monoterpenelor si sesquiterpenelor, s-au aflat mai jos decat
spoturile specifice guaiazulenei si cineolului.
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Guaiazulena apare in uleiurile obtinute prin hidrodistilare datorita
deshidratarii sub actiunea temperaturii ridicate din alcoolul guaiol (vezi pagina 43).

In cazul uleiurilor esentiale spoturile specifice guaiazulenei si cineolului sunt
greu de identificat datorita concentratiilor ridicate ale altor compusi terpenoidici.
Astfel, in cazul pseudobacelor si frunzelor aciculare de Juniperus virginiana
autohtona, uleiul esential diluat cu hexan, probele 3 si 5 din figura 2.6., spoturile
corespunzatoare cineolului si guaiazulenei sunt foarte slabe fiind acoperita de catre
mono- si sesquiterpene (ca de exemplu limonen) in partea superioara a
cromatogramei sau de catre alcooli mono- si sesquiterpenici (ca terpinen-4-ol) in
jumatatea inferioara a placii cromatografice.

1 2 3 a 5 ' 8 9 10 11 12 13

Figura 2.6. - Cromatogramele unor extracte din pseudobace, frunze aciculare de
Juniperus communis si Juniperus virginiana si a unor produse comerciale

unde:

1,11 = ulei esential din Juniperus virginiana (produs comercial
Austria, 2009)

2 = ulei esential din Juniperus virginiana pseudobace

3 = ulei esential din Juniperus virginiana frunze aciculare

4,6, 13 = solutie etalon guaiazulena si cineol in hexan

5 = ulei esential din Juniperus virginiana (produs comercial
Germania, 2008)

7, 8,9,10 = ulei esential din Juniperus communis pseudobace

12 = ulei esential din Juniperus virginiana (produs comercial Novi

Sad 2007)

Cum se poate observa din cromatograme, toate probele, indiferent de specia
de Juniperus respectiv de partea anatomica a plantei contin guaiazulend si cineol
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alaturi de alti compusi terpenici care nu pot fi identificati prin aceasta tehnica de
analiza. Din acest motiv, pentru identificarea acestora a fost necesara analiza unora
dintre extracte prin metode mai sensibile si anume s-a aplicat analiza gaz-
cromatografica.

I1.3.1.2. Identificarea compusilor terpenici prin GC-MS

Metoda:

Compusii volatili din extractele obtinute prin refluxare, ultrasonare si
hidrodistilare au fost evidentiati prin gaz cromatografie cuplata cu spectrometrie de
masa. S-a utilizat un sistem de tip gaz cromatograf Hewlett Packard HP 6890 Series
cuplat cu detector de masa selectiv Hewlett Packard 5973 (GC-MS); factorul de
calibrare a fost 1.0. Pentru sistemul GC s-a utilizat o coloana capilara de tip HP-5
MS. Programul de temperatura a fost setat de la 50°C la 250°C cu o viteza de
incalzire de 6°C/minut, iar ca si gaz transportor a fost utilizat heliul. Concentratiile
procentuale relative pentru compusii volatili din cele doua specii de Juniperus au fost
calculate pe baza ariilor picurilor cromatografici GC. Identificarea principalilor
compusi s-a realizat utilizand datele privind indicii Kovats obtinuti anterior pentru
compusi etalon [159, 160] si/sau pe baza spectrelor de masa experimentale
comparate cu spectrele din baza de date NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library 2.0.

A 1600000

1400000

v = GE+07% /
1200000 B = 1 9a70
1000000 //
aoanaa
/ *
B00000 =

400000 /,
200000
I:I T T T T T T 1

o 0.004 0.01 0.014 0.0z 0.024 0.03 0.034
mgmL

Figura 2.7. - Curba de calibrare pentru cineol
Aria (AbundentaX min ) = 5-107-concentratia (mg/mL)
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/
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4000000
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a 0.05 0.1 015 0.2 0.25 0.3 0.35
mgmL

Figura 2.8. Curba de calibrare pentru guaiazulena
Aria (AbundentaX min = 3-10”-concentratia (mg/mL)

Curbele de etalonare pentru cineol si guaiazulena sunt prezentate in figurile
2.7., 2.8. si permit calcularea concentratiei absolute a cineolului si guaiazulenei in
uleiurile esentiale din specii de Juniperus.

I1.3.1.3. Determinarea cantitativa a compusilor terpenici din extracte
cloroformice de Juniperus prin gaz cromatografie cu ionizare in flacara

Metoda:

Extractele cloroformice obtinute cu ajutorul instalatiei micropilot prevazuta
cu generator de ultrasunete au fost analizate prin gaz cromatografie cu ionizare in
flacara. Analiza cromatografica s-a realizat folosind urmatorii parametrii: coloana tip
HP5, sistem de GC model 6890N, temperatura cuptorului de 300°C, debitul de H, de
40mL/min, debitul aerului 250mL/min, temperatura inlet-ului de 250°C, iar gazul
purtator a fost N,.

Trasarea curbelor de etalonare
Continutul in limonen si a-pinen a extractelor analizate s-a calculat cu
ajutorul unei curbe etalon, stabilite in paralel si in aceleasi conditii cu extractul. S-au
luat in lucru 1; 2; 3; 5; 6; 8; 12; 15; 20; 25; 35; 40; 50; 70; 90; 990; 9990 uL
solutie etalon de limonen si a-pinen 10ug/mL la care s-a adaugat 10uL cloroform.
Curba de etalonare pentru a-pinen este reprezentata in figura 2.9:
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Figura 2.9. - Curba de etalonare pentru a-pinen

Pe baza finaltimii picului a fost stabilitd ecuatia dreptei si s-a calculat
coeficientul de corelare:
y= 955.15x + 9.6347; r’= 0.9894
unde: y - Inaltimea picului pentru a-pinen la minutul t = 3.96
X — concentratia de a-pinen, pg/mL

Curba de etalonare pentru limonen este reprezentata in figura 2.10:
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Concentratia, ug/mL

Figura 2.10. - Curba de etalonare pentru limonen

Pe baza inaltimii picului a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a calculat
coeficientul de corelare:
y = 626.82x + 35.805; r’= 0.9898
unde: y - indltimea picului pentru limonen la minutul t = 5.27
X — concentratia de limonen, pug/mL
Continutul in limonen si a-pinen a extractelor analizate este prezentat in
capitolul III - Rezultate si discutii.
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I1.3.1.4. Identificarea compusilor terpenici prin spectroscopie UV-VIS

S-au inregistrat spectrele UV-VIS ale extractelor alcoolice si hidrodistilatelor
de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana precum si cele ale solutiilor de
standarde de B-pinen (la 280nm si 275nm), rutind (275nm), p-cimen (242nm),
limonen (245nm) si 1-terpinen-4-ol (241nm). Curbele de etalonare pentru aceste
cinci standarde sunt prezentate in figurile 2.11 .-2.16.
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Figura 2.11. - Curba de etalonare pentru 3-pinen, la 280nm

Pe baza absorbantelor citite la 280nm, a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a
calculat coeficientul de corelare:
y = 1,1315x; r’= 0,9966
unde: y — absorbanta pentru B-pinen, la 280nm
X — concentratia de B-pinen, g/mL
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Figura 2.12. - Curba de etalonare pentru 3-pinen, la 275nm

Pe baza absorbantelor citite la 275nm, a fost stabilitd ecuatia dreptei si s-a
calculat coeficientul de corelare:
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y = 1,2662x; r’=0,9967
unde: y — absorbanta pentru B-pinen, la 275nm
X — concentratia de B-pinen, g/mL
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Figura 2.13. - Curba de etalonare pentru rutind, la 275nm

Pe baza absorbantelor citite la 275nm, a fost stabilitd ecuatia dreptei si s-a
calculat coeficientul de corelare:
y = 0,7573x; r’= 0,9867
unde: y — absorbanta pentru ruting, la 275nm
X — concentratia de rutind, mg/mL

Absorbanta (242nm)
o
\

0 T T T T T T T T T 1
0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 0.04 0.045 0.05

Concentratia, g/mL

Figura 2.14. - Curba de etalonare pentru p-cimen

Pe baza absorbantelor citite la 242nm, a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a
calculat coeficientul de corelare:
y = 72,416x; r’= 0,9246
unde: y - absorbanta pentru p-cimen, la 242nm
X — concentratia de p-cimen, g/mL
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Figura 2.15. - Curba de etalonare pentru limonen

Pe baza absorbantelor citite la 245nm, a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a

calculat coeficientul de corelare:
y = 42,108x;

r’= 0,9819

unde: y - absorbanta pentru limonen, la 245nm
X — concentratia de limonen, g/mL
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Figura 2.16. - Curba de etalonare pentru 1-terpinen-4-ol

Pe baza absorbantelor citite la 241nm, a fost stabilita ecuatia dreptei si s-a

calculat coeficientul de corelare:
y = 26,516x;

r’= 0,9979

unde: y - absorbanta pentru 1-terpinen-4-ol, la 241nm
X — concentratia de 1-terpinen-4-ol, g/mL

Continutul in B-pinen, B-cariofilen, p-cimen, limonen si 1-tepinen-4-ol a

extractelor alcoolice analizate este prezentat in capitolul III - Rezultate si discutii.

BUPT



90 Partea experimentala

Modul de preparare al extractelor alcoolice din pseudobace de Juniperus
communis (recoltate de la Albac si din Austria) respectiv de Juniperus virginiana
(recoltate de la ,Gradina Botanica Macea” in 2008 si 2009) a fost descris la
paragraful I1.2.2.2., iar in cazul hidrodistilatelor la paragraful 11.2.5.2.

Toate experimentele au fost realizate utilizand spectrofotometru UV-VIS
model M501, Single Beam Scanning UV/VISible.

II.4. Analiza multivariata (PCA) a datelor GC-MS pentru extractele de
Juniperus communis si Juniperus virginiana

Cantitatea foarte mare de date de gaz cromatografie obtinuta in urma
analizei GC-MS a uleiurilor volatile nu permite o prelucrare pertinenta si face chiar
imposibila evaluarea corectd a datelor achizitionate. Un instrument statistic foarte
potrivit pentru astfel de cazuri, aplicabil in cazul matricilor (bidimensionale sau chiar
multidimensionale) de date cu un numar mare de variabile, este analiza
componentelor principale PCA (Principal Component Analysis).

Analiza statistica multivariatd a datelor GC a fost realizata utilizdnd analiza
PCA pentru concentratiile relative ale principalilor biocompusi identificati in
extractele de Juniperus. Aceasta procedura s-a utilizat pentru identificarea
importantei unor compusi bioactivi la gruparea probelor (functie de specie, partea
anatomica a plantei si sursa de provenienta, dar si dupa metoda de extractie sau
solventul utilizat pentru extractie). Pentru analiza statistica multivariata s-a utilizat
un program in house cu date centrate si metoda de validare incrucisata. Analiza
componentelor principale este baza pentru analiza multivariata a datelor si
presupune o aproximare a matricii datelor ca un produs de doud matrici reduse ce
reprezinta “forma obiectelor”, respectiv “forma variabilelor”. Prima componenta
principald, PC,, indica varianta maxima in spatiul proprietatilor, cea de-a doua
directie, PC,, este perpendiculard pe PC; si prezinta aceleasi caracteristici si asa mai
departe. Reprezentarea grafica a acestor componente principale conduce Ila
informatii privind similaritatile si gruparile posibile ale obiectelor studiate sau a
proprietatilor, respectiv importanta acestor proprietati pentru model [162, 163].

Pz X-loadings
09 — IR o ohetaPhellandee T S
06 — ................................................ ........................
1 : alpha-Pinene :
03_ R I S
0 — ; N f
4 : :ap -Hufnulene
. Limanene
7 : + ?-Lubebene : :
2oy}
T T T T
0.5 1] 05 1.0

Figura 2.17. - Graficul inregistrarilor din analiza PCA a tuturor datelor GC ale
compusilor principali din extractele de Juniperus
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Hovarance Reaidual Wariance
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Figura 2.18. -Varianta reziduala a PC-urilor din analiza PCA a tuturor datelor GC ale
compusilor principali din extractele de Juniperus

P2 Scores

20
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-10

Figura 2.19. - Graficul "scorurilor” din analiza PCA a datelor GC pentru compusii
principali (farad a-pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus (variabila
dependenta - specia de Juniperus: C - communis, V - virginiana)
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Pz X-loadings
_ . ?-Cuhebene;
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Figura 2.20. - Graficul “inregistrarilor” din analiza PCA a datelor GC pentru
compusii principali (fara a-pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus
(variabila dependenta: specia de Juniperus)
PC2 Scores
20__ ............. ............
. : -2 :
1|j_: ............. ............
i : : 3
: . < 5 :
] (T :
D __ . * M il F |
- . w4 .
. . 5 5
] 5 ) A
] 5
g0 e o
[=lod)
T T T T T T T
-10 -5 0 & 10 15 20

Figura 2.21. - Graficul “scorurilor” din analiza PCA a datelor GC pentru compusii
principali (fara a-pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus (variabila
dependenta - sursa de provenienta: M — Macea, Ab - Albac, L - Lipova, S - Siria, A
- Austria)

Rezultatele studiului realizat au facut obiectului unei lucrari stiintifice [164].
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II.5. Determinarea activitatii antioxidante a extractelor de Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana

I1.5.1. Determinarea activitatii antioxidante, pentru extractele in acetat de
etil, prin metoda spectrofotometrica cu DPPH

Antioxidantii au capacitatea de a reduce radicalul DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazil) la difenil-picrilhidrazind, de culoare galbend. Aceasta metoda se
bazeaza pe reducerea DPPH-ului din solutie alcoolica in prezenta antioxidantului
donor de hidrogen, reducere in urma cdreia se formeaza non-radicalul DPPH-H.
DPPH-ul este utilizat, de obicei, ca reactiv in scopul evaluarii capacitatii antioxidante
a radicalului liber. DPPH-ul este un radical stabil (Anax 517nm) ce acceptd un
electron sau hidrogen de la o substanta donoare de protoni pentru a forma o
moleculd diamagnetica stabila [165].

DPPH* + AH — DPPH-H + A°®
violet intens galben pai
Cu ajutorul metodei spectrofotometrice cu DPPH s-a determinat activitatea
antioxidanta a extractelor etanolice si in acetat de etil precum si a standardelor de
limonen, 1-terpinen-4-ol, p-cimen si B-pinen.

Mod de lucru:

In cuva de cuart s-au introdus 2,6mL alcool etilic 96%, 0,3mL extract
vegetal si 0,3mL solutie alcoolici de DPPH 1mM, dupd care cuva s-a introdus in
locasul spectrofotometrului. A fost inregistratd absorbanta la 517nm si variatia
acesteia in timp. Inregistrarile au fost efectuate cu spectrofotometru Lambda 25,
UV/VIS Spectrometer.

Activitatea antioxidanta corespunzatoare procentului de DPPH a fost
calculata cu formula [166]:

A(t=0) - A(t=15)
A=)

unde: Ai-oy = absorbanta probei la timpul t=0 min
A=15) = absorbanta probei la timpul t=15 min.

% = x100

Curba de etalonare DPPH

Pe baza spectrelor de absorbtie in VIS ale solutiilor de DPPH de diferite
concentratii (figura 2.22.) s-a obtinut curba de etalonare: Absorbantd (517nm) = f
(c, mM) (figura 2.23.).

1.96
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Figura 2.22. - Spectrele in VIS ale solutiilor DPPH etalon
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Figura 2.23. - Curba de etalonare pentru DPPH
¢ = 10,26 X Absorbanta (As;7) [DPPH'] + 0,0137 (1)

Rata medie (vm) a consumarii DPPH-ului a fost calculata pentru toate
extractele ca raportul intre concentratie (Ac, uM) si timp (At, s), Ec. (2):

Ac
vm -
At (2)

I1.5.2. Identificarea unor compusi cu caracter antioxidant din extractele
etanolice prin cromatografie de lichide de inalta performanta

in vederea identificirii prezentei compusilor cu caracter antioxidant, cu
structura flavonica extractele alcoolice au fost supuse analizei prin cromatografie de
lichide de inalta performanta in paralel cu standarde corespunzatoare (flavona,
crisind, quercetind, rutind). Pentru aceasta s-a utilizat un cromatograf tip Jasco
echipat cu pompa cuaternara PU-2080 Plus, unitate de amestecare cu gradient
cuaternar LG-2080-04, unitate de degazare DG-2080-54 4, coloanad nucleosil C18,
cu dimensiunile 4,6x250 mm si diametrul particulelor 5 um, detector
spectrofotometric UV-2070 Plus Intelligent UV/VIS Detector cu posibilitate de
achizitie, model Jasco ver. 1.7.403.1, LC-Net II / interfata ADC.

Conditii de lucru:

A coloana Nucleosil C18, 4,6x250nm, 5um Afaza mobila:
Avolumul de injectare 20puL A: acetonitril (HPLC)
Adebitul 1,0mL/min B: apa (HPLC)
Atemperatura coloanei 25°C Adetectie 254nm.

Cromatogramele obtinute pentru standardele de flavona, crisina, quercetina
si rutind (de concentratie 0,01g/5mL (2g/L)) sunt prezentate in figurile 2.24., 2.26.,
2.28., 2.30 iar cromatogramele corespunzatoare extractelor alcoolice sunt
prezentate in figurile A.95-A.101.
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Flavona (RT 15.8 min)

Tabel 2.4. Date HPLC pentru curba de etalonare a flavonei (2-fenil-cromona)

Nr. Concentratie (mg/mL) Area HPLC (mV:-min)
1 0.667 862.7
2 0.500 650.5
3 0.400 503.6
4 0.333 418.7
5 0.200 265.5
6 0.067 121.4
7 0.040 40.7
8 0.020 22.3
- Nemntiiefinns
| b 1 __ LU -4 1Ll
. T pl 1) ToBT T1
Figura 2.24. - Cromatogramele HPLC ale standardului de flavona
Curba de etalonare - Flavona y = 1289x
R? = 0.9973
1000
900
800 //
= 700
(=
E 600 A
Z 500 //
§ 400 ——
< 300 —
200
100 //
0 T T T T T T T
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Conc (mg/ml)

Figura 2.25. - Curba de etalonare pentru flavond
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Crisina (RT 9.8 min)

Tabel 2.5. Date HPLC pentru curba de etalonare a crisinei (5,7-dihidroxiflavona)

Nr. Concentratie (mg/mL) Area HPLC (mV:min)
1 0.667 1039.7
2 0.500 721.1
3 0.400 568.4
4 0.333 511.4
5 0.200 268.2
6 0.067 156.5
7 0.040 60.3
8 0.020 32.4
10 L .M?‘!‘m’. - = Rl —
Figura 2.26. - Cromatogramele HPLC ale standardului de crisina
Curba de etalonare - Crisina y = 1500.5x
R? = 0.9913
1200
1000 g
= w0 /
;E /
£ 600 ‘
1:5: /
Z 400
/
200 /
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Conc. (mg/ml)

Figura 2.27. - Curba de etalonare pentru crisina
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Quercetina (RT 4.2 min)

Tabel 2.6. Date HPLC pentru curba de etalonare a quercetinei (3,3°,4°,5,7-penta-
hidroxiflavona)

Nr. Concentratie (mg/mL) Area HPLC (mV-min)
1 1 504.3

2 0.8 281.4

3 0.667 226

4 0.333 182.5

> 0.2 122.8

6 0.133 70.8

7 0.1 59.1

8 0.05 49.1

2 0.02 10.5

vAN L
p i RT [min]]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 2.28. - Cromatogramele HPLC ale standardului de quercetind

y = 569.35x
R? = 0.9685

Curba de etalonare - Quercetina

200
180 - L
160 -
140

100 1
80 -
60 -
40
20 —

0 ' ' ' ' ' '
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35

Conc. (mg/ml)

Area (mV*min)

Figura 2.29. - Curba de etalonare pentru quercetina
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Rutind (RT 2-3.6 min)

Tabel 2.7. Date HPLC pentru curba de etalonare a rutinei (quercetin-3-rutinozid)

Nr. Concentratie (mg/mL) Area HPLC (mV:min)
1 0.5 374.7
2 0.4 291.6
3 0.334 248.7
4 0.2 178.5
5 0.1 87.2
6 0.067 54.7
7 0.05 44.7
8 0.02 29.2
9 0.002 4.7
2 \
1
: A\
‘ & * ik g — el

Figura 2.30. - Cromatogramele HPLC ale standardului de rutind
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Figura 2.31. - Curba de etalonare pentru rutind
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I1.6. REALIZAREA ELIBERZ\RILpR CONTROLATE DIN NANOCAPSULE RESPECTIV
DIN UNGUENTE CE CONTIN INGLOBATE EXTRACTE ALCOOLICE SI ULEIURI
ESENTIALE DE JUNIPERUS COMMUNIS RESPECTIV JUNIPERUS VIRGINIANA

I1.6.1. Obtinerea complecsilor prin cristalizare din solutie alcool-apa

Protejarea si eliberarea controlata a biocompusilor din extractele si uleiurile
volatile de Juniperus communis L. si Juniperus virginiana L. (pseudobace) de diverse
proveniente s-a realizat prin micro/nanoincapsularea in B-ciclodextrind. Astfel, s-au
cantarit la balanta analiticA masele de pB-ciclodextrind corespunzatoare unei
molaritati de 1:1 raportat la compusul/compusii bioactivi principali din extracte sau
uleiuri, s-au dizolvat in 4 ml apa distilatd, s-au introdus in minireactorul cu
termostatare si agitare magnetica (figura 2.32.) si s-au incalzit la temperatura de
~500C. Peste solutia de B-ciclodextrina s-a introdus in picaturi, in decurs de 15
minute, volumele de extract (4 ml) sau solutii etanolice de ulei volatil (79 mg ulei
volatil dizolvat in etanol 96%, concentratie masica de 2.4%) din speciile Juniperus
(volum corespunzator unor rapoarte molare biocompusi principali:ciclodextrind de
~1:1). Solutia s-a picurat dintr-o palnie de picurare montata la partea superioara a
refrigerentului instalatiei de complexare. Dupa introducerea solutiei alcoolice s-a
agitat amestecul un timp prestabilit, apoi s-a racit lent, in timp de 4 ore péana la
temperatura camerei. S-a depozitat la frigider ~12 ore pentru perfectarea
cristalizarii dupa care s-a filtrat la vid, s-a spalat cu etanol 96%, s-au uscat
cristalele la temperatura ambianta si s-au cantarit. Filtratul s-a supus din nou
cristalizarii pentru ~12 ore la rece, dupa care s-a filtrat in mod similar, s-a spalat si
s-a uscat. S-au determinat randamentele de recuperare a nanocristalelor ca raport
dintre masa de nanoparticule obtinuta si suma maselor de biocompusi (calculata) si
B-ciclodextrina utilizate la nanoincapsulare (tabel 2.8).

Figura 2.32. - Sistem microreactor utilizat pentru nanoincapsularea extractelor si uleiurilor
volatile de Juniperus in ciclodextrine prin metoda cristalizarii din solutie alcool-apd
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Tabel 2.8. Caracteristicile probelor de Juniperus si rezultatele obtinute la complexare
cu B-CD

Vextract Myy mBCD n"compl. Tl

Nr Cod Caracteristici (mL) (mg) (mg) (mg) (%)

Extract etanolic din
1 EEJv-bCD1 pseudobace de Juniperus 4 - 673 470 69.9
virginiana (Macea, 2008)
Extract etanolic din
2 EEJv-bCD2 pseudobace de Juniperus 4 - 672 615 91.5
virginiana (Macea, 2009)
Extract etanolic din
3 EEJc-bCD1 pseudobace de Juniperus 4 - 671 576 85.8
communis (Austria 2010)
Extract etanolic din
4 EEJc-bCD2 pseudobace de Juniperus 4 - 671 430 64.1
communis (Albac, 2010)
Ulei volatil din
5 Uvlv-bCD1 pseudobace de Juniperus - 79 671 430 64.1
virginiana (Macea, 2008)
Ulei volatil din
6 Uv]v-bCD2 pseudobace de Juniperus - 79 671 424 63.2
virginiana (Macea, 2009)
Ulei volatil din
7 Uv]c-bCD1 pseudobace de Juniperus - 80 671 436 65.0
communis (Austria 2010)
Ulei volatil din
8 Uv]c-bCD2 pseudobace de Juniperus - 79 671 604 90.0
communis (Albac 2010)

I1.6.2. Eliberari controlate din nanocapsule ce contin extracte etanolice si
ulei volatil din pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana provenite din diferite localitati

Eliberarile controlate au constat in imbogatirea unei solutii de alcool etilic
(de 20%, 60% si 96%) in compusii prezenti in nanocapsulele analizate.

Materiale si metoda:

Concentrarea in compusii volatili de Juniperus a fost inregistratd cu un
Spectrofotometru de UV-VIS, Lambda 25. Inregistrarile s-au facut cu programul
KinLab, timp de 14,5 minute, la 275nm, la temperatura camerei, in cuva de cuart.

Cantitatea de nanocapsule folosita pentru analiza a fost intre 0,0010-
0,0019¢ in functie de gradul de concentrare al complecsilor.

Mod de lucru:

Intr-o cuva de cuart cu diametrul de 10mm s-au cantarit intre 0,0010-
0,0019g complex, s-au adaugat, incet, 3mL alcool etilic. S-au folosit trei concentratii
diferite pentru alcool etilic (20%, 60% si 96%). Valorile absorbantei au fost
inregistrate la fiecare 3 secunde. Cu aceste date s-a calculat concentratia de rutina
(in extractele alcoolice) si de B-pinen (din uleiurile volatile), capitolul III - Rezultate
si discutii.

I1.6.2. Eliberari controlate din unguente ce contin extracte etanolice si ulei
volatil din pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana provenite din diferite localitati

Eliberarile controlate din unguente au constat in imbogatirea unei solutii de
alcool etilic (de 20%, 60% si 96%), apa distilata si ser fiziologic (0,9%NaCl) in
compusii prezenti in nanocapsulele inglobate in unguentele analizate.
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Materiale si metoda:

Concentrarea in compusii volatili de Juniperus a fost inregistratd cu un
Spectrofotometru de UV-VIS, Lambda 25. Inregistrarile s-au facut cu programul
WinLab, din 5 in 5 minute, la 280nm, la temperatura camerei, in cuva de cuart.

Cantitatea de unguent folosita pentru analiza a fost intre 0,3-0,4g in functie
de gradul de concentrare al complecsilor.

Mod de lucru:

Intr-o cuva de cuart cu diametrul de 10mm s-au cantarit intre 0,3-0,4g
unguent, s-au addugat, incet, 7mL alcool etilic, apa distilata sau ser fiziologic. S-au
folosit trei concentratii diferite pentru alcool etilic (20%, 60% si 96%). Valorile
absorbantei au fost inregistrate la fiecare 3 secunde. Cu aceste date s-a evaluat
eliberarea compusilor principali din unguentele ce contin extractele alcoolice si din
uleiurile volatile analizate, capitolul III - Rezultate si discutii.

I1.7. Efectele asupra inelului de musculatura neteda trahealda de sobolan a
expunerii cronice la uleiul de Juniperus

Studiu in baia de organ izolat

Experimentele au fost realizate sub findrumarea si sprijinul direct al
disciplinei de Fiziologie din cadrul Universitatii de Medicina si Farmacie ,Victor
Babes”, Timisoara si s-au respectat toate procedurile si normele stabilite de
Directiva din 24 noiembrie 1986 al Consiliului Europei (86/609/EEC), legile Romaniei
legate de protectia animalelor precum si normele interne stabilite de Universitatea
de Medicina si Farmacie ,Victor Babes” Timisoara.

Reglarea calibrului cailor respiratorii depinde de echilibrul dintre activarea
sistemului nervos vegetativ parasimpatic, cu efect bronhoconstrictor prin mediatie
colinergicad reprezentata de acetilcolind si activarea sistemului nervos vegetativ
simpatic, cu efect bronhodilatator prin mediatie adrenergica reprezentata de
epinefrind. Ambele cai nervoase sunt distribuite in cdile respiratorii atat la nivelul
fibrelor musculare traheo-bronsice, cat si la nivelul ganglionilor colinergici, a
glandelor submucoase si a sistemului vascular local [167, 168].

La nivelul cailor respiratorii exista un al treilea tip de mediatie,
noncolinergica - nonadrenergicd (NANC) structurat in doud componente: o
componenta excitatorie (NANCe), cu efect bronhoconstrictor indus prin eliberarea de
substanta P si o componenta inhibitorie (NANCi), cu efect bronhodilatator indus prin
eliberare de oxid nitric (NO) [169, 170].

Terminatiile nervoase superficiale din cdile aerifere sunt situate la mai putin
de 1 um fatd de lumenul traheo - brongsic. Cele situate intraepitelial si subepitelial
indeplinesc rolul de ,receptori de iritatie” si sunt raspunzatoare de bronhoconstrictia
reflexa mediata de substanta P, in conditile expunerii la toate tipurile de iritanti
endobronsici, inclusiv la fumul de tigara. Excitarea ,receptorilor de iritatie” sta la
originea transmiterii unui influx catre sistemul nervos central prin intermediul
nervului vag. Rezultatul este o stimulare a fibrelor parasimpatice (vagale) eferente
care descarca acetilcolina la nivelul fibrelor musculare traheo-bronsice, determinand
contractia acestora. Substanta P stimuleaza productia unei game largi de mediatori
ai inflamatiei si de specii reactive ale oxigenului, de catre celulele inflamatorii
rezidente (macrofagul, eozinofilul, mastocitele si limfocitele), care devin astfel
raspunzatoare de alterarea integritatii epiteliului respirator. Denudarea epiteliala
determina expunerea unui numar crescut de ,receptori de iritatie” si eliberarea din
epiteliul lezat a unor factori chemotactici pentru celulele inflamatorii, intretinand
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astfel inflamatia locald. Eliberarea speciilor reactive ale oxigenului, cum ar fi anionul
superoxid (0O,+), peroxidul de hidrogen (H,0,) si radicalul hidroxil (-OH), generate
sub actiunea NAD(P)H-oxidazei si a xantin-oxidazei, amplifica hiperreactivitatea
fibrelor musculare pe cale neurald, determind hipersecretia de mucus, vasodilatatie
si cresterea permeabilitatii vasculare, declansand si intretinand inflamatia neurogena
a cailor respiratorii [171].

Oxidul nitric sau monoxidul de azot este un gaz incolor, cu timp de
injumatatire in sistemele biologice de 3 - 30 msec. Este sintetizat din aminoacidul
L-arginind sub actiunea nitric-oxid sintazei (NOS). La nivelul cailor respiratorii se
descriu 3 izoforme ale NOS, doua exprimate constitutiv (NOSe si NOSn) si una
inducibild, (NOSi). Izoforma NOSe este exprimata de catre celula endoteliald, iar NO
produs are rol in raspunsul vasodilatator local. Izoforma NOSnh este exprimata de
terminatiile nervoase de la nivelul cailor respiratorii si de catre epiteliul respirator,
iar NO produs are rol de neurotransmitator in cadrul caii NANCi [169]. Izoforma
NOSi este exprimata de celula endoteliald si epiteliul respirator doar in prezenta
factorilor proinflamatori, iar cantitatile suplimentare de NO pot exercita efecte duale
asupra cailor respiratorii [173]. In acest sens, NO reprezinta un factor
bronhodilatator si, in acelasi timp, o moleculd citotoxica care contribuie la
distrugerea epiteliului si inducerea bronhoconstrictiei reflexe. Citotoxicitatea NO se
manifesta in prezenta unor factori oxidanti, cum sunt cei continuti in fumul de
tigara, care genereaza speciile reactive ale oxidului nitric: oxidul nitric (NO-),
cationul nitrozoniu (NO*), anionul nitroxil (NO) si peroxinitritul (ONOQO) [174].

Interesul pentru efectele biologice ale uleiurilor esentiale a crescut
considerabil Tn ultimii ani. Printre acestea se numara si uleiul de Juniperus, un
produs natural larg utilizat in industria farmaceutica si alimentard, precum si in
parfumerie si cosmetica. Modele experimentale in Vvitro, plaseaza uleiul de
Juniperus pe lista uleiurilor esentiale cu proprietati antiinflamatorii si antioxidante.
In acest sens, componente ale uleiului de Juniperus inhiba productia de metaboliti ai
acidului arahidonic, productia de citokine proinflamatorii, precum si expresia genelor
proinflamatorii, si/sau indeplinesc rolul de scavengeri ai speciilor reactive ale
oxigenului si ale oxidului nitric [175].

Studiul nostru a urmarit evaluarea proprietatilor antiinflamatorii si
antioxidante ale uleiului de Juniperus la nivelul cdilor respiratorii traheo-bronsice de
sobolan si a cuprins urmatoarele aspecte: utilizarea unei metode de expunere
directa a cailor respiratorii la uleiului de Juniperus administrat prin nebulizare, un
model experimental standardizat de bronhopneumopatie obstructiva cronica (BPOC)
indusd prin expunerea cronica a sobolanilor la fumul de tigarda, un model
experimental standardizat de studiu in vitro, in baia de organ izolat, a reactivitatii
inelului traheal si un model de studiu morfologic clasic (coloratia standard cu
hematoxilind - eozind) al fragmentelor de trahee si plamani.

Obiectivele studiului

=  Studiul efectelor expunerii cronice la uleiul de Juniperus administrat prin
nebulizare (aerosoli), asupra reactivitatii musculaturii netede traheale de
sobolan, normala si expusa initial fumului de tigara, prin utilizarea unui
model experimental standardizat de studiu in baia de organ izolat

= Evaluarea raspunsului contractil al musculaturii netede traheale de
sobolan la agonistul fiziologic (clorhidrat de acetilcolind) si a raspunsului
relaxant la agonisti cu mecanisme de actiune diferita (bitartrat de
epinefrinad, nitroprusiat de sodiu dihidrat, diclorhidrat de pirenzepina)
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= Corelarea modificarilor functionale evidentiate prin studiul in vitro a
reactivitatii musculaturii netede traheale de sobolan, in baia de organ izolat,
cu modificarile morfologice evidentiate prin examenul histopatologic, induse
de expunerea cronica la uleiul de Juniperus si fumul de tigara

= Evaluarea efectelor antiinflamatorii si antioxidante ale uleiului de
Juniperus in cazul modificarilor induse de expunerea cronicd la fumul de
tigara

Material si metode
1. Pregatirea loturilor
Studiul a fost efectuat pe un lot de 40 de sobolani Spraque-Dawley
(femele), cu greutate cuprinsa intre 200 si 300 grame, proveniti de la Biobaza UMF
»Victor Babes” Timisoara, care au fost impartiti in 4 loturi:
= Lotul 1 (n = 10) - sobolani care nu au fost expusi la fumul de tigara
si/sau uleiul de Juniperus (lotul martor)
= Lotul 2 (n = 10) - sobolani care au fost expusi la uleiul de Juniperus
= Lotul 3 (n = 10) - sobolani expusi la fumul de tigara
= Lotul 4 (n = 10) - sobolani expusi initial la fumul de tigara si apoi la
uleiul de Juniperus
Pe toata durata experimentului, sobolanii au beneficiat de conditii standard
de crestere si dezvoltare, respectiv temperaturd 22°C, umiditate 55%, ritm circadian 12
ore de lumind/intuneric, si au avut acces ad libitum la apa si hrana standardizata
(Institutul Cantacuzino Bucuresti). Experimentele s-au desfasurat conform normelor
in vigoare privind protectia animalelor.

Expunerea cronica la fumul de tigara

Sobolanii au fost plasati intr-o incinta de sticla etansa, cu volumul de
aproximativ 20 litri, prevazutd cu: (a) un ,dispozitiv” pentru generarea automata a
fumului de tigara, alcatuit dintr-o trompa de vid actionata de un flux de aer
comprimat, cu debitul 3L/min la o presiune de 0,12 MPa, si (b) un orificiu de
evacuare a excesului de aer si a fumului de tigara, cu rolul de a evita aparitia
suprapresiunii in incinta de expunere.

Debitul de aer generat la o presiune subatmosfericd a asigurat ,fumarea”
tigarii atasata sistemului la exteriorul incintei de expunere si, in acelasi timp,
antrenarea fluxului principal al fumului de tigara rezultat in interiorul incintei de
expunere (figura 2.34).

Sobolanii apartindnd loturilor 3 si 4 au fost expusi la fumul de tigara timp de
6 saptamani, 5 zile pe saptamana. Pentru expunere au fost utilizate cate 2 tigari cu
filtru/zi, cu un continut de 0,8 mg tari/tigara si 0,6 mg nicotind/tigara. Fiecare tigara
a fost ,fumata” in decurs de 10 min. Dupa fiecare expunere sobolanii au fost |asati
sa respire In atmosfera din incintd, timp de 30 de min.

Conventional, fumul de tigara cuprinde 2 faze: faza tar si faza gazoasa. Faza
tar este definita ca materialul retinut cand fluxul principal este trecut printr-un filtru
de fibra de sticla Cambridge. Aceasta faza cuprinde 99,9% din materialul particulat cu
marimea > 0,1 um si > 107 radicali liberi/g. Faza gazoasd reprezintd materialul
particulat care traverseaz3 filtrul Cambridge si cuprinde > 10 radicali liberi/puff
[176].

Expunerea la uleiul de Juniperus
Sobolanii apartinand loturilor 2 si 4 au fost expusi la uleiul de Juniperus timp
de 3 saptamani, 5 zile pe saptamana. La fiecare expunere, cu durata de 20 de min,
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in incinta de sticla etansa a fost nebulizat un volum de 1,84 mL/zi ulei volatil obtinut
prin hidrostilarea pseudobacelor de Juniperus communis. Dupa fiecare expunere
sobolanii au fost Idsati sa respire in atmosfera din incinta timp de 20 de min. Pentru
administrarea uleiului de ieunupar s-a utilizat un nebulizator de tip ,Pari - Boy”
(Welch Allyn, Germania) cu flux continuu de 5-6 L/min (figura 2.33.).

B i ST —
Figura 2.33. - Instalatia de expunere cronica la fum de tigara si la uleiul de Juniperus.
Nebulizatorul Pari Boy

Obtinerea inelului de musculatura neteda traheala

Animalele au fost sacrificate prin administrarea intraperitoneala de tiopental
sodic, in doza de 50 mg/kg corp, urmatd de dislocare cervicald si exsangvinare.
Dupa sacrificare, s-a deschis cavitatea toracica printr-o incizie sternala si s-a izolat
traheea din care au fost sectionate inele de musculatura neteda trahealda cu
lungimea de 2 - 2,5 mm.

Studiul in vitro al reactivitatii inelului de musculatura neteda traheala
Aparatura utilizata

Inelele de musculatura neteda traheala (MNT), fixate in prealabil pe un
sistem de prindere, au fost introduse in doua bai de organ cu volumul de 10 mL,
apartinand unei instalatii BIOPAC MP 100 (BIOPAC System Inc, USA), prevazuta cu
un traductor izometric de forta si un micrometru manual de control al intinderii
preparatului. Tensiunea izometrica generatd de inelele de MNT in cursul
experimentului a fost madsurata continuu cu ajutorul unui traductor de forta
izometric FORT 10 (World Precision Instruments Inc.). Datele obtinute au fost
amplificate, achizitionate si stocate in memoria unui calculator cu ajutorul unei
interfete hardware MP 100 si a unui program software dedicat BIOPAC
AcgKnowledge, versiune 3.7.2 (BIOPAC System Inc. USA) (figura 2.34.).

Figura 2.34. - Instalatie de baie de organ BIOPAC cu unitate de achizitie VMP 100 si traductor
de fortd izometric FORT 10
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Reactivi
Pentru obtinerea solutiilor de lucru s-au folosit reactivi puri din care s-au
preparat dilutiile necesare. S-au utilizat urmatorii reactivi:

- Clorhidrat de acetilcolind (ACh) -  agonist neselectiv al receptorilor
muscarinici M1 - M3, cod catalog Sigma A6625

- Bitartrat de epinefrind (EPI) - agonist neselectiv al receptorilor ol si 2 -
adrenergici, cod catalog Sigma E4375

- Nitroprusiat de sodiu dihidrat (NPS) - donor de oxid nitric (NO), cod catalog
71778 (Fluka)

- Diclorhidrat de pirenzepind (PIR) - blocant selectiv al receptorilor
muscarinici M1, cod catalog Sigma P7412
Substantele pure au fost solubilizate in apa distilata, cu exceptia
pirenzepinei care a fost dizolvata intr-o solutie de alcool etilic 50%. Formula de
calcul a volumului de solutie de lucru utilizat pentru a obtine concentratia doritad in
baia de organ a fost urmatoarea:

- Csx(10-v)
CS - CB
unde: V = volumul solutiei de lucru utilizat, Cs = concentratia solutiei de lucru, Cg =
concentratia dorita in baia de organ, 10 = volumul baii de organ (mL), v = volumul

de lichid dezlocuit in baia de organ de catre dispozitivul de prindere al preparatului
vascular.

Solutia viabila Krebs - Henseleit

Pentru mentinerea viabilitatii preparatului in baia de organ a fost utilizata o
solutie viabila Krebs - Henseleit, termostata la 37°C si aerata continuu cu un
amestec de 0, 95% si CO;, 5%. Solutia Krebs-Henseleit utilizatd a avut urmatoarea
compozitie: NaCl 118 mM, KCIl 4,7 mM, KH,PO,4 1,2 mM, MgSO, 1,2 mM, CaCl, 2,5
mM, NaHCOs; 25 mM, glucozad 11,1 mM, Na,EDTA 0,026 mM. pH-ul solutiei a fost
verificat pe tot parcursul experimentului la intervale de 30 de minute (pH = 7,4).

Inelele de MNT (musculatura neteda traheald) au fost pretensionate la 1,5 g
forta si au fost echilibrate timp de 60 de minute. Pe tot parcursul echilibrarii,
preparatele au fost spalate cu solutie Krebs — Henseleit la intervale de 15 min.

Etapele experimentului:
I. Echilibrarea preparatului a fost verificatd prin obtinerea a doud
réspunsuri contractile similare la acetilcoling 10> M (diferenta intre fortele
generate de cele doua contractii succesive < 10 -15%).
II. Raspunsul contractil al inelelor de MNT a fost evaluat prin determinarea
curbei dozd-efect la acetilcolind, pentru doze cumulative cuprinse intre 1077
M si 10 M (figura 2.35.), iar forta de contractie generatd a fost exprimata
in valori absolute (cN).
III. Raspunsul relaxant al inelelor de MNT a fost evaluat prin determinarea
curbelor doza-efect la epinefrina (figura 2.36.), nitroprusiat de sodiu (figura
2.37.) si respectiv la pirenzepina (figura 2.38.), utilizandu-se pentru fiecare
doze cumulative cuprinse intre 10”7 M si 10 M. Curbele au fost obtinute pe
fondul precontractiei cu acetilcolind, in dozd submaximald de 107°M, iar
rezultatul a fost exprimat ca % relaxare din precontractia indusa de
aceasta.
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Figura 2.35. - Grafic de lucru: curba doz& - efect la acetilcolind (107M - 10™*M)
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Figura 2.36. - Grafic de lucru: curba doz-efect la epinefring (10”7M-10"M)
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Figura 2.37. - Grafic de lucru: curba dozd - efect la nitropusiat de sodiu (10”°M - 10°M)
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Figura 2.38. - Grafic de lucru: curba doz3 - efect la pirenzepind (107M - 10°M)

Examenul histopatologic

Fragmentele de trahee si pldaman, recoltate imediat dupd sacrificarea
animalului, s-au prelucrat prin fixare in formaldehida 10%, includere la parafina si
sectionare la 4-5 ym (s-au efectuat sectiuni seriate, in medie 4-5 sectiuni/caz).
Studiul morfologic s-a efectuat pe sectiuni colorate cu hematoxilind-eozina (tehnica
standard) aplicata tuturor cazurilor studiate.

Analiza statistica

Datele achizitionate au fost prelucrate statistic cu ajutorul programului
software dedicat GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, SUA). Tendintele centrale
ale variabilelor obtinute de la n inele diferite au fost exprimate ca medie (M), iar
cele de dispersie ca eroare standard (ES). Distributia normald, de tip Gaussian, a
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variabilelor in seriile de valori analizate a fost confirmatd cu ajutorul testului
Kolmogorov — Smirnov. S-a optat pentru acest test de apreciere a normalitatii
distributiei unei serii de valori datoritd numarului relativ redus de date obtinute de la
un esantion.
calcularea mai multor variabile ale ecuatiei Hill pentru o relatie de tip sigmoidal, iar
pentru compararea curbelor doze - raspuns estimate cu ajutorul acestei ecuatii s-a
utilizat testul F.
Parametrii care au fost utilizati pentru aprecierea globald a reactivitatii
inelului de MNT au urmatoarea semnificatie:
= Bottom - rdspunsul minim estimat
= Top - raspunsul maxim estimat
= ECso (-log[M]) - concentratia necesara atingerii a 50% din raspunsul
contractil maxim
= ICso (-log[M]) - concentratia necesara atingerii a 50% din raspunsul
relaxant maxim
= Hill Slope - panta curbei doza-raspuns.

Studiul proprietatilor antimicrobiene a extractelor de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana

Determinarea activitatii antimicrobiene a extractelor din frunze aciculare si
pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana s-a realizat prin
metoda difuzimetrica. In literatura de specialitate, metoda difuzimetrica este cunoscuta
sub denumirea de Testul Kirby - Bauer. Metoda are la baza proprietatea substantelor
antimicrobiene de a difuza intr-un mediu de cultura solid pe care se insamanteaza cultura
bacteriand de testat.

Mod de lucru:

Activitatea antimicrobiand a extractelor etanolice din frunze aciculare si
pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana, determinatad prin
metoda difuziei in agar cu discuri impregnate a fost testata pe cinci specii bacteriene:
bacterii gram pozitive - Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulazo-pozitiv - si
gram negative: Proteus, Pseudomonas aeruginosa si Escherichia coli.

Reactivi: - mediu de cultura pentru activitatea antimicrobiand - Mueller-Hinton agar
[177].

S-a realizat o suspensie de bacterii cu o concentratie de 0,5 pe scala MacFarland
apoi s-a insamantat placa Petri utilizand un tampon steril inmuiat in suspensia bacteriana
si trecut pe toata suprafata mediului din placa Petri. Discurile de filtru, (sterilizate in
prealabil la 120°C timp de 20 minute) au fost impregnate cu cate 50uL extract:

Au fost testate urmatoarele extracte etanolice, in paralel cu solventul, alcool etilic
96%.

- extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus viginiana Macea (2009)
- extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus communis Lipova (2009).
- extract etanolic din pseudobace de Juniperus viginiana Macea (2009).
Discurile impregnate au fost aplicate aseptic pe suprafata fiecarei placi Petri cu
ajutorul unei pensete sterile.
Fiecare disc a fost usor presat pentru a asigura un contact bun cu suprafata
mediului. Placile inoculate au fost incubate timp de 24 de ore la 37°C (in termostat).
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PARTEA III - CONTRIBUTII PROPRII

REZULTATE SI DISCUTII

II1.1. Caracterizarea extractelor realizate din cele trei parti anatomice de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Analiza calitativa a extractelor - obtinute prin refluxare, ultrasonare, respectiv
in instalatie micropilot prevazuta cu generator de ultrasunete si prin hidrodistilare - s-a
realizat cu ajutorul gaz cromatografiei cuplate cu spectrometrie de masa. In toate
cazurile, prin analiza GC-MS a extractelor de Juniperus s-au separat un numar foarte
mare de componente volatile (in majoritatea extractelor peste 100).

Trebuie notat faptul ca in toate extractele s-a identificat un numar semnificativ
de monoterpenoide monociclice (limonen, terpinolen si B-felandren) si biciclice (a-pinen,
B-pinen, 3-caren, camfen, cineol si verbenona), respectiv sesquiterpenoide biciclice
(cariofilen) si monociclice (a-humulen).

II1.1.1. Caracterizarea extractelor obtinute prin refluxare
Extractele obtinute prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus communis
(Lipova) au prezentat 129 de picuri cromatografice relevante (figura 3.1.), iar cele de

Juniperus virginiana (Macea) 137 componenti (figura 3.2.).
Aboundance
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Figura 3.1. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in toluen din frunze aciculare de
Juniperus communis (Lipova)
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Figura 3.2. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din frunze aciculare
de Juniperus virginiana (Macea)

Extractele obtinute prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus communis au
prezentat aproximativ aceeasi componenti majoritari, cu procente care au variat in
limite relativ mici. Astfel, procentul cel mai mare I-a avut a-pinenul (in procente de
36,15% in extractul in toluen al frunzelor aciculare provenite din Suedia, Anexe, figura
A.1.), apoi limonenul (19,22%, extractul in cloroform din frunzele aciculare din Siria,
Anexe, figura A.2.) si B-cubebenul (17,43%, extractul in hexan (Siria), Anexe, figura
A.3., tabelul 3.1.). Procentul de a-pinenul (33,7%) este comparabil cu cel obtinut
conform unor date de literatura [178] prin extractia cu lichide supercritice, din frunze
aciculare de Juniperus communis.

Doar in extractele din frunze aciculare de Juniperus virginiana (Macea) s-a gasit
1,8-cineol (eucaliptol) intre 0,11-0,17%, cantitatea cea mai mare fiind in extractul
hexanic.
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In cazul extractelor din frunze aciculare de Juniperus virginiana, compusul
majoritar al materialului vegetal provenit din Siria este a-pinenul (13,63%, in
extractul in hexan, Anexe, figura A.4.), iar pentru cel provenit de la Macea este
hedicariolul (32,10%, in extractul in hexan, Anexe, figura A.5., figura A.6., tabelul
3.2).

in urma analizelor GC-MS a extractelor din pseudobace de Juniperus
communis si Juniperus virginiana, in primul caz compusul majoritar este a-pinenul
(cu un maxim de 19,73% in extractul in acetat de etil, urmat de 14,42% in extractul
in tetrahidrofuran, Anexe, figura A.7.,), iar in cel de-al doilea caz B-felandrenul
este compusul majoritar (cu un maxim de 46,64%, extractul in acetat de etil,
Anexe, figura A.8., tabelul 3.3).

Pseudobacele de Juniperus virginiana (Macea) prezinta in componenta lor
1,8-cineol, intre 0,03-0,09%, cea mai mare cantitate fiind in extractul cloroformic si
hexanic. 1,8-Cineolul a fost prezent si in extractul cloroformic din pseudobacele de
Juniperus communis (Albac), in procent de 0,01%.

Extractele din microblaste de Juniperus communis obtinute prin refluxare
(tabelele 3.4 si 3.5) prezinta ca si compusi principali a-pinenul (55,98% - extractul
in hexan (Siria); 51,62% - extractul in acetat de etil (Austria), Anexe, figura A.9.;
40,98% - extractul in toluen (Suedia), Anexe, figura A.10.; 34,96% - extractul in
acetat de etil (Lipova), Anexe, figura A.11.) si limonenul (15,61% - extractul in
cloroform (Austria), Anexe, figura A.12.).

In extractul clorformic din microblaste de Juniperus virginiana (Macea),
procentul de 1,8-cineol a fost de 0,24%, iar in extractul hexanic de Juniperus
virginiana (Siria) a fost de 0,06%.
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II1.1.2. Caracterizarea extractelor obtinute prin ultrasonare

In ceea ce priveste extractele din frunze aciculare obtinute prin ultrasonare,
compusul majoritar este a-pinenul (41% - extractul in cloroform (Lipova), Anexe,
figura A.13.; 40,59% - extractul in hexan (Lipova) Anexe, figura A.14.; 37,87% -
extractul Tn acetat de etil (Lipova) Anexe, figura A.15.) pentru extractele de
Juniperus communis (tabelul 3.6). Unele dintre extractele de Juniperus virginiana,
respectiv materialul vegetal din Siria, prezinta ca si compus principal a-pinenul
(25,91% - extractul in hexan, Anexe, figura A.16.), iar frunzele aciculare de la
Macea B-felandrenul (12,95% - extractul in cloroform, Anexe, figura A.17., tabelul
3.7).

In extractul cloroformic de Juniperus virginiana (Macea) s-a gasit 0,15%
1,8-cineol, iar in cel hexanic si in toluen 0,10% respectiv 0,11%.

Din tabelul 3.8 se poate observa ca in cazul pseudobacelor analizate avem
trei compusi majoritari: B-felandrenul (41,71% - extractul in toluen (Juniperus
virginiana de la Macea), Anexe, figura A.18.), a-pinenul (27,97% - extractul in
cloroform (Juniperus communis de la Albac-2009), Anexe, figura A.19.), B-pinenul
(18,04% - extractul in cloroform (Juniperus communis de la Albac-2008), Anexe,
figura A.20.) si B-cubebenul (15,21% - extractul in hexan (Juniperus communis de
la Albac-2008), Anexe, figura A.21.). Variatia procentului compusilor volatili din
acelasi tip de material vegetal, cules din aceeasi regiune se poate datora conditiilor
de mediu din anul respectiv gi gradului de maturitate al pseudobacelor.

In cazul microblastelor, compusii principali sunt a-pinenul (35,71% -
extractul in cloroform (Albac, 2008), Anexe, figura A.22.; 34,81% - extractul in
hexan (Lipova), Anexe, figura A.23.; 32,74% - extractul de Juniperus virginiana in
hexan (Macea), Anexe, figura A.24; 32,29% - extractul in hexan (Albac-2008),
Anexe, figura A.25.) si B-felandrenul (23,67% - extractul in hexan (Lipova),
Anexe, figura A.23., tabelul 3.9).

1,8-Cineolul a fost identificat si in extractele din microblaste de Juniperus
virginiana, intre 0,10-0,23%, cel mai mare procent fiind reprezentat de extractul
cloroformic.
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Rezultatele obtinute din analiza GC-MS indica un continut ridicat de a-pinen,
B-felandren si B-cubeben. Prin compararea celor doua metode de extractie -
refluxare si ultrasonare - se observa ca in cazul frunzelor aciculare (figura 3.3),
pseudobacelor (figura 3.4), a-pinen-ul s-a extras mai bine prin ultrasonare, in
schimb Tn cazul microblastelor situatia este invers (figura 3.5).
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Figura 3.3. - g-Pinenul din frunzele aciculare de Juniperus communis (JC) si Juniperus
virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.4. - a-Pinenul din pseudobace mature (JCm), pseudobace verzi (JCv) de Juniperus
communis si pseudobace mature de Juniperus virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga)
si prin ultrasonare (dreapta)

(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.5. - a-Pinenul din microblaste de Juniperus communis (JC) si Juniperus virginiana
(JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

respectiv Juniperus virginiana obtinute prin

in cazul frunzelor aciculare (figura 3.6) si a microblastelor (figura 3.7), cel
mai mare continut in B-felandren il prezintd extractele de Juniperus communis
B-Felandrenul, din

pseudobace (figura 3.8) s-a extras aproximativ la fel, atat prin refluxare cat si prin
ultrasonare.

ultrasonare.
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m B-felandren
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Figura 3.6. - B-Felandrenul din frunze aciculare de Juniperus communis (JC) si Juniperus

virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.7. - B-Felandrenul din microblaste de Juniperus communis (JC) si Juniperus
virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

| B-felandren
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Figura 3.8. - B-Felandrenul din pseudobace mature (JCm), pseudobace verzi (JCv) de
Juniperus communis si pseudobace mature de Juniperus virginiana (JV) obtinute prin refluxare
(stédnga) si prin ultrasonare (dreapta)

(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

B-Cubebenul a fost extras relativ asemanator prin cele doua metode de
extractie in cazul frunzelor aciculare (figura 3.9), in schimb din pseudobace
procentul cel mai mare este extras prin ultrasonare (figura 3.10), iar prin refluxare,
cel mai mare procent s-a obtinut din microblaste (figura 3.11).
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Figura 3.9. - B-Cubebenul din frunze aciculare de Juniperus communis (JC) si Juniperus
virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.10. - B-Cubebenul din pseudobace mature (JCm), pseudobace verzi (JCv) de
Juniperus communis si pseudobace mature de Juniperus virginiana (JV) obtinute prin refluxare
(stédnga) si prin ultrasonare (dreapta)

(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.11. - B-Cubebenul din microblaste de Juniperus communis (JC) si Juniperus

virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stanga) si prin ultrasonare (dreapta)

(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

Rezultatele obtinute pentru limonen, indica obtinerea celui mai mare procent
prin refluxare, cum este cazul pseudobacelor (figura 3.12) si a microblastelor (figura
3.13), iar in cazul frunzelor aciculare (figura 3.14) pot fi folosite ambele metode de

extractie.
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Figura 3.12. - Limonenul din pseudobace mature (JCm), pseudobace verzi (JCv) de Juniperus
communis si pseudobace mature de Juniperus virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga)

(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

si prin ultrasonare (dreapta)
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Figura 3.13. - Limonenul din microblaste de Juniperus communis (JC) si Juniperus virginiana
(JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.14. - Limonenul din frunze aciculare de Juniperus communis (JC) si Juniperus
virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

Metoda de extractie asistatd de ultrasunete este cea mai potrivita pentru a
obtine procente mari de cariofilen, indiferent de partea anatomicda luata in

considerare - frunze aciculare (figura 3.15), pseudobace (figura 3.16) si microblaste
(figura 3.17).
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Figura 3.15. - Cariofilenul din frunze aciculare de Juniperus communis (JC) si Juniperus
virginiana (JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta) (THF-
tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.16. - Cariofilenul din pseudobace mature (JCm), pseudobace verzi (JCv) de
Juniperus communis si pseudobace mature de Juniperus virginiana (JV) obtinute prin refluxare
(stédnga) si prin ultrasonare (dreapta) (Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-
hexan, CLF-cloroform, T-toluen)
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Figura 3.17. - Cariofilenul din microblaste de Juniperus communis (JC) si Juniperus virginiana
(JV) obtinute prin refluxare (stdnga) si prin ultrasonare (dreapta)
(Alb-Albac, THF-tetrahidrofuran, EA-acetat de etil, H-hexan, CLF-cloroform, T-toluen)

II1.1.3. Caracterizarea extractelor obtinute prin hidrodistilare

Compusii principali, din uleiul volatil obtinut prin hidrodistilare din
pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana, sunt a-pinenul,
B-cubebenul si B-felandrenul (figura 3.18.). Variatia continutului de a-pinen
respectiv B—-cubeben din acelasi tip de material vegetal, cules din aceeasi regiune se
poate datora conditiilor de mediu din anul respectiv.

40+

@ a-pinen
m B-cubeben
0O B-felandren

% din aria totala

JC Austria JC Lipova JC Albac JC Albac JV Macea
2009 2010

Figura 3.18. - Compusii principali ai uleiurilor volatile de Juniperus communis (JC) si
Juniperus virginiana (JV)
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Concluzii

Rezultatele obtinute la extractia prin refluxare sau cu ultrasunete a compusilor
volatili din diferite parti anatomice ale speciilor de Juniperus communis si Juniperus
virginiana sunt urmatoarele:

« cel mai bun solvent pentru extractia asistata de ultrasunete a fost hexanul, iar
pentru refluxare a fost acetatul de etil.

+  pseudobacele contin un procent mai mare de compusi volatili in comparatie cu
frunzele aciculare si microblastele celor doua specii analizate.

+ a-pinenul a fost un compus majoritar al extractelor (max. 55,98% in extractul
hexanic obtinut prin refluxare din microblaste de Juniperus communis, Siria).

« cel mai mare procent in B-pinen (18.04%) s-a regasit in extractul cloroformic

din pseudobace mature de Juniperus communis (Albac, 2008).

« limonenul (19,22%) s-a regasit in extractul in cloroform obtinut prin refluxare
din frunzele aciculare de Juniperus communis (Siria).

Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice [179, 180].

« extractul hexanic obtinut prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus
communis (Siria) a prezentat cel mai mare procent de B-cubeben (17,43%);

«  procentul cel mai mare de B-felandren a fost in extractele obtinute prin refluxare
din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea) in cloroform si acetat de etil
(35,89-46,64%).

. utilizarea baii de ultrasunete pentru identificarea compusilor volatili din cele
doua specii Juniperus communis si Juniperus virginiana poate fi o tehnica buna
de extractie. Aceatda metodd este destul de rapida, nu este costisitoare si este
usor de intretinut.

« prin compararea partilor anatomice de Juniperus communis si Juniperus
virginiana analizate, se poate afirma ca cel mai mare continut de cariofilen se
afla in pseudobace.

- cariofilenul a fost extras mai bine de solventii mai hidrofobi si anume de
cloroform si hexan.

« cineolul a fost prezent, cu preponderentd, in extractele obtinute prin refluxare si
ultrasonare din cele trei parti anatomice de Juniperus virginiana (Macea).

« in uleiul volatil obtinut prin hidrodistilare din pseudobace de Juniperus communis
din diferite locatii sunt, cu o exceptie, a-pinenul si B-felandrenul.

+ a treia componentd remarcabilda ca prezentd in uleiurile volatile este B-
cubebenul. Procentul total al celor trei compusi ajungand la 42-50%.

Rezultatele obtinute au facut obiectul a doua lucrari stiintifice [181, 182].

III.1.4. Analiza componentelor principale pentru extractele in obtinute prin
refluxare si ultrasonare

Analiza statisticd multivariatda (PCA) a relevat faptul cd, concentratiile
relative ale compusilor volatili extrasi cu solventi hidrofobi sunt importante pentru
clasificarea probelor. Astfel, analiza PCA utilizdnd toate datele pentru concentratiile
relative ale principalilor compusi luati in considerare a condus la clasificarea probelor
in functie de specie, de partea anatomica, de solvent si de metoda de extractie.
Variatia datelor a fost 88%, care a fost explicata de primele trei componente
principale (PC; 52%, PC, 28% si PC; 8%); cele mai importante variabile
independente pentru aceasta clasificare au fost concentratia relativa pentru a-pinen
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pentru clasificare dupa PC; si cea pentru B-felandren pentru clasificarea dupa PC,
(figurile 3.19. si 3.20).
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Figura 3.19. - Graficul inregistrérilor din analiza PCA a tuturor datelor GC ale comp'usilor
principali din extractele de Juniperus
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Figura 3.20. - Varianta reziduald a PC-urilor din analiza PCA a tuturor datelor GC ale
compusilor principali din extractele de Juniperus

Analiza PCA a datelor GC la utilizarea ca variabila dependenta pentru
clasificare, specia de Juniperus a indicat o grupare destul de buna a probelor in doua
grupe: Juniperus communis (C) si Juniperus virginiana (V); unele dintre probe sunt
prezente in ambele clase. Aceste probe sunt foarte bine clasificate functie de specia
de Juniperus utilizata daca se iau in calcul doar concentratiile relative ale compusilor
mai putin concentratia (tuturor compusilor considerati, cu exceptia a-pinenului si B-
felandrenului). Cele mai multe probe sunt grupate in centrul graficului “scorurilor”
(figura 3.21.), dar unele probe de Juniperus communis (cod “C”) sunt situate in
dreapta acestui grafic; cateva dintre probele de Juniperus virginiana (cod “V”) se
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grupeaza in stanga graficului. Cele mai importante variabile pentru aceasta
clasificare au fost concentratiile de limonen, B-pinen si B-cubeben, iar varianta a fost
explicata in proportie de 39% de PC; si 29% de PC,.
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Figura 3.21. - Graficul “scorurilor” din analiza PCA a datelor GC pentru compusii principali
(féra a-pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus (variabila dependentd - specia de
Juniperus: C - communis, V - virginiana)
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Figura 3.22. - Graficul “inregistrarilor” din analiza PCA a datelor GC pentru compusii principali
(fara a-pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus (variabila dependenta: specia de
Juniperus)

incercarea de clasificare a acestor probe functie de partea anatomica a
plantei, de metoda de extractie sau de solventul utilizat pentru extractie nu a
condus la rezultate semnificative; totusi, extractia prin ultrasonare este mai bine
grupata decat extractia prin refluxare. Pe de alta parte, sursa de provenienta a
probelor de Juniperus este o variabila dependentd ce conduce la o clasificare mult
mai buna daca se utilizeaza in analiza multivariata doar datele GC de concentratii
relative pentru compusii selectati din care s-au inlaturat compusii majoritari (a-
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pinenul si B-felandrenul); probele de provenienta autohtona sunt foarte bine grupate
in centrul si in partea superioara a graficului “scorurilor” (figura 3.23), in timp ce
probele din Siria si Austria se distribuie de-a lungul axei PC; mai putin grupat.
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Figura 3.23. - Graficul “scorurilor” din analiza PCA a datelor GC pentru compusii principali (fara a-
pinen si B-felandren) din extractele de Juniperus (variabild dependentd - sursa de provenientd: M -
Macea, Ab — Albac, L - Lipova, S - Siria, A — Austria)

Daca se iau in considerare metodele de extractie utilizate, analiza PCA a
permis o oarecare clasificare a probelor in special in partea stanga a graficului
scorurilor pentru probele extrase prin ultrasonare, respectiv in centru-dreapta
pentru probele extrase prin refluxare la cald. Varianta datelor a fost explicata in
proportie de 69% de primele trei componente principale (figura 3.24.).
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Figura 3.24. - Graficul scorurilor din analiza PCA a datelor GC pentru toate probele de
Juniperus, la utilizarea ca variabild de clasificare metoda de extractie (C - refluxare la cald, sau
US - ultrasonare)
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Figura 3.25. - Graficul scorurilor din analiza PCA a datelor GC pentru toate probele de
Juniperus, la utilizarea ca variabilad de clasificare metoda de extractie (C - refluxare la cald, sau
US - ultrasonare), dupa eliminarea datelor pentru componentele volatile mai importante (a-
pinen, a-tuien, B-felandren, elemol)

S-a incercat efectuarea analizei multivariate cu datele GC din care s-au
eliminat variabilele care reprezinta concentratiile relative pentru compusii volatili
mai importanti (a-pinen, a-tuien, B-felandren, elemol). S-a constatat o grupare
foarte buna a probelor obtinute prin ultrasonare in stadnga graficului scorurilor
(figura 3.25.), respectiv o distributie mai mare a probelor obtinute prin refluxare la
cald in partea dreaptd, desi exista cateva cazuri de intersectare a celor doua
grupuri. Varianta explicata a datelor este de 71% pentru primele trei componente
principale (29% PC;, 35% PC; si 7% PCs).
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Figura 3.26. - Graficul scorurilor din analiza PCA a datelor GC pentru toate probele de Juniperus
obtinute prin ultrasonare, la utilizarea ca variabila de clasificare partea de planta (L - frunze aciculare,
Pb - pseudobace, Mb - microblaste), dupa eliminarea datelor pentru componentele volatile mai
importante (a-pinen, a-tuien, 3-felandren, elemol)

Cele mai bune clasificari la analiza statisticd multivariata a datelor GC pentru
compusii volatili din speciile Juniperus studiate s-au obtinut in cazul utilizarii ca
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variabile de clasificare partea de planta, respectiv zona de recoltare. Astfel, in cazul
extractelor efectuate prin ultrasonare din diverse parti de plantd s-a observat o
grupare foarte bund in cazul probelor de microblaste (Mb) in partea stanga a
graficului scorurilor si pentru probele de pseudobace (Pb) in partea centrala-dreapta
la utilizarea datelor pentru compusii volatili de concentratii medii si scazute (figura
3.26.). Varianta datelor a fost explicata in proportie de 62% pentru primele trei
componente principale si 73% pentru primele patru componente principale,
responsabile pentru aceasta clasificare fiind in special B-pinenul, B-cubebenul,
limonenul, manoolul si germacren D-4-olul (figura 3.27.). O clasificare similara se
obtine in cazul utilizarii regiunii de recoltare a probelor ca variabila de clasificare,
probele din Romania fiind situate in special in partea din centru-dreapta a graficului
scorurilor la utilizarea acelorasi date GC, in timp ce probele din Siria sunt plasate in
cadranul stang-inferior. Exista o oarecare similaritate intre probele din Austria si
unele probe din Albac (cadranul stang-superior), respectiv intre probele din Siria si
cele din Lipova. Majoritatea probelor de la Macea sunt similare probelor din Albac
(partea dreapta a graficului).
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Figura 3.27. - Graficul inregistrarilor din analiza PCA a datelor GC pentru toate probele de Juniperus
obtinute prin ultrasonare, la utilizarea ca variabila de clasificare partea de planta (L - frunze aciculare,
Pb - pseudobace, Mb — microblaste), dupa eliminarea datelor pentru componentele volatile mai
importante (a-pinen, a-tuien, 3-felandren, elemol)

Concluzii
In urma analizelor gaz cromatografice si statistice multivariate in cazul
extractelor din specii Juniperus se pot trasa urmatoarele concluzii:

. principalii compusi identificati n toate probele de Juniperus sunt
terpenoidele hidrocarbonate: monoterpene (cum sunt pinenii, felandrenul si
limonenul) si sesquiterpenele (cubeben);

. cele mai multe probe de Juniperus communis si Juniperus virginiana se
grupeaza bine in urma analizei statistice multivariate la utilizarea
concentratiilor procentuale relative ale terpenelor mentionate; pinenul si
limonenul au fost cele mai concentrate componente volatile in probele de
Juniperus communis;
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. probele autohtone obtinute in acetat de etil si hexan (in special cele din
Gradina Botanica “Macea”, care sunt de culturd) de Juniperus se clasifica
foarte bine utilizand concentratiile celorlalti compusi volatili, mai putin
importanti decat monoterpenele din punct de vedere cantitativ, cum sunt
sesquiterpenele cubeben, humulen, cariofilen si copaen;

. analiza statistica multivariata PCA a relevat faptul ca utilizarea solventilor
hidrofobi cloroform sau toluen pentru extractia compusilor volatili din
probele studiate nu a condus la diferentieri semnificative intre probe,
majoritatea grupandu-se in perechi corespunzatoare solventilor; aceasta
grupare duala poate fi explicaté prin valorile apropiate ale logaritmului
coeficientului de partitie octanol-apa (/logP): 1,97 pentru cloroform [183] si
2,69 pentru toluen [184];

. probele obtinute prin ultrasonare (in cloroform si toluen) se clasifica mult
mai bine atat la compararea cu probele obtinute prin refluxare la cald, cat si
la evaluarea similaritatii-disimilaritatii probelor functie de specie, parte de
planta sau regiune de recoltare, cel mai probabil datorita unei extractii mai
complete si reproductibile prin aceastd metoda si chiar a posibilitatii
degradarii unor compusi la temperaturi mai ridicate in conditiile refluxarii la
cald (in special pentru toluen).

Rezultatele obtinute au facut obiectul a doua lucrari stiintifice [164, 185].

III.1.5. Analiza compusilor volatili in extractele din cele trei parti
anatomice de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

II1.1.5.1. Identificarea guaiazulenei si cineolului din uleiuri esentiale de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Randamentul de ulei esential a fost ceva mai mare pentru Juniperus
virginiana fata de cele pentru Juniperus communis. Astfel, randamentele celor doi
compusi din pseudobacele de Juniperus virginiana si Juniperus communis au fost
0,31 si 0,28%, in timp ce pentru frunze aciculare au fost mai mici (0,25 respectiv
0,22%).

S-a efectuat cromatografia calitativa in strat subtire (CSS) [186,187] pentru
uleiurile esentiale obtinute din Juniperus virginiana respectiv Juniperus communis,
recoltate din partea de vest a Romaniei, pentru uleiurile esentiale din Juniperus
virginiana comerciale din Austria, Germania si Serbia si pentru solutiile standard de
cineol si guaiazulena (figura 2.6.). Dupa developare cineolul poate fi observat in
jumatatea inferioara, spot brun-violet (R ~ 0,42), iar guaiazulena poate fi
identificata in zona superioara ca o zona de culoare rosie (Rf ~ 0,89).

Compusii cheie care pot fi importanti pentru activitatea impotriva insectelor
(de exemplu, impotriva moliilor, Tinea sarcitella) sunt cineolul si guaiazulena. Pentru
a stabili concentratia absoluta a acestor compusi in uleiurile esentiale din speciile de
Juniperus, au fost obtinute curbele de etalonare GC-MS. Pentru standardul de cineol
timpul de retentie a fost de 8,6 min, iar pentru standardul de guaiazulena timpul de
retentie a fost 26,3 min. Ecuatiile dreptei pentru acesti compusi au fost:

Pentru cineol:

Aria [Abundentd x min] = 5 x 10’ x Concentratia [mg/mL]
Pentru guaiazulena:

Aria [Abundentd x min] = 3 x 10’ x Concentratia [mg/mL]

Astfel pot fi calculate concentratiile absolute a cineolului si guaiazulenei in
uleiurile esentiale ale speciilor de Juniperus analizate. Concentratia absoluta de
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cineol (figura 3.28.) a fost mai mare in uleiurile esentiale din frunze aciculare (3,7
pentru Juniperus virginiana respectiv 3,5 ug/ml pentru Juniperus communis), decat
in uleiurile din pseudobace (0,5 pg/ml pentru Juniperus virginiana si 2,6 pg/mi
pentru Juniperus communis).

Guaiazulena a fost, de asemenea, mai concentrata in probele de Juniperus
virginiana, in special in uleiulul esential din frunze aciculare (0,7 pg/ml); in uleiul
esential corespunzator de Juniperus communis, concentratia acestui compus a fost
0,24 pug/mL .

Abundance

650000 (a)
600000
550000
500000
450000 I
400000
350000
300000
250000
200000
150000
100000
50000
04
Time—> 76 78 80 82 B84 86 88 90 92 94 96 98 100 102

Abundance

:

:

Time—> 252 254 256 258 260 262 264 266 268 270 272 274

Figura 3. 28a si 3. 28b. - Cromatogramele GC-MS pentru uleiul din frunze aciculare de
Juniperus virginiana si standardul de cineol (reprezentat punctat, a) si pentru uleiul de
Juniperus virginiana si guaiazulena (reprezentata punctat, b)

Din cromatograma obtinuta pentru uleiurile esentiale de Juniperus, aceste
spoturi sunt dificil de identificat din cauza concentratiilor mai mari a altor compusi
terpenoidici. Astfel, pentru uleiuri esentiale din pseudobacele si frunzele aciculare
Juniperus virginiana autohtone (probele 3 respectiv 5, diluate cu hexan), spoturile
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corespunzatoare cineolului si guaiazulenei sunt foarte mici si sunt acoperite de
cantitatile mai mari de mono- si sesquiterpene (de exemplu, limonen), in jumatatea
superioara a cromatogramei si de alcooli mono- si sesquiterpenici (de exemplu
terpinen-4-ol), in jumatatea inferioara a cromatogramei.

Concluzii

Analiza prin cromatografia in strat subtire a probelor de uleiuri esentiale din
Juniperus, a scos la iveala abundenta monoterpenelor, sesquiterpenelor si alcoolilor
corespunzatori, ceea ce a facut dificild evaluarea prezentei cineolului si guaiazulenei
in uleiurile esentiale din Juniperus.

Compusii de interes - cineolul si guaiazulena - au fost prezenti in
concentratii absolute scazute; primul a fost prezent in concentratie mai mare in
uleiurile esentiale de Juniperus communis (2,6- 3,5 pg/mL) iar guaiazulena a fost
identificata doar in uleiul esential de Juniperus virginiana (0,7 pg/mL in ulei esential
din frunze aciculare).

Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice [188].

II1.1.5.2. Identificarea unor compusi volatili prin gaz cromatografie cu
detector de ionizare in flacara

Daca analiza calitativa si semicantitativa a extractelor obtinute cu ajutorul
mini-reactorului asistat de ultrasunete s-a realizat prin cromatografiei GC-MS
(Anexe, figurile A.26. - A.94.). In scopul exprimarii cantitative a extractelor
cloroformice s-a folosit analiza gaz cromatografica cu detector de ionizare in flacara
si s-a realizat prin exprimarea concentratiei in functie de a-pinen si limonen. Media
valorilor concentratiei, celor doi compusi in extractele analizate, sunt prezentate in
tabelul 3.11.

Tabelul 3.11. Concentratia in a-pinen si limonen din frunzele aciculare si
pseudobacele de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Produs vegetal Concentratia Concentratia
exprimata in functie exprimata in functie
de a-pinen, de limonen, pg/mL
pg/mL
Frunze aciculare J. communis Lipova 0.107 0.039
Frunze aciculare J. communis Macea 0.130 0.051
Frunze aciculare J. virginiana Macea 0.008 0.011
Pseudobace J. virginiana Macea 0.004 0.165
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Continutul de li in fr | iculare si dot le de

iperus communis

respectiv Juniperus virginiana

Concentratia, pg/mL

Frunze aciculare J. Frunze aciculare J. Frunze aciculare J. P dob J.
communis Lipova communis Macea virgini Macea virgini Macea

Figura 3.29. - Variatia continutului de limonen in frunzele aciculare si pseudobacele de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Continutul de a-pinen in frunzele aciculare si pseudobacele de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana

Concentratia, pg/mL

Frunze aciculare J. Frunze aciculare J. Frunze aciculare J. Pseudobace J.
communis Lipova communis Macea virginiana Macea virginiana Macea

Figura 3.30. - Variatia continutului de a-pinen in frunzele aciculare si pseudobacele de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Rezultatele obtinute experimental indica cel mai ridicat continut de limonen
in pseudobacele de Juniperus virginiana. Se observa ca, in cazul pinenului cea mai
mare cantitate se afla in frunzele aciculare de Juniperus communis de la Macea
urmate de cele de la Lipova. In ceea ce priveste, frunzele aciculare de Juniperus
virginiana de la Macea, acestea contin o cantitate mica atat de limonen cét si de a-

pinen.

BUPT



141 Contributii proprii

II1.1.5.3. Identificarea si dozarea terpenelor prin spectroscopie UV-VIS

in vederea realizdrii analizei cantitative a terpenelor in extractele alcoolice si
hidrodistilatele din pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana, s-au trasat spectrele UV-VIS ale extractelor (figurile A.95.- A.101.) si s-
au comparat cu spectrele UV-VIS ale standardelor de p-cimen si limonen (figurile
3.31.-3.32.).

Rezultatele obtinute pentru continutul de compusi volatili raportat la partea
anatomica de Juniperus folosita au condus la concluzia ca pseudobacele contin cel
mai mare procent din acesti compusi. Pentru dozarea unor terpene prin
spectroscopie UV-VIS am ales extractele alcoolice si uleiurile volatile obtinute din
pseudobace.

]

1L 1]

Al

l.‘;;Javeiength [nm)

[%] soueqiosqy

Figura 3.31. - Spectrul UV-VIS al limonenului
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Figura 3.32. - Spectrul UV-VIS al p-cimenului

Conform spectrelor finregistrate,

0,9g/mL) au maximele de absorbtie la urmatoarele lungimi de unda:

Standardul A (nm; UV)
1-Terpinen-4-ol 222
Limonen 234
B-Pinen 223
p-Cimen 221, 260

Pentru trasarea spectrelor UV-VIS ale extractelor pe intervalul 200-700nm
s-au realizat dilutii de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8mL, volume ce

au fost aduse la 2mL cu alcool etilic 96%.

standardele de terpene (concentratie

Extractul din pseudobace

A (hm; UV)

Extract etanolic de J.c. Austria

211, 233, 268, 339

Extract etanolic de J.c. Albac

243, 284, 349

Extract etanolic de J.v. Macea (2008)

221, 276, 340

Extract etanolic de J.c. Macea (2009)

230, 276, 332

Hidrodistilat de J.c. Albac 246
Hidrodistilat de J.c. Macea (2008) 244
Hidrodistilat de J.c. Macea (2009) 242
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Analizadnd spectrele de absorbtie UV-VIS ale extractelor obtinute (figurile
A.95.-A.101.) se pot constata urmatoarele: extractele alcoolice si hidrodistilatele
prezinta un maxim de absorbtie pe domeniul 211-246nm in ultraviolet, maxime
asociate prezentei terpenelor folosite ca standard, dar singurele care prezinta
relevanta ar fi maximul de la 260nm corespunzator p-cimenului si cel de la 234nm
corespunzator limonenului.

Pe baza curbelor de etalonare s-a calculat cantitatea de terpene din
extractele alcoolice si hidrodistilatele obtinute conform metodologiei in subcapitolele
11.2.2.2. si I1.2.5.2. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 3.12.

Tabelul 3.12. Continutul de p-cimen si limonen in hidrodistilatele si extractele
alcoolice obtinute din pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana din diferite regiuni

Nr. Extract analizat p-cimen, limonen,
crt. g/mL g/mL
1. Extract etanolic de J.c. (Austria) 0.036 0.062
2. Extract etanolic de J.c. (Albac) 0.032 0.052
3. Extract etanolic de J.v. (Macea, 2008) 0.014 0.019
4. Extract etanolic de J.v. (Macea, 2009) 0.025 0.036
5. Hidrodistilat de J.c. (Albac) 0.028 0.045
6. Hidrodistilat de J.v. (Macea, 2008) 0.015 0.021
7. Hidrodistilat de J.v. (Macea, 2009) 0.026 0.041
0.070
0.060+
0.0504
-
E
=]
& 0.040+
<
';:: 0.0304 @ p-cimen
2 @ limonen,
[«
© 0.020
0.0104
0.000-
EE Jc. EEJ.c. EEJv. EEJv. HJc. HJ.v. HJ.v.
Austria  Albac  Macea Macea Albac Macea Macea
(2008)  (2009) (2008)  (2009)

Figura 3.33. - Variatia continutului de p-cimen respective limonen in extractele etanolice (EE)
si hidrodistilatele (H) din pseudobace de Juniperus communis si Juniperus virginiana din
diferite regiuni
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In toate extractele limonenul se regdseste in cantitate mai mare decat p-
cimenul. Cantitatea de limonen este pentru unele locatii ceva mai mare in extractele
alcoolice fata de hidrodistilate. Aceasta diferentd se observa si in cazul p-cimenului.
Variatia continutului de p-cimen intre extractele alcoolice si uleiul volatil din acelasi
tip de material (pseudobace Juniperus virginiana), cules din aceeasi regiune (Macea)
se poate datora conditiilor de mediu din anul respectiv (figura 3.33.).

Rezultatele obtinute experimental indica un continut de limonen mai ridicat
din pseudobacele culese din Austria. De asemenea se observa ca in anul 2009
pseudobacele de Juniperus virginiana erau mai bogate in limonen decat
pseudobacele culese in 2008, ceea ce ar putea fi cauzat de diferentele climatice.

III.2. Activitatea antioxidanta a extractelor etanolice si in acetat de etil din
extracte de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

II1.2.1. Identificarea compusilor antioxidanti prin cromatografie de lichide
de inalta performanta

In urma analizei RP-HPLC a extractelor etanolice de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana, obtinute conform metodologiei prezentatda fin
subcapitolul I1.2.2.2., s-au obtinut cromatogramele prezentate in figurile 3.34.-3.40.

Identificarea calitativda a compusilor antioxidanti s-a facut comparativ cu
standardele de rutind, quercetina, flavona si crisind, pe baza timpilor de retentie.
Suprapunerile cromatogramelor standardelor sunt prezentate in figurile 2.25. 2.27.,
2.29., 2.31.- capitolul II - Partea experimentala.

Conform spectrelor finregistrate, standardele de compusi antioxidanti
(concentratie 2g/L) au maximele de absorbtie la urmatoarele lungimi de unda:

Standard Timp de retentie (min)
Rutina 2-3,6
Quercetina 4,2
Crisina 9,8
Flavona 15,8

Cromatogramele obtinute in urma analizei RP-HPLC (detectie la 254nm) a
extractelor etanolice din frunzele aciculare si a pseudobacele de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana, sunt prezentate in figurile 3.33.-3.39.

mv

@,

>,

TH 10.00

Il
i W

RT [min]
e T e e i e e et et et et

Figura 3.34. - Extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus communis (Suedia)

E el

BUPT



145 Contributii proprii

In cazul extractului etanolic prezentat in figura 3.34., se observa prezenta
unui pic bine conturat, (tg=2,408-2,592min) ce corespund rutinei, precum si alt pic
(tr=3,36-4,97min) ce corespunde quercetinei.

W

RT [min]
T s e S0 2 35 q6 17 8 1920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 %0
Figura 3.35. - Extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus virginiana

(Macea, 2009)

Dupa cum se observa din figura 3.35., picul (tg=2,333-3.097) este specific
rutinei, iar celelalte doua (tg=3,312-4,89) corespund quercetinei.

340f
32

30
2804
26
24
2204
201
1804
161
14

12
10(8)
8(E|

[

?‘\NMM —t —

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 0
Figura 3.36. - Extract etanolic din pseudobace de Juniperus communis (Austria)

in cromatograma din figura 3.36. se observa prezenta rutinei (tg=2,375-
3,022) si a quercetinei (tg=3,402-4,907).

Cromatogramele (figurile 3.37. si 3.38.) rezultate in urma analizei RP-HPLC
a extractul etanolic din pseudobace autohtone de Juniperus communis, evidentiaza
prezenta rutinei (tg=2,315-3,027), quercetinei (tr=3,163-4,832) si a flavonei
(tr=10,757-16,725) in pseudobacele de la Lipova; in cazul celor de la Albac
prezenta rutinei (tg=2,328-3,088), quercetinei (tg=3,317-4,917) si a crisinei
(tr=8,39-10,617).
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RT [min]
0 AT T2 TS e T 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 3.37. - Extract etanolic din pseudobace de Juniperus communis (Lipova)

v (Carmen_EEPICP 20101 DATA

F RT [rin)
b 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2 23 24 25 26 21 28 29

Figura 3.38. - Extract etanolic din pseudobace de Juniperus communis (Albac, 2010)

in extractele obtinute din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea, 2008
si 2009) se observa diferente semnificative in functie de anul de recoltare al
acestora. Astfel se observa prezenta quercetinei (tx=2,937-4,285) in extractul
pseudobacelor recoltate in 2008, in schimb in cazul celor recoltate in 2009, timpii de
retentie corespund rutinei (tg=2,373-3,047) si quercetinei (tg=3,325-4,843)

7004 MV
65
60
551
50
45(
40
351
30

F RT [min]
TS e T 8 9 0 M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Figura 3.39. - Extract etanolic din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea, 2008)
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Figura 3.40. - Extract etanolic din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea, 2009)

Concentratia extractelor etanolice, din frunze aciculare si pseudobace de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana, in rutind, quercetind, crisind si
flavona este redata in tabelul 3.13.

Tabelul 3.13. Continutul de rutina, quercetina, crisina si flavona in extractele
alcoolice obtinute din frunze aciculare si pseudobace de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana din diferite regiuni

Nr. | Extract etanolic| Concentratia |Concentratia Concentratia Concentratia
crt. analizat in ruting, in in crisinga, | in flavona,
mg/mL quercetina, mg/mL mg/mL
mg/mL
1. | Frunze aciculare
de J.c. Suedia 0.008 0.001 0.013
2. | Frunze aciculare 0.0002
de J.v. Macea
(2009) 0.298 0.066
3. Pseudobace de
J.c. Austria 0.127 0.005
4. Pseudobace de
J.c. Lipova 0.103 0.017 0.009
5. Pseudobace de
J.c. Albac (2010) 0.139 0.015 0.028
6. Pseudobace de
J.v. Macea (2008) 0.271
7. Pseudobace de
J.v.Macea (2009) 0.068 0.004
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0.3+
0.25+
0.2+
Concentratia, 0.154
mg/mL

0.05+
0

Fr.ac.JC Fr.ac.JV Pseud. Pseud. Pseud. Pseud. Pseud.

Suedia Macea JC JC JC JV JV

(2009) Austria Lipova Albac Macea Macea

(2008)  (2009)

Figura 3.41. - Variatia continutului de rutina in extractele etanolice din frunzele aciculare
(Fr.ac) si pseudobacele (Pseud) de Juniperus communis (JC) respectiv Juniperus virginiana(JV)

din diferite regiuni

Din rezultatele obtinute se observa ca, cel mai mare continut in compusi
antioxidanti, exprimat cantitativ ca mg rutind/mL extract se gaseste in frunzele
aciculare de Juniperus virginiana (Macea). Comparand rezultatul obtinut cu
continutul in rutind al pseudobacelor de Juniperus virginiana (Macea), se constatd o

diferenta semnificativa 1

conditiilor de mediu.

ntre cele doua recolte (figura 3.41), fapt ce se poate datora

0.300+

0.250

0.200+

Concentratia

mgimL. 0150

0.100+

0.050

0.000

FracJC FracJV Pseud. Pseud. Pseud. Pseud. Pseud.
Suedia Macea JCc JCc JC JV Jv
(2009) Austria Lipova Albac Macea Macea

(2008) (2009)

Figura 3.42. - Variatia continutului de quercetina in extractele etanolice din frunzele aciculare
(Fr.ac) si pseudobacele (Pseud) de Juniperus communis (JC) respectiv Juniperus virginiana(JV)

din diferite regiuni
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Rezultatele obtinute prin analiza RP-HPLC indica faptul ca, cantitatea de
compusi antioxidanti exprimatda ca mg quercetina/mL extract este mai ridicata
pentru extractul obtinut din pseudobace de Juniperus virginiana recoltat de la Macea
(2008), in schimb, in cazul extractului din 2009, cantitatea este foarte mica. Din
figura 3.42 se constata existenta unei concetratii mai mari de quercetina in frunzele
aciculare comparativ cu pseudobacele (Juniperus virginiana de la Macea).

In concluzie, continutul de compusi antioxidanti, exprimat prin continutul de
flavone este mai ridicat in extractele alcoolice obtinute din parti anatomice (frunze
aciculare si pseudobace) de Juniperus virginiana fata de Juniperus communis.

II1.2.2. Analiza activitatii antioxidante a extractelor etanolice si in acetat
de etil prin metoda cu DPPH

Au fost determinate activitatile antioxidante ale extractelor din frunze
aciculare, microblaste si pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana prin metoda descrisa la 11.2.2.1 si 11.2.2.2 (vezi Partea experimentala).
Pentru aceste extracte, inregistrarile au fost efectuate cu spectrofotometrul Perkin
Elmer, Lambda EZ Series.

S-a analizat activitatea antioxidantd a extractelor etanolice si a celor in
acetat de etil, activitate comparatda cu activitatea antioxidanta a solutiilor de
standarde de tipul B-pinen, p-cimen, 1-terpinen-4-ol (de concentratie 0,9g/mL).

Capacitatea de captare a radicalilor DPPH (activitatea antioxidantd) a
solutiilor standard analizate este prezentata in tabelul 3.14.

Tabelul 3.14. Activitatea antioxidanta a solutiilor standard

Solutie standard B-Pinen p-Cimen 1-Terpinen-4-ol
Activitate 72.76 8.45 56.96

antioxidantd [%]

in tabelul 3.15. sunt prezentate valorile absorbantelor probelor standard la
517nm, absorbanta la care s-au realizat conform literaturii determinari cu DPPH
pentru numerosi compusi naturali [189].

Tabelul 3.15. Variatia absorbantelor solutiilor probelor standard de terpene

Timp [min] B-Pinen p-Cimen 1-Terpinen-4-ol
0 0.4879 0.5031 0.4684
1 0.3171 0.496 0.3504
2 0.2519 0.491 0.3002
3 0.2171 0.4875 0.27
4 0.1965 0.4843 0.252
5 0.1812 0.4814 0.2391
6 0.1712 0.4782 0.2287
7 0.1623 0.4761 0.2228
8 0.1559 0.4736 0.2166
9 0.1507 0.4714 0.2134
10 0.1464 0.4694 0.2097
11 0.1429 0.4676 0.2077
12 0.14 0.4658 0.2055
13 0.1372 0.464 0.203
14 0.1348 0.4623 0.2025
15 0.1329 0.4606 0.2016
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in cazul extractelor de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana,
urmarind spectrofotometric variatia in timp a absorbantei la 517nm (figurile 3.43-
3.46) s-a remarcat faptul ca cea mai buna activitate antioxidanta o au extractele in

Absorbanta (517nm)

0.50 o Qe
Qg

4 1
0.45 iy

] n
0.40 ) -

i P —&— B-Pinen
0.35 A —O— p-Cimene

i '.. 1-Terpinen-4-ol
0.30 o
0.25 4
0.20 o
0.15 4
0.10 T T T T T T T T T

Timp [min]

Figura 3.43. - Capacitatea de captare a radicalului DPPH pentru standardele de terpene

acetat de etil obtinute din frunze aciculare de Juniperus virginiana Siria:

Tabelul 3.16. Activitatea antioxidanta a extractelor in acetat de etil si etanol de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana

Nr. Partea Extract Activitatea

crt. | anatomica antioxidanta
a plantei [%]
1. Juniperus virginiana in acetat de etil Siria 91.62
2. Juniperus communis in acetat de etil Siria 86.56
3. Frunze Juniperus communis in acetat de etil Austria 84.66
4. aciculare Juniperus communis in acetat de etil Albac 66.72
5. Juniperus communis in acetat de etil Lipova 89.98
6. Juniperus virginiana in acetat de etil Macea 63.51
7. Juniperus communis in etanol Austria 77.81

8. Juniperus communis in acetat de etil Albac
Pseudo 2010 (mature) 85.82
9. bace Juniperus communis in acetat de etil Albac

2010 (verzi) 72.41
10. Juniperus communis in etanol Albac 84.04
11. Juniperus virginiana in etanol Macea 80.59
12. Juniperus virginiana in acetat de etil Macea 38.93
13. Juniperus communis in acetat de etil Siria 90.90
14. Juniperus communis in acetat de etil Austria 83.42
15. Micro Juniperus communis in acetat de etil Albac 77.54
16. blaste Juniperus communis in acetat de etil Macea 78.84
17. Juniperus virginiana in acetat de etil Macea 89.69
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Figura 3.44. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta
extractelor din microblaste de Juniperus communis (J.c.) si Juniperus virginiana (J.v.) in acetat

de etil
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Figura 3.45. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta extractelor
din pseudobace (08-recoltate in 2008, 09-recoltate in 2009,10M-mature din 2010, 10V-verzi din
2010) de Juniperus communis (J.c.) si Juniperus virginiana (J.v.) in acetat de etil (EA)

Calculul vitezei medii s-a facut pe baza ecuatiei si a curbelor prezentate mai

jos. Capacitatea de captare a radicalului DPPH in cazul mai multor extracte este
prezentata in figurile 3.44-3.46.
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Figura 3.46. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta
extractelor din frunze aciculare de Juniperus communis (J.c.) si Juniperus virginiana (J.v.) in
acetat de etil (EA) si etanol (ET)

Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor etanolice din pseudobace a
condus la viteze medii de reactie: intre 0,027 - 0,0013uM/s pentru Gin (din
comert), 0,132 - 0,043 uM/s pentru extractul de Juniperus communis (Austria),
0,123 - 0,044 pM/s in cazul extractului de Juniperus communis (Albac) si intre
0,059 - 0,020 uM/s pentru extractul de Juniperus virginiana (Gradina Botanica
“Macea”), figura 3.47.

Rezultatele obtinute au facut obiectul unei lucrari stiintifice comunicate si publicate
[190]

0545

o0 5 0 15 n 25 30 35 40 45 50,0
min

Figura 3.47. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH, la 517nm, in prezenta ginului si
extractelor alcoolice din pseudobace de Juniperus communis (JC) si Juniperus virginiana (JV)
(EPJVM-extract etanolic de Juniperus virginiana (Gradina Botanica “Macea”), EPJCP- extract

etanolic de Juniperus communis (Albac), EPJCA- extract etanolic de Juniperus communis
(Austria)
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Determinarea vitezelor medii de reactie pentru portiunea cvasiliniarda a
curbei c(uM) = f(t,s), a indicat o valoare maxima pentru extractul din frunze
aciculare de Juniperus communis recoltate din Siria (0,17uM/s), urmata de viteza
medie a extractului din frunze aciculare de Juniperus communis Lipova (0,16 pM/s),
figura 3.48.

0.18

0.16

0.14+

0.12
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@ v1(0-8min)

0.08 m Vv1(8-15min)

0.06

viteza medie, pM/s

0.04

0.02+

Fr.ac.JC Fr.ac.JC Fr.ac.JC Fr.ac.JV Fr.ac.JC Fr.ac.JV
Austria Albac Lipova Macea Siria Siria

Figura 3.48. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta
extractelor din frunze aciculare (Fr.ac.) de Juniperus communis (JC) si Juniperus virginiana
(JV) in acetat de etil

Evaluarea activitdtii antioxidante a extractelor de microblaste de Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana a condus la viteze medii de reactie avand
valori insemnate in cazul celor provenite din Siria, Austria si Macea, dupa cum se poate
observa din figura 3.49.
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Figura 3.49. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta
extractelor in acetat de etil din microblaste (Microb.) de Juniperus communis (JC) respectiv
Juniperus virginiana (JV)

Viteza medie de reactie prezinta valorile cele mai ridicate in cazul extractului
in acetat de etil din pseudobacele de Juniperus virginiana recoltate de la Macea.
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Dupa cum se poate observa din figura 3.50, pseudobacele verzi prezinta valori mai
ridicate ale vitezei de reactie, in primele secunde ale inregistrarii spectrofotometrice.

0.04

0.035+

0.03+

0.025+

0.02+ @ v1(0-8min)

® Vv1(8-15min)

0.015+

viteza medie, uM/s

0.01+

0.005+

0+
Pseud. verzi JC Pseud. mature Pseud. mature
Albac JC Albac JV Macea

Figura 3.50. - Variatia in timp a absorbantei solutiei de DPPH la 517nm, in prezenta

extractelor in acetat de etil din pseudobace (Pseud) de Juniperus communis (JC) si Juniperus

virginiana (JV)

Concluzii

In urma analizelor privind activitatea antioxidanta a unor extracte in

alcoolice si In acetat de etil, determinata prin metoda cu DPPH, se pot desprinde
urmatoarele concluzii:

au fost evaluate din punct de vedere al activitatii antioxidante extractele in
acetat de etil din frunze aciculare, pseudobace si microblaste precum si
extractele alcoolice din pseudobacele de Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana

extractul in acetat de etil obtinut din frunze aciculare de Juniperus virginiana
Siria a prezentat cea mai buna activitate antioxidanta (91,62%)

Capacitatea de captare a radicalilor liberi (scavenging) s-a exprimat in functie de
viteza medie de reactie.

prin compararea vitezelor medii de reactie a ginului din comert cu extractele
noastre, acesta are activitatea cea mai redusa (0,0013uM/s)

in cazul extractelor etanolice s-a constatat ca extractul etanolic obtinut din
pseudobace de Juniperus communis (Austria) a prezentat cea mai mare
viteza de reactie (0,132 pM/s)

in cazul extractelor in acetat de etil cea mai mare viteza de reactie
(1,22uM/s) s-a inregistrat in primele 8 minute de analiza, in cazul
extractului din frunze aciculare de Juniperus communis (Austria).
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II1.3. Analiza eliberarilor controlate din nanocapsule si unguente

II1.3.1. Analiza eliberarilor controlate din nanocapsule ce contin extracte
etanolice si ulei volatil din pseudobace de Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana provenite din diferite localitati

S-au luat in studiu un numar de patru uleiuri volatile si patru extracte
etanolice din cele doua specii de Juniperus analizate. Complecsii cu B-ciclodextrina
s-au obtinut Tn modul prezentat in Partea experimentald. Analiza eliberarilor
controlate din nanocapsule s-a realizat prin spectroscopie de UV-VIS.

Majoritatea componentilor identificati prin GC-MS in uleiurile volatile de Juniperus
communis respectiv Juniperus virginiana fac parte din clasa hidrocarburilor monoterpenice.

S-a ales interpretarea eliberarilor controlate din extractele etanolice functie
flavonoidul rutind [191].

In urma analizei spectrofotometrice s-a constatat ca maximul de absorbtie
al complecsilor este la 275nm de aceea inregistrarile eliberarilor extractelor din
nanocapsule precum si exprimarea concentratiilor au fost realizate, pentru toate
probele, la aceasta lungime de unda.

Concentratia in monoterpene (Anmax= 275nm), din complecsii ce contin ulei
volatil a fost intre 7,5 mM - din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea, 2008 si
2009) in etanol 20% - si 63,8 mM - din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea,
2008) in etanol 96%.

Complecsii ce contin extracte etanolice au eliberat compus activ cu o
concentratie in rutind intre 0,0036mM - din pseudobace de Juniperus virginiana
(Macea, 2008) in etanol 20% - si 0,39mM - din pseudobace de Juniperus virginiana
(Macea, 2009) in etanol 96%.

Evaluarea eliberarilor controlate a complecsilor s-a realizat timp de 14,5
minute. In cazul complecsilor ce contin extracte etanolice din pseudobace, in
primele 8 minute, s-au obtinut urmatoarele valori pentru viteza medie: intre 0,3 -
0,9uM/s pentru extractul de Juniperus communis (Austria); 0,4 - 11uM/s pentru
extractul de Juniperus communis (Albac); 0,55 pM/s in cazul extractului de
Juniperus virginiana (Gradina Botanica “Macea”-2008) si intre 0,2 - 40uM/s pentru
extractul de Juniperus virginiana (Gradina Botanicd “Macea”-2009). In urmatoarele
6,5 minute valorile vitezei medii au fost mai mici pentru majoritatea extractelor:
intre 0,1 - 2,3uM/s pentru extractul de Juniperus communis (Austria); 0,9 -
4,8uM/s pentru extractul de Juniperus communis (Albac); 0,6-1,2uM/s in cazul
extractului de Juniperus virginiana (Gradina Botanica “Macea”-2008) si intre 0,5 -
16,4uM/s pentru extractul de Juniperus virginiana (Gradina Botanica “Macea”-2009),
figura 3.51.
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Figura 3.51. - Variatia vitezei medii de eliberare (EE) raportat la flavonoidul rutind din
complecsi ai extractelor alcoolice de Juniperus communis (Jc) respectiv Juniperus virginiana (Jv)
unde: bCD1, bCD2 = B-ciclodextrina, 96, 60, 20 - concentratiile alcoolului etilic

Rezultatele obtinute in urma eliberarii in etanol 96%, 60% respectiv 20%
sunt descrescdtoare, asemandtor cu concentratia alcoolului. Variatia vitezei medii
din acelasi tip de material vegetal, cules din aceeasi regiune se poate datora
conditiilor de mediu din anul respectiv (figura 3.51.)

In urma eliberarilor controlate, in primele 8 minute, din complecsi ce contin
uleiuri volatile de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana s-au obtinut
umatoarele valori ale vitezei medii: intre 0,9mM/s pentru hidrodistilatul de Juniperus
communis (Austria); 2,9 - 3,1mM/s pentru hidrodistilatul de Juniperus communis
(Albac); 0,4 - 23,8mM/s in cazul hidrodistilatului de Juniperus virginiana (Gradina
Botanica “Macea”-2008) si intre 0,6 — 3,2mM/s pentru hidrodistilatul de Juniperus
virginiana (Gradina Botanica “Macea”-2009). Dupa urmatoarele 6,5 minute, in unele
cazuri, valorile vitezei sunt putin mai mici: intre 1,04mM/s pentru hidrodistilatul de
Juniperus communis (Austria); 3,03 - 3,96mM/s pentru hidrodistilatul de Juniperus
communis (Albac); 0,8 - 16mM/s in cazul hidrodistilatului de Juniperus virginiana
(Gradina Botanica “Macea”-2008) si intre 0,7 - 3,2mM/s pentru hidrodistilatul de
Juniperus virginiana (Gradina Botanica “Macea”-2009).

Valorile mai mari in cazul complecsilor ce contin uleiuri volatile se datoreaza
B-pinenului, a carui concentratie este mai mare in uleiurile volatile, in comparatie cu
rutina din extractele alcoolice.

Variatia vitezei medii de eliberare (in etanol 96, 60 si 20%) raportat la B-
pinen din complecsi ai uleiurilor volatile de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana este prezentata in figura 3.52.
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Figura 3.52. - Variatia vitezei medii de eliberare (in etanol 96, 60 si 20%) raportat la
continutul de monoterpene din complecsi ai uleiurilor volatile de Juniperus communis (Jc)
respectiv Juniperus virginiana (Jv)
unde Uv-ulei volatil.

II1.3.2. Analiza eliberadrilor controlate din unguente ce contin extracte
etanolice si ulei volatil din pseudobace de Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana provenite din diferite localitati

S-au luat in studiu un numar de patru uleiuri volatile si patru extracte
etanolice din cele doua specii de Juniperus analizate. Complecsii cu B-ciclodextrina
s-au obtinut Tn modul prezentat in Partea experimentald. Analiza eliberarilor
controlate din unguente s-a realizat prin spectroscopie de UV-VIS.

in urma analizei spectrofotometrice s-a constatat cd maximul de absorbtie
al complecsilor din unguente este la 280nm, specific unor monoterpene, de aceea

inregistrarile eliberarilor controlate s-au realizat la aceasta lungime de unda.
20
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Figura 3.53. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate extracte alcoolice (E) din
pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) respectiv Juniperus virginiana (JV) in etanol 20%
(2) (A-Austria, M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009, P-Albac)
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In figura 3.53. sunt reprezentate eliberdrile controlate in etanol 20% din
unguentele ce contin extracte etanolice ale celor doua specii de Juniperus si se
observa o alura a curbei asemanatoare in cazul extractelor de Juniperus communis
(Austria) si Juniperus virginiana (Macea, 2008), in paralel, din unguentul ce contine
extract de Juniperus communis (Albac) se observa o eliberare liniara.

Abe, 220nm
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Figura 3.54. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate extracte etanolice din
pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) in etanol 20% (2) si 60% (6)
(A-Austria, M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009, P-Albac)

Prin compararea eliberarilor controlate din unguente ce contin extracte
etanolice de Juniperus communis si Juniperus virginiana (figurile 3.54.-3.55.) se
observa ca cele mai bune rezultate s-au obtinut in etanol 20%. Aceasta se poate

datora eliberarii compusilor hidrofili din unguentele analizate.
20
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Figura 3.55. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate extracte etanolice din
pseudobace (P) de Juniperus virginiana (JV) in etanol 20% (2) si 60% (6)
(M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009)
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Figura 3.56. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din
pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) respectiv Juniperus virginiana (JV) in etanol 20%
(2) (A-Austria, M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009, P-Albac)

in urma analizei eliberérilor controlate in etanol 20% respectiv 60% din
uleiurile volatile ale celor doua specii de Juniperus studiate, figurile 3.56.-3.57., se
constata o eliberare foarte buna din unguentele ce contin uleiuri de Juniperus
virginiana in special in etanol de concentratie mai mica. Acest fapt poate fi
consecinta existentei unei cantitdati mai mari de compusi hidrofili in uleiurile de

Juniperus virginiana fata de cele de Juniperus communis.
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Figura 3.57. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din

pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) respectiv Juniperus virginiana (JV) in etanol 60%
(6) (A-Austria, M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009, P-Albac)
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Figura 3.58. - Eliberdri controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din
pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) in etanol 20% (2) si 60% (6)
(A-Austria, P-Albac)

Abs, 220nm

o BRIUPIV R
T
= ° o w 50 & 100 ", :“':|)$':‘JPJ-U-M25;'
t (nitn)
Figura 3.59. - Eliberdri controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din
pseudobace (P) de Juniperus virginiana (JV) in etanol 20% (2) si 60% (6)
(M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009)

Prin compararea eliberarii in etanol de 20% si 60% din uleiurile volatile de
Juniperus communis (figura 3.58.) si Juniperus virginiana (figura 3.59.) se observa
o eliberare mai buna din unguentele ce contin uleiuri volatile de Juniperus
virginiana.

S-a incercat realizarea eliberarilor controlate din unguente si in etanol 96%,
dar rezultatele nu au fost foarte bune, consecinta ar putea fi o eliberare mult mai
buna a compusilor hidrofili. Acest lucru este demonstrat si de cresterea eliberarilor
in paralel cu scaderea concentratiei de etanol.
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Figura 3.60. - Eliberari controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din
pseudobace (P) de Juniperus communis (JC) in etanol 20% (2) si 60% (6) si ser fiziologic (S)
(P - Albac)

Din figurile 3.60.-3.61. se poate constata o eliberare innsemnata in primele

25 de minute in cazul unguentelor ce contin ulei din pseudobace de Juniperus
communis, Albac si Juniperus virginiana, Macea 2009.
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Figura 3.61. - Eliberdri controlate din unguente ce contin inglobate uleiuri volatile (U) din
pseudobace (P) de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana (JV) in ser fiziologic (S)
(A-Austria, M1-Macea, 2008, M2-Macea, 2009, P-Albac)

Concluzii:

Pentru realizarea eliberarilor controlate din nanocapsule, in etanol de diferite
concentratii, s-a urmarit spectrofotometric variatia absorbantei, la 275nm, timp de
14,5 minute. Pe baza vitezei medii de reactie calculate se pot face urmatoarele
aprecieri:

e in cazul complecsilor ce contin extracte etanolice, valorile vitezei medii au
fost mai mari in primele 8 minute, iar extractul de Juniperus virginiana

(Macea-2009) a prezentat cea mai mare valoare (40uM/s).
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e complecsii ce contin uleiuri volatile au prezentat valori apropiate pentru cele
doua intervale luate in considerare. Cea mai mare valoare (23,8 mM/s) s-a
inregistrat in cazul extractului de Juniperus virginiana (Macea-2008).
Interpretarea eliberarilor controlate s-a realizat functie de monoterpene in

cazul uleiurilor volatile si fata de flavonoidul rutina pentru extractele etanolice.

e in cazul extractelor etanolice rezultatele vitezei medii de reactie sunt
descrescatoare, in paralel cu scaderea concentratiei alcoolului.

e complecsii ce contin uleiuri volatile au prezentat valori mai mari ale vitezei
medii de reactie, comparativ cu extractele etanolice, deoarece concentratia
acestora in monoterpene este mai mare.

Pentru eliberarile controlate din unguente, in etanol de diferite concentratii
si ser fiziologic s-a urmarit spectrofotometric variatia absorbantei, la 280nm din care
se pot evidentia urmatoarele concluzii:

e cele mai bune eliberari au fost obtinute in etanol 20% din unguente ce
contin atat extracte etanolice cat si uleiuri volatile obtinute din
pseudobacele celor doua specii de Juniperus

e in ser fiziologic s-a eliberat cel mai bine uleiul volatil de Juniperus
communis (Albac) si Juniperus virginiana (Macea, 2009).

II1.4. Efectele expunerii cronice la uleiul de Juniperus asupra inelului de
musculatura neteda traheala de sobolan

Raspunsul contractil al inelelor de MNT a fost evaluat prin determinarea
curbei doz&-efect la acetilcolind pentru doze cumulative cuprinse intre 107 M si 10
M, iar forta de contractie generatda a fost exprimata in valori absolute (cN).
Raspunsul relaxant al inelelor de MNT a fost evaluat prin determinarea curbelor
doza-efect la epinefrind, nitroprusiat de sodiu si respectiv la pirenzepina, utilizdndu-
se pentru fiecare doze cumulative cuprinse intre 107 M si 10> M. Curbele au fost
obtinute pe fondul precontractiei cu acetilcoling, in doz8 submaximal3d de 107°M, iar
rezultatul a fost exprimat ca % de relaxare din precontractia indusa de aceasta.

1. Curba doza - efect la acetilcolina

Acetilcolina (ACh) reprezinta agonistul fiziologic raspunzator de contractia
musculaturii netede a cdilor respiratorii, prin actiune pe receptorii muscarinici de tip
M1 si M3. Mecanismul de semnalizare intracelulard presupune activarea unei enzime
fosfolipazei C membranare si generarea de mesageri secundari [192].

In cazul receptorului M3, se formeaza un complex care mediaza un efect
bronhoconstrictor direct [192, 193], iar in cazul receptorilor M1 un efect
bronhoconstrictor indirect [192, 194].

Acetilcolina actioneaza si asupra receptorilor muscarinici de tip M2 care au
rolul unor ,autoreceptori” care regleaza, prin mecanism feedback negativ, eliberarea
de acetilcolina la nivelul fibrei musculare traheo-bronsice [169, 193]

Rezultatele privind parametrii de apreciere globald a raspunsului contractil al
musculaturii netede trahale (MNT) de sobolan la doze cumulative de acetilcolind
sunt prezentate in tabelul 3.16., iar datele privind forta de contractie (cN) a MNT de
sobolan la doze cumulative de acetilcolind sunt redate in tabelul 3.17. Parametrii au
fost estimati cu ajutorul ecuatiei Hill cu patru variabile (Anexe, tabel 2A )
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Tabelul 3.16. Parametrii de apreciere globala a raspunsului contractil al MNT de

sobolan la doze cumulative de acetilcolina

Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 p
Bottom -0,16+0,30 | -0,23+0,26 | -0,12+0,27 | -0,97+0,72
Top 2,88 + 0,28 3,59 +0,25 3,00 £ 0,23 5,43+ 0,44 <0,001
LogECso -55+0,14 | -551+0,10 | -5,56+0,12 | -5,76 +0,14 !
Hill Slope 0,74 £ 0,23 0,73+0,16 0,76 + 0,20 0,57 +0,14

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard

Tabelul 3.17. Forta de contractie (cN) a MNT de sobolan la doze cumulative de

acetilcolina

Doze Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
(log[M])
-7 0,05 +0,03 0,05+ 0,04 0,10+0,03 0,05 + 0,04
-6,5 0,34 +£0,21 0,39+0,19 0,41 +0,21 0,87 £0,39
-6 0,72 £+ 0,45 0,84 +0,31 0,82+ 0,45 1,63 + 0,49
-5,5 1,46 + 0,48 1,84 +0,38 1,59 +0,48 2,88 £ 0,52
-5 1,93 +0,48 2,32+0,43 2,13+0,44 3,61 +0,50
-4,5 2,49 + 0,64 3,10 + 0,50 2,60 +0,42 4,50 + 0,49
-4 2,66 +0,46 3,30 + 0,45 2,83 +0,46 4,82 +0,50

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard

Din analiza curbelor dozad - efect rezulta ca raspunsul contractil al inelelor de
MNT la acetilcolina a fost mai mare in cazul loturilor de sobolani expuse cronic la uleiul
de Juniperus, diferenta fiind semnificativa statistic in cazul lotului 2 comparativ cu
lotul 1 tratat cu ulei de Juniperus, martor (p < 0,001), cat si a lotului 4 expus initial la
fum de tigara comparativ cu lotul 3 expus la fum de tigara (p < 0,001). Desi raspunsul
contractil la acetilcolind a fost mai mare in cazul lotului 3, expus cronic la fum de
tigara, comparativ cu lotul 1, diferenta nu a avut semnificatie statistica (p = 0,51). Cel
mai amplu raspuns contractil la acetilcolind s-a obtinut in cazul lotului 4, diferenta
fiind semnificativa statistic comparativ raspunsul lotului 1 (p < 0,001) si lotul 2 (p <

0,001) (figura 3.62.).
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Figura 3.62. - Reprezentare graficd a curbelor doza - efect la acetilcolind
(107M - 10M) pentru toate loturile studiate
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In studiul nostru, expunerea la uleiul de Juniperus a determinat cresterea
semnificativa a raspunsului contractil la acetilcolind, atat in cazul preparatelor de
MNT normale, cat si a celor expuse initial la fumul de tigard. Expunerea la uleiul de
Juniperus a transformat o cresterea nesemnificativa a raspunsului contractil la
acetilcolind, indusa de expunerea cronica la fumul de tigara, intr-o hipereactivitate
la acetilcolina, caracteristica ,inflamatiei neurogene”, cel mai probabil ca urmare a
efectului ,iritativ” cronic asupra epiteliului respirator [193].

Rezultatele obtinute pot fi apreciate ca fiind similare datelor din literatura
referitoare la componentele hiperreactivitatii musculare indusa de alterarea
mecanismului colinergic de reglare a tonusului traheo-brongic [195-197].

2. Curba doza - efect la epinefrina

Epinefrina (EPI) reprezinta agonistul fiziologic raspunzator de relaxarea
musculaturii netede a cailor respiratorii avand un efect bronhodilatator direct
concomitent cu eliberarea de acetilcolina [198].

Rezultatele privind parametrii de apreciere globala a raspunsului contractil al
MNT de sobolan la doze cumulative de epinefrind sunt prezentate in tabelul 3.18., iar
datele privind forta de contractie (% din precontractia cu acetilcolind 10°°M) a MNT de
sobolan la doze cumulative de epinefrind sunt redate in tabelul 3.19. Parametrii au
fost estimati cu ajutorul ecuatiei Hill cu patru variabile (Anexe, tabel 3A).

Tabel 3.18. Parametrii de apreciere globala a raspunsului relaxant (% din
precontractia cu acetilcolind 10°M) al MNT de sobolan la doze cumulative de
epinefrina

Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 P
Bottom -0,36 +2,49 -2,83+5,5 1,64+1,11 1,15+2,27
Top 30,78 +1,29 | 25,85+2,18 | 13,64 +0,82 16 + 1,55 <0.,001
LogICso -6,26+0,07 | -6,32+0,16 | -6,12+0,09 | -6,15+0,14 !
Hill Slope 1,44 £ 0,31 1,02 +0,39 2,078 £+ 0,83 1,9+1,13

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard

Tabel 3.19. R3spunsul relaxant (% din precontractia cu acetilcolind 107°M) al MNT
de sobolan la doze cumulative de epinefrina

Doze Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
(log[M])
-7 2,12+1,62 2,10+1,62 2,00+1,52 1,58+ 1,14
-6,5 9,27 +1,18 8,31 +1,18 3,05+1,46 3,54 +2,44
-6 21,63+3,01 17,23 + 3,01 9,63 +3,24 11,32 + 6,30
-5,5 28,31 +4,97 21,66 + 4,97 12,30 + 3,62 14,68 + 6,77
-5 30,40 + 5,06 24,93 + 5,06 14,16 + 3,66 17,37 + 6,83

Din analiza curbelor doza - efect rezulta ca raspunsul relaxant la epinefrina
a scazut semnificativ in cazul lotului 2 tratat cu ulei de Juniperus comparativ cu lotul
1 martor (p < 0,001) si la lotul 3 expus la fum de tigara comparativ cu lotul 1 (p <
0,001). Desi a crescut in cazul lotului 4 expus la fum de tigara si tratat cu ulei de
Juniperus comparativ cu lotul 3 (p < 0,001), raspunsul relaxant la epinefrina a
ramas semnificativ mai mic comparativ cu lotul 1 (p < 0,001) (figura 3.63).
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Figura 3.63. - Reprezentare grafic a curbelor doz& - efect la epinefrind (10”°M - 10*M)

. pentru toate loturile studiate

In studiul nostru, expunerea cronica la uleiul de Juniperus a determinat
scaderea semnificativa a raspunsului relaxant indus de epinefrind. In contextul unei
hiperreactivitatii la acetilcolina, acest rezultat poate fi considerat parte a
.disbalantei” mecanismelor nervoase de reglare a tonusul traheo - bronsic,
caracteristica ,inflamatiei neurogene”. Aceastd disbalanta poate imbraca doua
aspecte: pe de o parte ,disbalanta” dintre componenta simpatica bronhodilatatoare
si cea parasimpatica bronhoconstrictoare, iar pe de alta parte ,disbalanta” dintre
componenta simpatica B2 - adrenergica, bronhodilatatoare si componenta ol -
adrenergicé, bronhoconstrictoare.

In virtutea datelor din literatura, mecanismul cel mai probabil este
reprezentat de reducerea efectului inhibitor al epinefrinei asupra eliberarii
prejonctionale a acetilcolinei si inactivarea receptorilor 2-adrenergici exprimati de
fibra musculara traheo-bronsica [167]. In contextul studiului nostru, in cadrul caruia
s-a obtinut un raspuns bronhoconstrictor paradoxal la doze de epinefrina mai mare
de 10°M, nu poate fi neglijatd nici posibilitatea implicdrii unui mecanism
bronhoconstrictor mediat de receptorii al - adrenergici (cale de semnalizare
intracelulara similara receptorilor M1), exprimati atat la nivelul fibrelor musculare
traheo-bronsice, cat si, la nivel prejonctional, in ganglionii colinergici intramurali si
fibrele colinergice postganglionare [171,199]

3. Curba doza - efect la nitroprusiatul de sodiu

Nitroprusiatul de sodiu reprezintd un donor de oxid nitric (NO). In studiul
nostru am pornit de la premisa ca NO exogen are un efect bronhodilatator direct
prin activarea gunilatciclazei solubile si cresterea GMPc (guanozinmonofosfat) la
nivelul fibrei musculare traheo-bronsice. Raspunsul bronhodilatator nu poate fi
influentat decat de masura in care molecula de NO exogena este transformata, in
prezenta unor factori oxidanti, intr-o moLecuIé citotoxica de tipul peroxinitritului
(ONOOQ") cu efect bronhoconstrictor direct. In acest sens, cel mai important aspect il
reprezintd pastrarea ,bioactivitatii” moleculei de NO in prezenta anionului superoxid
(0y™+), produs de celulele inflamatorii din cadile respiratorii sau prezent 1in
componenta fumului de tigara [176].

Rezultatele privind parametrii de apreciere globala a raspunsului contractil al
MNT de sobolan la doze cumulative de nitroprusiat de sodiu sunt prezentate in
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tabelul 3.20., iar datele privind forta de contractie (% din precontractia cu
acetilcolind 10°M) a MNT de sobolan la doze cumulative de nitroprusiat de sodiu
sunt redate in tabelul 3.21. Parametrii sunt estimati cu ajutorul ecuatiei Hill cu patru
variabile (Anexe, tabel 4A).

Tabel 3.20. Parametrii de apreciere globala a raspunsului relaxant (% din
precontractia cu acetilcolind 10°M) al MNT de sobolan la doze cumulative de

nitroprusiat de sodiu

Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 P
Bottom 0,14 +1,40 -0,48 + 3,97 1,06 + 0,55 -2,78 + 4,48
Top 26,09+1,28 | 29,72 +1,52 | 21,63+0,72 27,9 +1,89 < 0,001
LogICso -6,03+005]| -6,42+0,09 | -590+0,03 | -6,31+£0,12 !
Hill Slope 1,35+0,26 1,73+ 0,60 1,84 + 0,26 1,19+0,39

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard

Tabel 3.21. R3spunsul relaxant (% din precontractia cu acetilcolind 107°M) al MNT

de sobolan la doze cumulative de nitroprusiat de sodiu

Doze Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
(log[M])

-7 1,17+1,12 2,29+1,12 1,03+0,41 1,24+1,16
-6,5 5,41+0,78 12,29 +0,78 2,90+0,57 8,65+1,29

-6 13,42+ 1,96 25,22 +1,96 9,11 +1,45 18,76 + 2,69
-5,5 22,40 + 3,44 28,37 + 3,44 18,67 + 2,14 24,88 + 5,74

-5 24,88 + 3,73 30,07 £+ 3,73 21,10+ 2,71 27,11 + 6,32

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard
Din analiza curbelor doza - efect rezulta ca raspunsul relaxant la

nitroprusiatul de sodiu a crescut in cazul loturilor expuse cronic la uleiul de
Juniperus, diferenta fiind semnificativa statistic in cazul lotului 2 (p < 0,001)
comparativ cu lotul 1, cat si in cazul lotului 4 comparativ cu lotul 3 (p < 0,001).
Raspunsul relaxant al inelelor de MNT la nitroprusiatul de sodiu a fost mai mic in
cazul lozurilor de sobolani expuse cronic la fumul de tigara, diferenta fiind
semnificativa statistic in cazul lotului 3 comparativ cu lotul 1 (p < 0,001). Cel mai
amplu raspuns relaxant la nitroprusiatul de sodiu s-a obtinut in cazul lotului 2,
diferenta fiind semnificativ mai mare comparativ cu lotul 3 (p = 0,003) si lotul 4 (p
= 0,003) (figura 3.64.).
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Figura 3.59. - Reprezentare grafica a curbelor doza - efect la nitroprusiat de sodiu
. (107M - 10*M) pentru toate loturile studiate
In studiul nostru, expunerea la uleiul de Juniperus a determinat cresterea
raspunsului relaxant la nitroprusiatul de sodiu, atat in cazul preparatelor de MNT
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normale, cat si a celor expuse initial la fumul de tigara. Acest efect dovedeste ca
uleiul de Juniperus are in compozitia sa substante cu proprietdti antioxidante, care
impiedicd inactivarea NO exogen prin transformarea sa in peroxinitrit (ONOO). in
contextul datelor din literaturad, rezultatul obtinut ne permite sa apreciem ca efectul
ramane valabil si in cazul NO endogen, chiar daca, in conditiile ,inflamatiei
neurogene”, are loc pe de o parte, scaderea productiei de NO cu rol de
neurotransmitator in cadrul sistemului NANCi si pe de alta parte, cresterea
productiei de NO ca molecula citotoxica prin activarea NOSi [170].
4. Curba doza - efect la pirenzepina

Pirenzepina este un antagonist selectiv al receptorilor muscarinici de tip M1
[167, 168].

Rezultatele privind parametrii de apreciere globald a raspunsului contractil al
MNT de sobolan la doze cumulative de pirenzepina sunt prezentate in tabelul 3.22.,
iar datele privind forta de contractie (% din precontractia cu acetilcolind 10°M) a
MNT de sobolan la doze cumulative de pirenzepina sunt redate in tabelul 3.23.
Parametrii sunt estimati cu ajutorul ecuatiei Hill cu patru variabile (Anexe, tabel 5A)
Tabel 3.22. Parametrii de apreciere globala a raspunsului relaxant (% din
precontractia cu acetilcolind 10°M) al MNT de sobolan la doze cumulative de
pirenzepina

Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4 P
Bottom 0,77 £ 2,19 -0,40 + 2,31 0,34+2,81 -55+5,39
Top 95,68 +1,52 | 95,36 +1,62 | 96,20+ 2,10 | 103,9 +£5,40 <0,001
LogICso -6,17+0,02 | -6,15+0,02 | -6,10 40,02 -5,99 + 0,05 !
Hill Slope 3,00 £ 0,32 2,24 £ 0,22 2,34+0,34 1,22 +0,21
Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard
Tabel 3.23. R3spunsul relaxant (% din precontractia cu acetilcolind 10°°M) al MNT
de sobolan la doze cumulative de pirenzepina
Doze Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
(log[M])
-7 1,42 +0,45 1,74+ 0,95 2,21 +2,69 1,75+1,67
-6,5 9,40 + 5,83 11,79 +5,83 8,67 £ 5,36 13,46 + 7,09
-6 74,32 £ 10,76 66,93 £ 10,74 62,19 + 8,44 51,69 +£12,72
-5,5 90,74 + 5,25 86,66 + 5,25 88,54 + 12,76 79,99 £ 11,24
-5 99,42 +1,28 99,59 +1,28 99,28 +1,01 98,87 + 2,68

Nota: datele sunt prezentate ca medie + eroare standard

Din analiza curbelor doza - efect rezulta ca raspunsul relaxant la pirenzepina
a scazut in cazul loturilor expuse cronic la uleiul de Juniperus, diferenta fiind
semnificativa statistic Tn cazul lotului 2 (p = 0,04) comparativ cu lotul 1, cat si in cazul
lotului 4 comparativ cu lotul 3 (p = 0,002). Raspunsul relaxant al inelelor de MNT la
pirenzepina a fost mai mic in cazul loturilor de sobolani expuse cronic la fumul de
tigara, diferenta fiind semnificativa statistic in cazul lotului 3 comparativ cu lotul 1 (p
= 0,005). Cel mai mic raspuns relaxant la pirenzepind s-a obtinut in cazul lotului 4,
diferenta fiind semnificativa statistic comparativ cu lotul 1 (p < 0,001) si lotul 2 (p <
0,001) (figura 3.64.).
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Figura 3.64. - Reprezentare grafica a curbelor doza - efect la pirenzepina
(107M - 10*M) pentru toate loturile studiate

in studiul nostru, expunerea la uleiul de Juniperus a determinat scaderea
raspunsului relaxant la pirenzepind, atat in cazul preparatelor de MNT normale, cét si
a celor expuse initial la fumul de tigara. Acest rezultat, subliniaza mecanismul
complex al hiperreactivitatii la acetilcolind, indusa de componente ale uleiului de
Juniperus, care implicd cu certitudine si efectul bronhoconstrictor indirect, mediat de
receptorii M1 [200].

5. Examenul histopatologic

S-au evaluat modificarile histopatologice induse de fumul de tigara si/sau
expunerea la uleiul de Juniperus asupra traheei si a parenchimului pulmonar, prin
sectiuni colorate cu hematoxilina-eozina (tehnica standard) aplicata tuturor
preparatelor studiate. Pentru compararea rezultatelor s-au utilizat fragmente de
trahee (figura 3.65.) si de plaman (figura 3.66.) prelevate de la sobolanii neexpusi

(proba martor) care au constituit lotul 1. . )
« ¥ L AR ‘N‘ }L{‘ 4 ?MMJ c‘r
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Figura 3.65. - Sectiune prin trahee. Lot de Figura 3.66. - Sectiune histologica din
sobolani neexpusi. Fara alterari ale epiteliului plamén. Lot sobolani neexpusi. Aspecte
de suprafata (HE x 200) cvasinormale: septuri alveolare subtiri, rare

capilare hiperemiate si celule inflamatorii
(col.HE x 200)
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Expunerea la fumul de tigara (lotul 3)

Principalele modificari induse de expunerea cronica la fumul de tigara, in
cazul preparatelor de trahee, au fost: prezenta ariilor extinse de denudare ale
epiteliului respirator, alternand cu o ingrosare neuniformd a epiteliului respirator,
hiperplazia celulelor caliciforme in epiteliul respirator, edemul laminei propria, cu
congestie venulo-capilard, respectiv infiltrat inflamator polimorf, localizat
subepitelial si perivascular, in care s-a remarcat prezenta macrofagelor, precum si
microfocare supurative extinse in toatd grosimea traheei si peritraheal (figura 3.67.,
figura 3.68., figura 3.69.).

Figura 3.67. - Sectiune prin trahee. Lot Figura 3.68. - Sectiune prin

sobolani expusi la fumul de tigard. Arie trahee. Lot sobolani expusi la fumul de
extinsa de exulcerare focala a epiteliului tigara. Mucoasa traheald cu ingrosare
respirator; abundent infiltrat inflamator neuniforma a epiteliului, limfocite in
subepitelial si perivascular (col. HE x 200) migrare intraepitelial, infiltrat inflamator

polimorf subepitelial si perivascular,
congestie venulo-capilard in lamina propria
(col. HE x 400).

Figura 3.69. - Sectiune prin trahee. Lot sobolani expusi la fumul de tigard. Exulcerare
extinsa a epiteliului mucoasei in dreptului hiperplaziei tesutului limfoid, in care se remarca
macrofage, hiperplazia celulelor caliciforme in epiteliul respirator; submucoasa cu infiltrat
inflamator polimorf, microfocare supurative extinse in toata grosimea traheei si peritraheal

(col. HE x 200)
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Principalele modificari induse de expunerea cronica la fumul de tigara in
cazul preparatelor de plamani au fost: prezenta unor focare de emfizem pulmonar,
alternand cu alveole pulmonare usor colabate si emfizemul pulmonar predominant
panacinar, generalizat sau mai evident subpleural, cu ducte alveolare si alveole
destinse, septuri alveolare subtiri si pe alocwm (figura 3.70., figura 3.7‘}.).

»

Figura 3.70. - Sectiune prin plamani. Lot
sobolani expusi la fumul de tigara. Focare de
emfizem pulmonar alternénd cu alveole
pulmonare usor colabate (HE x 200)

Figura 3.71. - Sectiune prin plamani. Lot
sobolani expusi la fumul de tigard. Emfizem
pulmonar panacinar. Ducte alveolare si
alveole destinse; septuri alveolare subtiri,
rupte (col.HE x 200)

Expunerea la uleiul de Juniperus (lotul 2)
Principalele modificari induse de expunerea cronica la uleiul de Juniperus, in

cazul preparatelor de trahee, au fost: arii discrete de exulcerare ale epiteliului
mucoasei, aspecte de discretd traheitd cronica, nespecifica, cu moderata fibroza a
laminei propria si a submucoasei, infiltrat inflamator polimorf la nivelul mucoasei

traheale (figura 3.72., figura 3.73., figura 3.74.).

Figura 3.72. - Sectiune prin trahee.

Lot sobolani expusi la uleiul de ienupar.
Discreta arie de exulcerare a epiteliului
mucoasei in dreptul unei proliferari limfoide
difuze in lamina propria (col. HE x 400)

Figura 3.73. - Sectiune prin trahee. Lot
sobolani expusi la uleiul de ienupar. Aspecte de
discreta traheita cronica, nespecifica, cu
acumulare de tesut limfoid si moderata fibroza a
laminei propria si submucoasei (col. HE x 100).
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Figura 3.74. - Sectiune prin trahee. Lot sobolani expusi la uleiul de ienupar.

Transformare pseudopolipoidd a mucoasei traheale cu axe conjunctive, edematiate cu infiltrat

inflamator polimorf (col. HE x 200)

Expunerea la fumul de tigara si uleiul de Juniperus (lotul 4)

Nu s-au obtinut diferente semnificative intre modificarile histopatologice ale

preparatelor de trahee si plamani obtinute de la lotul 4 si lotul 3.

Concluzii

Componente ale uleiului de Juniperus, administrat prin nebulizare, au avut
un efect ,iritativ” asupra mucoasei cdilor respiratorii la sobolan si au
determinat ,inflamatia neurogend” a cailor traheo-bronsice, caracterizata
functional prin hiperreactivitatea inelului de musculatura neteda traheald la
acetilcolind si sustinutd morfologic prin leziunile epiteliului traheal si
prezenta infiltratului inflamator.

Expunerea cronica la uleiul de Juniperus, administrat prin nebulizare, a
determinat alterarea mecanismelor fiziologice de reglare neurogend a
tonusului traheo-bronsic, cu aparitia ,disbalantei” dintre componenta
simpatica, bronhodilatatoare si componenta parasimpatica,
bronhoconstrictoare, respectiv a ,disbalantei” dintre componenta simpatica
B2 - adrenergica, bronhodilatatoare si componenta simpaticd ol -
adrenergica, bronhoconstrictoare.

Pe fondul unor leziuni inflamatorii preexistente ale cailor respiratorii, induse
de expunerea cronica la fumul de tigara, componente ale uleiul de
Juniperus, administrat prin nebulizare, au potentat raspunsul
bronhocontrictor al inelului de musculatura neteda traheald, evaluat in baia
de organ izolat, si nu au influentat infiltratul inflamator, evidentiat prin
studiu morfologic, de la nivelul acestuia.

Componente ale uleiului de Juniperus, administrat prin nebulizare, au
crescut ,bioactivitatea” oxidului nitric de la nivelul cailor respiratorii de
sobolan, atat in conditii normale, cat si in conditiile unor leziuni
preexistente, induse de expunerea cronica la fumul de tigara.

Componente ale uleiului de Juniperus exercita, pe de o parte efecte
pozitive, antioxidante, care faciliteaza raspunsul bronhodilatator mediat de
oxidul nitric (NANCI) la nivelul cailor respiratorii de sobolan, si, pe de alta
parte, exercita efecte negative, iritative si proinflamatorii, determinate cel
mai probabil de calea de administrare prin nebulizare.
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Rezultatele obtinute au facut obiectul a doua lucrari stiintifice publicate n
European Journal of Medical Research, Berlin, Germania, 2010 [201] si in ,Studia
Universitatis ,Vasile Goldis”, Seria Stiintele Vietii”, 2011, 21(2), 319-327 [202].

Activitatea antimicrobiana a extractelor din frunze aciculare si pseudobace
de Juniperus communis si Juniperus virginiana

Conform datelor de literatura, a-pinenul, limonenul, d-3-carenul, terpinen-4-
olul, a-terpineolul si B-cariofilenul [30] prezintd activitate antimicrobiana, iar p-
cimenul a inhibat doar tulpina S. aureus [203].

Activitatea antimicrobiana, a extractelor Juniperus communis respectiv
Juniperus virginiana obtinute cu ajutorul instalatiei micropilot prevazuta cu
generator de ultrasunete si concentrate la evaporatorul rotativ, a fost testata prin
aprecierea gradului de inhibare a unor microorganisme patogene, in vitro. Testarea
extractelor s-a efectuat atat pe microorganisme din specia bacteriilor gram pozitive
cat si gram negative.

Reactia culturilor de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulazo-
pozitiv, Proteus, Piocianic si Escherichia coli la actiunea extractelor alcoolice din
frunze aciculare si pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus
virginiana este redata in figura 3.75.

In ceea ce priveste actiunea antimicrobianad fata de Staphylococcus aureus
(figura 3.75.a) pentru care in literatura [204] este mentionata activitatea extractului
apos din microblaste de Juniperus lucayana, noi am avut o reactie pozitiva pentru
extractul etanolic din frunze aciculare de Juniperus communis (Lipova). Diametrul
zonei de inhibitie a fost de 17,56mm (reprezentat in figura 3.75. printr-un halou
verde).

De remarcat este faptul ca, celelalte specii de microorganisme patogene
utilizate s-au dovedit a fi rezistente la actiunea extractelor de Juniperus communis
respectiv Juniperus virginiana analizate (simbolizate, in figura 3.75, cu un halou
rosu).
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a) Staphylococcus aureus (b) Staphylococcus coagulazo-negativ

d) Proteus

(c) Escherichia coli
Figura 3.75. - Reactia culturilor de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulazo-pozitiv,
Proteus, Piocianic si Escherichia coli la actiunea extractelor alcoolice din frunze aciculare si
pseudobace de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana
unde A= Alcool etilic 96%, 1=extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus virginiana (Gradina
Botanica ,Macea”), 2= extract etanolic din pseudobace de Juniperus virginiana (Gradina Botanicad
~Macea”), 3= extract etanolic din frunze aciculare de Juniperus communis (Lipova)
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in cadrul primei parti a tezei s-a realizat o prezentare a datelor din literatura
privind stadiul actual al cunoasterii in domeniul speciilor de Juniperus din familia
Cupressaceae si a posibilelor aplicatii Tn industria farmaceuticd, cosmetica,
alimentara, sau ca antioxidanti naturali. Un subcapitol al lucrarii priveste compusii
naturali cu schelet izoprenic, in particular compusii terpenici prezenti in compozitia
extractelor obtinute din Juniperus.

In prima etapa parte a cercetarilor experimentale proprii s-a urmarit
folosirea unor metode de extractie si a unor solventi, pentru imbunatatirea
randamentului de extractie si anume: extractia prin refluxare folosind sase solventi
organici, extractie prin ultrasonare in patru solventi organici si extractia prin
antrenare de vapori de apa.

In majoritatea datelor de literatura gasite, pentru obtinerea uleiului esential
de Juniperus, ca metoda de extractie s-a folosit hidrodistilarea.

Pentru testarea activitatii antimicrobiene si obtinerea unei cantitati mai mari
de extract am realizat o instalatie micropilot pentru extractie. Aceastd instalatie de
conceptie proprie este formata dintr-un minireactor de laborator prevazut cu un
generator de ultrasunete si un sistem de agitare si control al temperaturii cu
ajutorul unei instalatii automatizate de reglare a acesteia.

Pentru determinarea cantitativda a compusilor terpenici din extracte
cloroformice de Juniperus s-a apelat la gaz cromatografie cu ionizare in flacara dupa
trasarea curbelor de etalonare pentru standardele de a-pinen si limonen.

Protejarea si eliberarea controlatd a biocompusilor din extractele si uleiurile
volatile de Juniperus communis L. si Juniperus virginiana L. (pseudobace) de diverse
proveniente s-a realizat prin micro/nanoincapsularea in B-ciclodextrind. Imediat
dupa obtinerea nanocapsulelor s-au determinat randamentele de recuperare a
nanocristalelor ca raport dintre masa de nanoparticule obtinuta si suma maselor de
biocompusi (calculata) si B-ciclodextrina utilizate la nanoincapsulare.

Pentru caracterizarea nanocapsulelor s-a realizat identificarea unor compusi
terpenici prin spectroscopie UV-VIS folosind standarde de B-pinen, p-cimen, 1-
terpinen-4-ol si limonen.

Cantitatea foarte mare de date de gaz cromatografie obtinutd in urma
analizei gaz cromatografice cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS) a extractelor
a fost evaluata cu un instrument statistic (analiza componentelor principale - PCA -
Principal Component Analysis) aplicabil in cazul matricilor (bidimensionale sau chiar
multidimensionale) de date cu un numar mare de variabile.

Analiza statistica multivariata a datelor GC a fost realizata utilizand analiza
PCA  pentru concentratiile relative ale principalilor biocompusi identificati in
extractele de Juniperus. Aceastd procedura s-a utilizat pentru identificarea
importantei unor compusi bioactivi la gruparea probelor (functie de specie, partea
anatomica a plantei si sursa de provenienta, dar si dupa metoda de extractie sau
solventul utilizat pentru extractie).

Pentru studiul efectelor asupra inelului de musculatura neteda trahealda de
sobolan a expunerii cronice la uleiul de Juniperus s-a utilizat baia de organ izolat si
s-a realizat si examenul histopatologic al traheei si plamanului animalului de
experientd analizat.

In cea de-a doua etapa a cercetarilor experimentale proprii s-a urmarit
caracterizarea chimicad a extractelor obtinute utilizdnd cromatografia de gaze cuplata
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cu spectrometria de masa, cromatografia de lichide de fnaltéa performantd si
spectrofotometria de ultraviolet-vizibil.

Pentru cromatografia de gaze cuplata cu spectrometria de masa s-a facut
extractia in acetat de etil, alcool etilic, cloroform, hexan, tetrahidrofuran, toluen. Au
fost identificati, in unele extracte peste 100 de compusi volatili, dintre care 29 sunt

preponderenti:
>

in extractul obtinut prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus
communis: a-pinen, limonen, B-cubeben, B-felandren, B-pinen,
cariofilen, copaen, a-humulen, T-cadinen, B-cadinen, T-elemen, T-
cadinol, carveol, p-cimen;

in extractul obtinut prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus
virginiana: hedicariol, germacren D, a-pinen, cariofilen, limonen,
cis-B-terpineol, B-cadinen, B-pinen, T-cadinen, B-elemen, T-
elemen, T-terpinen, terpinolen, a-humulen, B-felandren, 3-caren,
B-cubeben, linalool, cedren, camfen, copaen, ocimen, cis-verbenol,
D-verbenona, bisabolen epoxid, p-cimen;

in extractul obtinut prin refluxare din pseudobace de Juniperus
communis: a-pinen, B-felandren, B-pinen, B-cubeben, limonen,
germacren D, T-elemen, p-elemen, cariofilen, a-humulen, B-
cadinen, terpinolen, cis-B-terpineol, 3-caren, spatulenol, linalool, T-
terpinen, T-cadinen, copaen, camfen, carveol, T-cadinol, cis-
verbenol, D-verbenona, bisabolen epoxid, p-cimen;

in extractul obtinut prin refluxare din pseudobace de Juniperus
virginiana: B-felandren, germacren D, B-pinen, a-pinen, cariofilen,
B-cubeben, T-terpinen, cis-B-terpineol, terpinolen, B-elemen, T-
cadinen, pB-cadinen, a-humulen, T-elemen, carveol, linalool,
camfen, limonen, bisabolen epoxid, p-cimen;

in extractul obtinut prin refluxare din microblaste de Juniperus
communis: a-pinen, B-pinen, copaen, limonen, p-cubeben,
terpinolen, T-cadinol, cariofilen, bisabolen epoxid, 3-caren, T-
cadinen, B-felandren, carveol, cis-verbenol, a-humulen, camfen, D-
verbenona, B-elemen, B-cadinen, T-elemen, ocimen, p-cimen;

in extractul obtinut prin refluxare din microblaste de Juniperus
virginiana: a-pinen, 3-caren, germacren D, B-elemen, B-felandren,
T-elemen, B-cubeben, B-cadinen, cariofilen, carveol, a-humulen, 1-
cadinen, limonen, spatulenol, bisabolen epoxid, copaen, B-pinen, T-
cadinol, ocimen, cis-verbenol, cis-B-terpineol, D-verbenona,
camfen, terpinolen, p-cimen;

in extractul obtinut prin ultrasonare din frunze aciculare de
Juniperus communis: a-pinen, germacren D, B-felandren, B-
elemen, B-cubeben, 3-caren, T-elemen, B-pinen, B-cadinen,
limonen, a-humulen, cariofilen, bisabolen epoxid, terpinolen, T-
cadinen, spatulenol, copaen, cis-verbenol, cis-B-terpineol, camfen,
T-terpinen, D-verbenona, carveol, ocimen, T-cadinol, p-cimen;

in extractul obtinut prin ultrasonare din frunze aciculare de
Juniperus virginiana: a-pinen, cariofilen, B-cubeben, B-felandren,
a-humulen, B-cadinen, bisabolen epoxid, 3-caren, limonen, T-
cadinen, B-pinen, copaen, T-elemen, cis-verbenol, D-verbenona,
ocimen, germacren D, pB-elemen, terpinolen, cis-B-terpineol,
carveol;
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> In extractul obtinut prin ultrasonare din pseudobace de Juniperus
communis: a-pinen, B-felandren, B-pinen, B-cubeben, T-elemen,
cariofilen, a-humulen, pB-elemen, limonen, germacren D,
terpinolen, B-cadinen, cis-B-terpineol, spatulenol, 3-caren, copaen,
T-terpinen, T-cadinen, camfen, linalool, bisabolen epoxid, cis-
verbenol, carveol, cedren, T-cadinol, D-verbenona, ocimen;

> 1In extractul obtinut prin ultrasonare din pseudobace de Juniperus
virginiana: B-felandren, germacren D, B-cubeben, cariofilen, B-
pinen, a-pinen, limonen, cis-B-terpineol, T-elemen, terpinolen, B-
elemen, a-humulen, spatulenol, linalool, T-cadinol, T-terpinen, 3-
caren, carveol, camfen, p-cimen;

> in extractul obtinut prin ultrasonare din microblaste de Juniperus
communis: a-pinen, B-felandren, germacren D, limonen, -
cubeben, B-pinen, B-elemen, T-elemen, cis-B-terpineol, B-cadinen,
cariofilen, cis-verbenol, spatulenol, 3-caren, a-humulen, T-cadinen,
T-cadinol, terpinolen, T-terpinen, D-verbenona, cedren, camfen,
copaen, carveol, bisabolen epoxid, ocimen, p-cimen;

> In extractul obtinut prin ultrasonare din microblaste de Juniperus
virginiana: a-pinen, B-felandren, cariofilen, germacren D, 3-caren,
B-pinen, linalool, limonen, cis-B-terpineol, a-humulen, terpinolen,
camfen, B-elemen, B-cadinen, T-terpinen, cis-verbenol, cedren,
ocimen;

> 1n extractul obtinut prin hidrodistilare din pseudobace de Juniperus
communis: a-pinen, B-cubeben, B-felandren, T-elemen, B-pinen, B-
elemen, B-cadinen, limonen, a-humulen, cariofilen, terpinolen,
spatulenol, T-cadinen, T-cadinol, copaen, camfen, cedren, linalool,
cis-B-terpineol, germacren D;

> in extractul obtinut prin hidrodistilare din pseudobace de Juniperus
virginiana: B-felandren, a-pinen, B-pinen, limonen, spatulenol, B-
elemen, a-humulen, B-cubeben, T-elemen, B-cadinen, T-cadinol,
carveol, T-cadinen, cariofilen, copaen, 3-caren.

Din rezultatele obtinute la extractia prin refluxare si ultrasonare din speciile
de Juniperus analizate, cu privire la solvent si partea anatomica analizata, s-au
constatat urmatoarele:

> cel mai bun solvent pentru extractia asistata de ultrasunete a fost
hexanul, iar pentru refluxare a fost acetatul de etil;
> pseudobacele contin un procent mai mare de compusi volatili in

R comparatie cu frunzele aciculare si microblastele.

In urma analizei statistice multivariate a componentelor principale pentru
extractele in hexan si acetat de etil obtinute prin refluxare s-a ajuns la concluzia ca
metoda de extractie si hidrofobicitatea solventului utilizat pentru aceste extractii nu
a prezentat o influenta semnificativa in ceea ce priveste compozitia compusilor
volatili.

Analiza prin cromatografie in strat subtire a probelor de uleiuri esentiale de
Juniperus, a scos la iveala importanta monoterpenelor, sesquiterpenelor si alcoolilor
corespunzatoare, ceea ce a facut dificila evaluarea prezentei cineolului si
guaiazulenei in uleiurile esentiale de Juniperus.

Dozarea terpenelor, din extractele etanolice si hidrodistilate, s-a realizat
prin spectroscopie UV-VIS folosind standardele de B-pinen, p-cimen, limonen, 1-
terpinen-4-ol.
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Spectrele UV-VIS au evidentiat existenta unor benzi in domenii comune cu
cele ale standardelor folosite: domeniul 220-260nm.

Continutul total de terpene exprimat ca si concentratie echivalenta de: a) p-
cimen a fost intre 0,014g/mL si 0,036g/mL; b) limonen a variat intre 0,019g/mL si
0,062g/mL. Minimele si maximele concentratiei standardelor s-au inregistrat in cazul
acelorasi extracte, respectiv extract etanolic de Juniperus communis Macea-2008 si
extract etanolic de Juniperus communis Austria.

Prezenta flavonoidelor, din extractele alcoolice, a fost studiata sub aspect
cantitativ prin cromatografie de lichide de Tnaltd performanta. In extractele analizate
au fost determinate rutina, quercetina, crisina si flavona. S-a constatat ca:

> rutina se gaseste in majoritatea extractelor analizate (concentratia
maxima gasitd 0,298mg/mL in extractul din frunze aciculare de
Juniperus virginiana Macea-2009);

» quercetina a fost identificatd in toate extractele (concentratia
maxima a fost 0,271mg/mL in extractul din pseudobace de
Juniperus virginiana Macea-2008);

> crisina si flavona au fost prezente doar in doua din extractele
analizate: in extractul din frunze aciculare de Juniperus virginiana
Macea-2009 (0,0002mg/mL) si in extractul din pseudobace de
Juniperus communis Albac-2010 (0,028mg/mL), respectiv flavona
in extractul din pseudobace de Juniperus communis Lipova
(0,009mg/mL) si extractul din frunze aciculare de Juniperus
communis Suedia (0,013mg/mL).

Pentru analiza activitatii antioxidante a extractelor alcoolice si in acetat de
etil s-a utilizat metoda spectrofotometrica, cu DPPH. Capacitatea de captare a
radicalilor liberi (scavenging) s-a exprimat in functie de viteza medie de reactie:

> cea mai mare viteza de reactie s-a inregistrat in primele 8 minute de
analiza, in cazul extractului in acetat de etil din frunze aciculare de
Juniperus communis provenite din Austria — 1,22uM/s.

Eliberarea controlata din nanocapsule, in etanol de diferite concentratii, s-a
urmarit spectrofotometric prin variatia absorbantei, la 275nm, timp de 14,5 minute.
Interpretarea eliberarilor controlate s-a realizat functie de monoterpene in cazul
uleiurilor volatile si fata de flavonoidul rutina pentru extractele etanolice. Rezultatele
au fost urmatoarele:

» in cazul complecsilor ce contin extracte etanolice, valorile vitezei
medii au fost mai mari in primele 8 minute, iar extractul de
Juniperus virginiana (Macea-2009) a prezentat cea mai mare
valoare (40uM/s);

» complecsii ce contin uleiuri volatile au prezentat valori apropiate
pentru cele doua intervale luate in considerare. Cea mai mare valoare
s-a inregistrat in cazul extractului de Juniperus virginiana, Macea-
2008 (23,8 mM/s);

» complecsii ce contin uleiuri volatile au prezentat valori mai mari ale
vitezei medii de reactie, comparativ cu extractele etanolice,
deoarece concentratia acestora in monoterpene este mai mare;

> 1n cazul extractelor etanolice rezultatele vitezei medii de reactie sunt
descrescatoare, in paralel cu scaderea concentratiei alcoolului.

Partea finala a lucrarii cuprinde studiul efectelor asupra inelului de
musculatura neteda traheala de sobolan a expunerii cronice la uleiul de Juniperus.

Pe baza rezultatelor obtinute se pare ca unii componenti ai uleiului de
Juniperus, administrat prin nebulizare:
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> au avut un efect ,iritativ” asupra mucoasei cailor respiratorii la
sobolan si au determinat ,inflamatia neurogend” a cailor traheo-
bronsice;

> au crescut ,bioactivitatea” oxidului nitric de la nivelul cailor
respiratorii de sobolan, atat in conditii normale, cat si in conditiile
unor leziuni preexistente, induse de expunerea cronica la fumul de
tigara;

> exercita efecte pozitive, antioxidante, care faciliteaza raspunsul
bronhodilatator mediat de oxidul nitric (NANCi) la nivelul cailor
respiratorii de sobolan;

» dar concomitent s-au observat si efecte negative, iritative si
proinflamatorii, determinate cel mai probabil de calea de
administrare prin nebulizare.

Expunerea cronica la uleiul de Juniperus, administrat prin nebulizare, a

determinat:

» alterarea mecanismelor fiziologice de reglare neurogena a tonusului
traheo-brongic, cu aparitia ,disbalantei” dintre componenta
simpatica, bronhodilatatoare si componenta parasimpatica,
bronhoconstrictoare;

» pe fondul unor leziuni inflamatorii preexistente ale cailor respiratorii,
induse de expunerea cronica la fumul de tigara, componente ale uleiul
de Juniperus, administrat prin nebulizare, au potentat raspunsul
bronhocontrictor al inelului de musculatura neteda traheala, evaluat in
baia de organ izolat, si nu au influentat infiltratul inflamator, evidentiat
prin studiul morfologic, de la nivelul acestuia.

Activitatea antimicrobiana in vitro a scos in evidenta ca extractul etanolic din

frunze aciculare de Juniperus communis a avut efecte semnificative asupra
Staphylococcus aureus.

Rezultatele cercetarilor experimentale care au stat la baza elaborarii acestei

teze de doctorat au fost valorificate dupa cum urmeaza:
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Figura A. 1. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in toluen din
frunze aciculare de Juniperus communis (Suedia)
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Figura A. 2. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
frunze aciculare de Juniperus communis (Siria)
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Figura A. 3. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
frunze aciculare de Juniperus communis (Siria)
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Figura A. 4. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
frunze aciculare de Juniperus virginiana (Siria)
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Figura A. 5. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
frunze aciculare de Juniperus virginiana (Macea)
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Figura A. 6. - Spectrul de masé din baza de date NIST pentru hedicariol
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Figura A.7. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in acetat de etil
din pseudobace de Juniperus communis (Albac)
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Figura A.8. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in acetat de etil
din pseudobace de Juniperus virginiana (Macea)
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Figura A.9.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in acetat de etil din

microblaste de Juniperus communis (Austria)
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Figura A.10. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in toluen din
microblaste de Juniperus communis (Suedia)
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Figura A.11. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in acetat de etil
din microblaste de Juniperus communis (Lipova)
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Figura A.12. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
microblaste de Juniperus communis (Austria)
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Figura A.13. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
frunze aciculare de Juniperus communis (Lipova)
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Figura A.14.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
frunze aciculare de Juniperus communis (Lipova)
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Figura A.15.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in acetat de etil
din frunze aciculare de Juniperus communis (Lipova)
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Figura A.16.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din

frunze aciculare de Juniperus virginiana (Siria)
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Figura A.17.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
frunze aciculare de Juniperus virginiana (Macea)
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Figura A.18.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in toluen din
pseudobace de Juniperus virginiana (Macea, 2008)
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Figura A.19.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
pseudobace mature de Juniperus communis (Albac, 23.05.2009)
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Figura A.20.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
pseudobace mature de Juniperus communis (Albac, 18.10.2008)
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Figura A.21.- Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
pseudobace mature de Juniperus communis (Albac, 18.10.2008)
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Figura A.22. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in cloroform din
microblaste de Juniperus communis (Albac, 18.10.2008)
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Figura A.23. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
microblaste de Juniperus communis (Lipova)
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Figura A.24. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
microblaste de Juniperus virginiana (Macea)
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Figura A.25. - Gaz cromatograma din analiza GC-MS a extractului in hexan din
microblaste de Juniperus communis (Albac, 18.10.2008)
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Figura A.26. - Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 0) in
cloroform
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Figura A.27. - Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 15) in
cloroform
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Figura A.28.- Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 30) in

cloroform
Aoudace
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Figura A.29. - Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 45) in
cloroform
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Figura A.30.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 60) in
cloroform
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Figura A.31.- Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 75) in
cloroform
Aoudance
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Figura A.32.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 90) in
cloroform
Aoudace
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Figura A.33.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 105) in
cloroform
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Figura A.34.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 120) in
cloroform
Aoudace
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Figura A.35.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 0)

in etanol 96%
Aoudace
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Figura A.36.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 15)
in etanol 96%
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Figura A.37.- Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 30)
in etanol 96%
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Figura A.38.- Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 45)

in etanol 96%
Aoudace
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Figura A.39.- Extract din cetinad de Juniperus communis Lipova (la minutul 60)
in etanol 96%
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Figura A.40.- Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 75)

in etanol 96%
Aoucdcace
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Figura A.41.- Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 90)

in etanol 96%
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Figura A.42. - Extract din cetina de Juniperus communis Lipova (la minutul 105)
in etanol 96%
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Figura A.43. - Extract din cetind de Juniperus communis Lipova (la minutul 120)
in etanol 96%

mnC aaovD Ddatans

mJLM‘ I . o AL LW

T T T T T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 00 1600 1800 Z0OO00 2200 2400 ZBC00 2800 3000 3200

Tine—=

Figura A.44. - Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 0) in
cloroform
Aoudace
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Figura A.45.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 15) in
cloroform
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Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 30) in
cloroform
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Figura A.47. - Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 45) in
cloroform
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Figura A.48.- Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 60) in

cloroform
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Figura A.51.-
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Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 75) in
cloroform
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Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 90) in
cloroform
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Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 105) in
cloroform
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Figura A.52.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 120) in
cloroform
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Figura A.53.- Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 0)

in etanol 96%
Aoudace
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Figura A.54.-Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 15)
in etanol 96%
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Figura A.55.- Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 30)

in etanol 96%
Aoudcace
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Figura A.56.- Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 45)

in etanol 96%
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Figura A.57.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 60)
in etanol 96%
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Figura A.58.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 75)
in etanol 96%
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Figura A.59.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 90)
in etanol 96%
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Figura A.60.- Extract din cetina de Juniperus communis Macea (la minutul 105)
in etanol 96%
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Figura A.61.- Extract din cetind de Juniperus communis Macea (la minutul 120)
in etanol 96%

Aourcerce

TIC MDD deAanTs

150000

100000

Lo oo,

T
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2800 2800 3000 3200

Tine—=

Figura A.62.- Extract din cetinad de Juniperus virginiana Macea (la minutul 0) in

cloroform
Aoudace
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Figura A.63.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 15) in
cloroform
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Extract din cetinad de Juniperus virginiana Macea (la minutul 30) in

cloroform
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Figura A.66. - Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 60) in

cloroform
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Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 75) in
cloroform
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Figura A.68.-

Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 90) in
cloroform

mnC amMvoas D

ol

cetans

e

T T T T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 400 1600 1800 ZDOD 2200 24.00 ZFBOO ZBCO 3000 200

Figura A.69.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 105) in
cloroform
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Figura A.70.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 120) in
cloroform
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Figura A.71.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 0)

in etanol 96%
Aoudace
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Figura A.72.- Extract din cetina de Juniperus virginiana Macea (la minutul 15)
in etanol 96%
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Figura A.73.- Extract din cetina de Juniperus virginiana Macea (la minutul 30)

in etanol 96%
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Figura A.74.- Extract din cetina de Juniperus virginiana Macea (la minutul 45)
in etanol 96%
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Figura A.75.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 60)
in etanol 96%
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Figura A.76.- Extract din cetina de Juniperus virginiana Macea (la minutul 75)
in etanol 96%
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Figura A.77.- Extract din cetina de Juniperus virginiana Macea (la minutul 90)
in etanol 96%
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Figura A.78.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 105)
in etanol 96%
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Figura A.79.- Extract din cetind de Juniperus virginiana Macea (la minutul 120)
in etanol 96%
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Figura A.80.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 0)

in cloroform
Aoudace
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Figura A.81.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 15)
in cloroform
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Figura A.82.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 30)
in cloroform
Aoudace
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Figura A.83. - Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea

(la minutul 45) in cloroform
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Figura A.84.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 60)
in cloroform
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Figura A.85.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 75)
in cloroform

TIC RMVCID D catans

T T
600 800 1000 1200 .00 1600 1800 200D 2200 24.00 ZBOO 2800 3000 200
Tine—=

Figura A.86.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 90)

in cloroform
Aoudace
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Figura A.87.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea
(la minutul 105) in cloroform
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Figura A.88.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul
120) in cloroform

TIC RMVED D cEtans

= || -

T T T T T T T T T T T T T T
600 800 1000 1200 .00 1600 1800 Z0OCO 2200 2400 ZB00 2800 3000 3200

e

Figura A.89.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 0)
in etanol 96%
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Figura' A.90.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 60)
in etanol 96%

BUPT



Anexe 218

TIC RMVEISDdeans

i Umk i

L T o B B e B L B e s B LU A e o e e s
600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400 2600 2800 3VDOO RO

Tine—
Figura A.91.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 75)

in etanol 96%
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Figura A.92.- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul 90)

in etanol 96%
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Figura A.93- Extract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul
105) in etanol 96%
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Figura A.94.—ME)><tract din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (la minutul
120) in etanol 96%

Cromatograme UV-VIS pentru extractele etanolice si hidrodistilatele de
Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana
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Figura A.95.- Spectre UV-VIS ale extractului de pseudobace de Juniperus
communis Albac
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Figura A.96.- Spectre UV-VIS ale extractului de pseudobace de Juniperus
communis Austria
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Figura A.97.- Spectre UV-VIS ale extractului de pseudobace de Juniperus

virginiana Macea (2008)
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Figura A.98.- Spectre UV-VIS ale extractu

ED) ) 00

lui de pseudobace de Juniperus

virginiana Macea (2009)
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Figura A.99.- Spectre UV-VIS ale hidrodistilatului din pseudobace de
Juniperus communis Albac
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Figura A.100.- Spectre UV-VIS ale hidrodistilatului din pseudobace de
Juniperus virginiana Macea(2008)
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Figura A.101.- Spectre UV-VIS ale hidrodistilatului din pseudobace de
Juniperus virginiana Macea(2009)
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Figura A.102.- Ulei din pseudobace de Juniperus communis Austria
Aoudace
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Figura A.103.- Ulei pseudobace de Juniperus communis Potionci (culese in 2010)
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Figura A.104.- Ulei din pseudobace de Juniperus virginiana Macea (culese in 2009)
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Tabel 1A. ANALIZA GraphPad CURBA DOZA - EFECT LA ACETILCOLINA

Comparison of Fits

Null hypothesis One curve for all data sets

Alternative hypothesis Different curve for each data set

P value < 0.0001

Conclusion (alpha = 0.05) Reject null hypothesis

Preferred model Different curve for each data set

F (DFn, DFd) 40.30 (12,264)

Different curve for each data set

Best-fit values Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Bottom -0,1687 -0,2375 -0,1251 -0,9774
Top 2,887 3,595 3,008 5,431
LogEC50 -5,526 -5,512 -5,568 -5,765
HillSlope 0,7464 0,7381 0,7675 0,5701
EC50 0,000002977 3,07E-06 2,7E-06 1,72E-06
Span 3,056 3,832 3,133 6,408
Std. Error

Bottom 0,3042 0,2633 0,2719 0,726
Top 0,2894 0,2572 0,2387 0,4455
LogEC50 0,1439 0,1002 0,1221 0,1437
HillSlope 0,2334 0,1604 0,2043 0,1408
Span 0,5385 0,4731 0,4612 1,108

959% Confidence Intervals

-0.7765 to -0.7636 to
Bottom 0.4391 0.2886 -0.6684 to 0.4183 -2.428 to 0.4733
Top 2.309 to 3.465 3.081 to 4.109 2.531 to 3.485 4.541 to 6.321
LogEC50 | -5.814 to -5.239 | -5.713to -5.312 | -5.812 to -5.325 -6.052 to -5.478

0.2888 to

HillSlope | 0.2800 to 1.213 0.4176 to 1.059 0.3594 to 1.176 0.8515

1.536e-006 to 1.938e-006 to 1.540e-006 to 8.870e-007 to
EC50 5.771e-006 4.875e-006 4.736e-006 3.328e-006
Span 1.980 to0 4.132 2.887 to 4.777 2.212 to 4.055 4.194 to 8.622

Goodness of Fit

Degrees of

Freedom 66 66 66 66
R2 0,8429 0,9189 0,8761 0,9387
Absolute Sum of

Squares 12,06 8,876 9,886 13,06
Sy.X 0,4274 0,3667 0,387 0,4448
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Tabel 2A. ANALIZA GraphPad CURBA DOZA - EFECT LA EPINEFRINA

Comparison of Fits

Null hypothesi One curve for all data sets

Alternative hypothesis Different curve for each data set

P value < 0.0001

Conclusion (alpha = 0.05) Reject null hypothesis

Preferred model Different curve for each data set

F (DFn, DFd) 24.12 (12,184)

Different curve for each data set

Best-fit values Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Bottom -0,3681 -2,833 1,643 1,152
Top 30,78 25,85 13,64 16
LogEC50 -6,26 -6,324 -6,123 -6,156
HillSlope 1,44 1,023 2,078 1,966
EC50 5,49E-07 4,74E-07 7,54E-07 6,99E-07
Span 31,14 28,68 11,99 14,85
Std. Error

Bottom 2,497 5,5 1,143 2,276
Top 1,291 2,189 0,8273 1,558
LogIC50 0,07069 0,1688 0,09022 0,1463
HillSlope 0,3155 0,3919 0,8362 1,137
Span 3,282 7,18 1,578 3,074

95% Confidence Intervals

-5.399 to
Bottom 4.663 -13.91 to 8.247 -0.6601 to 3.946 | -3.433 to 5.737
Top 28.17 to 33.38 | 21.44 to 30.26 11.97 to 15.30 12.86 to 19.14
-6.403 to -
LogEC50 6.118 -6.665 to -5.984 -6.304 to -5.941 | -6.450 to -5.861
0.8048 to
HillSlope 2.076 0.2335to0 1.813 0.3928 to 3.762 -0.3248 to 4.258
3.956e-007 to | 2.165e-007 to 4.961e-007 to 3.546e-007 to
EC50 7.622e-007 1.036e-006 1.146e-006 1.377e-006
Span 24.53 to 37.76 | 14.22 to 43.15 8.814 to 15.17 8.656 to 21.04

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 46 46 46 46
R2 0,9133 0,8626 0,755 0,5669
Absolute Sum of Squares 570,8 570,1 383,7 1336
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Tabel 3A. ANALIZA GraphPad CURBA DOZA - EFECT LA NITROPRUSIAT DE SODIU

Comparison of Fits

Null hypothesis One curve for all data sets

Alternative hypothesis Different curve for each data set

P value < 0.0001

Conclusion (alpha = 0.05) | Reject null hypothesis

Preferred model Different curve for each data set

F (DFn, DFd) 17.56 (12,184)

Different curve for each data set

Best-fit values Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Bottom 0,1493 -0,4838 1,067 -2,782
Top 26,09 29,72 21,63 27,9
LogIC50 -6,034 -6,424 -5,904 -6,311
HillSlope 1,358 1,732 1,845 1,193
IC50 9,25E-07 3,77E-07 1,25E-06 4,89E-07
Span 25,94 30,2 20,56 30,68
Std. Error
Bottom 1,409 3,971 0,5559 4,48
Top 1,284 1,527 0,722 1,894
LogIC50 0,056 0,09679 0,03367 0,1254
HillSlope 0,2685 0,6083 0,2668 0,3902
Span 2,345 4,78 1,051 5,8
95% Confidence Intervals
-0.05343 to -11.81 to
Bottom -2.689 to 2.987 -8.484 to 7.517 2.186 6.244
Top 23.50 to 28.68 26.64 to 32.79 20.18 to 23.09 24.09 to 31.72
-6.563 to -
LogIC50 -6.147 to -5.921 -6.619 to -6.229 -5.972 to -5.836 6.058
0.4064 to

HillSlope 0.8170 to 1.899 0.5068 to 2.958 1.308 to 2.383 1.979

7.134e-007 to 2.404e-007 to 1.068e-006 to 2.733e-007 to
IC50 1.199e-006 5.900e-007 1.459e-006 8.750e-007
Span 21.21 to 30.66 20.57 to 39.83 18.45 to 22.68 19.00 to 42.37

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 46 46 46 46
R2 0,9365 0,8096 0,961 0,8655
Absolute Sum of

Squares 288,3 1341 133,1 748,3
Sy.x 2,504 5,4 1,701 4,033
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Tabel 4A. ANALIZA GraphPad CURBA DOZA - EFECT LA PIRENZEPINA
Comparison of Fits
Null hypothesis One curve for all data sets
Alternative hypothesis Different curve for each data set
P value < 0.0001
Conclusion (alpha = 0.05) Reject null hypothesis
Preferred model Different curve for each data set
F (DFn, DFd) 6.323 (12,184)
Different curve for each data set
Best-fit values Lot 1 Lot 2 Lot 3 Lot 4
Bottom 0,7747 -0,4027 0,3406 -5,5
Top 95,68 95,36 96,2 103,9
LogIC50 -6,175 -6,152 -6,101 -5,999
HillSlope 3,006 2,242 2,349 1,226
IC50 6,68E-07 7,04E-07 7,93E-07 1E-06
Span 94,91 95,77 95,86 109,4
Std. Error
Bottom 2,199 2,315 2,819 5,391
Top 1,521 1,602 2,103 5,405
LogIC50 0,02402 0,02313 0,02713 0,05245
HillSlope 0,3222 0,2216 0,3465 0,2158
Span 2,768 3,065 3,909 9,583
95% Confidence Intervals
Bottom oosto -5.068 104.262 | ;3381 -16.36 to 5.362
Top 92.62 to 98.75 | 92.14 to 98.59 91.96 to 100.4 | 92.99 to 114.8
LogIC50 '66_5'122273 to - -6.199 to -6.106 '6%2565 to - -6.105 to -5.893
HillSlope 2.357 to 3.655 | 1.795 to 2.688 1.651 to 3.048 | 0.7917 to 1.661
I1C50 5.978e-007 to | 6.326e-007 to 6.994e-007 to | 7.857e-007 to
7.471e-007 7.840e-007 8.995e-007 1.278e-006
Span 89.33 to 100.5 | 89.59 to 101.9 87.98 to 103.7 | 90.07 to 128.7

Goodness of Fit

Degrees of Freedom 46 46 46 46
R2 0,9779 0,9788 0,9665 0,9539
Absolute Sum of Squares 1926 1680 2769 3346
Sy.x 6,471 6,043 7,759 8,529
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