REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT
În cadrul primei parţi a tezei s-a realizat o prezentare a datelor din literatură privind stadiul actual al cunoaşterii în domeniul speciilor de Juniperus din familia Cupressaceae şi a posibilelor aplicaţii în industria farmaceutică, cosmetică, alimentară, sau ca antioxidanţi naturali. Un subcapitol al lucrării priveşte compuşii naturali cu schelet izoprenic, în particular compuşii terpenici prezenţi în compoziţia extractelor obţinute din Juniperus. 

În prima etapă parte a cercetărilor experimentale proprii s-a urmărit folosirea unor metode de extracţie şi a unor solvenţi, pentru îmbunătăţirea randamentului de extracţie şi anume:  extracţia prin refluxare folosind şase solvenţi organici, extracţie prin ultrasonare în patru solvenţi organici şi extracţia prin antrenare de vapori de apă. 

În majoritatea datelor de literatură găsite, pentru obţinerea uleiului esenţial de Juniperus, ca metodă de extracţie s-a folosit hidrodistilarea.

Pentru testarea activităţii antimicrobiene şi obţinerea unei cantităţi mai mari de extract am realizat o instalaţie micropilot pentru extracţie. Această instalaţie de concepţie proprie este formată dintr-un minireactor de laborator prevăzut cu un generator de ultrasunete şi un sistem de agitare şi control al temperaturii cu ajutorul unei instalaţii automatizate de reglare a acesteia.

Pentru determinarea cantitativă a compuşilor terpenici din extracte cloroformice de Juniperus s-a apelat la gaz cromatografie cu ionizare în flacără după trasarea curbelor de etalonare pentru standardele de α-pinen şi limonen.  

Protejarea şi eliberarea controlată a biocompuşilor din extractele şi uleiurile volatile de Juniperus communis L. şi Juniperus virginiana L. (pseudobace) de diverse provenienţe s-a realizat prin micro/nanoîncapsularea în β‑ciclodextrină. Imediat după obţinerea nanocapsulelor s-au determinat randamentele de recuperare a nanocristalelor ca raport dintre masa de nanoparticule obţinută şi suma maselor de biocompuşi (calculată) şi β-ciclodextrină utilizate la nanoîncapsulare.

Pentru caracterizarea nanocapsulelor s-a realizat identificarea unor compuşi terpenici prin spectroscopie UV-VIS folosind standarde de β-pinen, p-cimen, 1-terpinen-4-ol şi limonen. 

Cantitatea foarte mare de date de gaz cromatografie obţinută în urma analizei gaz cromatografice cuplată cu spectrometrie de masă (GC-MS) a extractelor a fost evaluată cu  un instrument statistic (analiza componentelor principale - PCA – Principal Component Analysis) aplicabil în cazul matricilor (bidimensionale sau chiar multidimensionale) de date cu un număr mare de variabile. 

Analiza statistică multivariată a datelor GC a fost realizată utilizând analiza PCA  pentru concentraţiile relative ale principalilor biocompuşi identificaţi în extractele de Juniperus. Această procedură s-a utilizat pentru identificarea importanţei unor compuşi bioactivi la gruparea probelor (funcţie de specie, partea anatomică a plantei şi sursa de provenienţă, dar şi după metoda de extracţie sau solventul utilizat pentru extracţie).

Pentru studiul efectelor asupra inelului de musculatură netedă traheală de şobolan a expunerii cronice la uleiul de Juniperus s-a utilizat baia de organ izolat şi s-a realizat şi examenul histopatologic al traheei şi plămânului animalului de experienţă analizat. 

În cea de-a doua etapă a cercetărilor experimentale proprii s-a urmărit caracterizarea chimică a extractelor obţinute utilizând cromatografia de gaze cuplată cu spectrometria de masă, cromatografia de lichide de înaltă performanţă şi spectrofotometria de ultraviolet-vizibil.

Pentru cromatografia de gaz cuplată cu spectrometria de masă s-a făcut extracţia în acetat de etil, alcool etilic, cloroform, hexan, tetrahidrofuran, toluen. Au fost identificaţi, în unele extracte peste 100 de compuşi volatili, dintre care 29 sunt preponderenţi:

· în extractul obţinut prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus communis: α-pinen, limonen, β-cubeben, β-felandren, β-pinen, cariofilen, copaen, α-humulen, τ-cadinen, β-cadinen, τ-elemen, τ-cadinol, carveol, p-cimen;
·  în extractul obţinut prin refluxare din frunze aciculare de Juniperus virginiana: hedicariol, germacren D, α-pinen, cariofilen, limonen, cis-β-terpineol, β-cadinen, β-pinen, τ-cadinen, β-elemen, τ-elemen, τ-terpinen, terpinolen, α-humulen, β-felandren, 3-caren, β-cubeben, linalool, cedren, camfen, copaen, ocimen, cis-verbenol, D-verbenona, bisabolen epoxid, p-cimen;
· în extractul obţinut prin refluxare din pseudobace de Juniperus communis: α-pinen, β-felandren, β-pinen, β-cubeben, limonen, germacren D, τ-elemen, β-elemen, cariofilen, α-humulen, β-cadinen, terpinolen, cis-β-terpineol, 3-caren, spatulenol, linalool, τ-terpinen, τ-cadinen, copaen, camfen, carveol, τ-cadinol, cis-verbenol, D-verbenona, bisabolen epoxid, p-cimen;
· în extractul obţinut prin refluxare din pseudobace de Juniperus virginiana: β-felandren, germacren D, β-pinen, α-pinen, cariofilen, β-cubeben, τ-terpinen, cis-β-terpineol, terpinolen, β-elemen, τ-cadinen, β-cadinen, α-humulen, τ-elemen, carveol, linalool, camfen, limonen,  bisabolen epoxid, p-cimen;
· în extractul obţinut prin refluxare din microblaste de Juniperus communis: α-pinen, β-pinen, copaen, limonen, β-cubeben, terpinolen, τ-cadinol, cariofilen, bisabolen epoxid, 3-caren, τ-cadinen, β-felandren, carveol, cis-verbenol, α-humulen, camfen, D-verbenona, β-elemen, β-cadinen, τ-elemen, ocimen, p-cimen; 

· în extractul obţinut prin refluxare din microblaste de Juniperus virginiana: α-pinen, 3-caren, germacren D, β-elemen, β-felandren, τ-elemen, β-cubeben, β-cadinen, cariofilen, carveol, α-humulen, τ-cadinen, limonen, spatulenol, bisabolen epoxid, copaen, β-pinen, τ-cadinol, ocimen, cis-verbenol, cis-β-terpineol, D-verbenona, camfen, terpinolen, p-cimen;
· în extractul obţinut prin ultrasonare din frunze aciculare de Juniperus communis: α-pinen, germacren D, β-felandren, β-elemen, β-cubeben, 3-caren, τ-elemen, β-pinen, β-cadinen, limonen, α-humulen, cariofilen, bisabolen epoxid, terpinolen, τ-cadinen, spatulenol, copaen, cis-verbenol, cis-β-terpineol, camfen, τ-terpinen, D-verbenona, carveol, ocimen, τ-cadinol, p-cimen;
· în extractul obţinut prin ultrasonare din frunze aciculare de Juniperus virginiana: α-pinen, cariofilen, β-cubeben, β-felandren, α-humulen, β-cadinen, bisabolen epoxid, 3-caren, limonen, τ-cadinen, β-pinen, copaen, τ-elemen, cis-verbenol, D-verbenona, ocimen, germacren D, β-elemen, terpinolen, cis-β-terpineol, carveol;
· în extractul obţinut prin ultrasonare din pseudobace de Juniperus communis: α-pinen, β-felandren, β-pinen, β-cubeben, τ-elemen, cariofilen, α-humulen, β-elemen, limonen, germacren D, terpinolen, β-cadinen, cis-β-terpineol, spatulenol, 3-caren, copaen, τ-terpinen, τ-cadinen, camfen, linalool, bisabolen epoxid, cis-verbenol, carveol, cedren, τ-cadinol, D-verbenona, ocimen;
· în extractul obţinut prin ultrasonare din pseudobace de Juniperus virginiana: β-felandren, germacren D, β-cubeben, cariofilen, β-pinen, α-pinen, limonen, cis-β-terpineol, τ-elemen, terpinolen, β-elemen, α-humulen, spatulenol, linalool, τ-cadinol, τ-terpinen, 3-caren, carveol, camfen, p-cimen; 

· în extractul obţinut prin ultrasonare din microblaste de Juniperus communis: α-pinen, β-felandren, germacren D, limonen, β-cubeben, β-pinen, β-elemen, τ-elemen, cis-β-terpineol, β-cadinen, cariofilen, cis-verbenol, spatulenol, 3-caren, α-humulen, τ-cadinen, τ-cadinol, terpinolen, τ-terpinen, D-verbenona, cedren, camfen, copaen, carveol, bisabolen epoxid, ocimen, p-cimen;
·  în extractul obţinut prin ultrasonare din microblaste de Juniperus virginiana: α-pinen, β-felandren, cariofilen, germacren D, 3-caren, β-pinen, linalool, limonen, cis-β-terpineol, α-humulen, terpinolen, camfen, β-elemen, β-cadinen, τ-terpinen, cis-verbenol, cedren, ocimen;
· în extractul obţinut prin hidrodistilare din pseudobace de Juniperus communis: α-pinen, β-cubeben, β-felandren, τ-elemen, β-pinen, β-elemen, β-cadinen, limonen, α-humulen, cariofilen, terpinolen, spatulenol, τ-cadinen, τ-cadinol, copaen, camfen, cedren, linalool,  cis-β-terpineol, germacren D;
· în extractul obţinut prin hidrodistilare din pseudobace de Juniperus virginiana: β-felandren, α-pinen, β-pinen, limonen, spatulenol, β-elemen, α-humulen, β-cubeben, τ-elemen, β-cadinen, τ-cadinol, carveol, τ-cadinen, cariofilen, copaen, 3-caren. 

Din rezultatele obţinute la extracţia prin refluxare şi ultrasonare din speciile de Juniperus analizate, cu privire la solvent şi partea anatomică analizată, s-au constatat următoarele: 

· cel mai bun solvent pentru extracţia asistată de ultrasunete a fost hexanul, iar pentru refluxare a fost acetatul de etil; 

· pseudobacele conţin un procent mai mare de compuşi volatili în comparaţie cu frunzele aciculare şi microblastele.

În urma analizei statistice multivariate a componentelor principale pentru extractele în hexan şi acetat de etil obţinute prin refluxare s-a ajuns la concluzia că metoda de extracţie şi hidrofobicitatea solventului utilizat pentru aceste extracţii nu a prezentat o influenţă semnificativă în ceea ce priveşte compoziţia compuşilor volatili.

Analiza prin cromatografie în strat subţire a probelor de uleiuri esenţiale de Juniperus, a scos la iveală importanţa monoterpenelor, sesquiterpenelor şi alcoolilor corespunzătoare, ceea ce a făcut dificilă evaluarea  prezenţei cineolului şi guaiazulenei  în uleiurile esenţiale de Juniperus.

Dozarea terpenelor, din extractele etanolice şi hidrodistilate, s-a realizat prin spectroscopie UV-VIS folosind standardele de  p-cimen şi limonen. 

Spectrele UV-VIS au evidenţiat existenţa unor benzi în domenii comune cu cele ale standardelor folosite: domeniul 220-260nm. 

Conţinutul total de terpene exprimat ca şi concentraţie echivalentă de: a) p-cimen a fost între 0,014g/mL şi 0,036g/mL; b) limonen a variat între 0,019g/mL şi 0,062g/mL. Minimele şi maximele concentraţiei standardelor s-au înregistrat în cazul aceloraşi extracte, respectiv extract etanolic de Juniperus communis Macea-2008 şi extract etanolic de Juniperus communis Austria. 

Prezenţa flavonoidelor, din extractele alcoolice, a fost studiată sub aspect cantitativ prin cromatografie de lichide de înaltă performanţă. În extractele analizate au fost determinate rutina, quercetina, crisina şi flavona.  S-a constatat că:

· rutina se găseşte în majoritatea extractelor analizate (concentraţia maximă găsită 0,298mg/mL în extractul din frunze aciculare de Juniperus virginiana Macea-2009); 

· quercetina a fost identificată în toate extractele (concentraţia maximă a fost 0,271mg/mL în extractul din pseudobace de Juniperus virginiana Macea-2008);

· crisina şi flavona au fost prezente doar în două din extractele analizate: în extractul din frunze aciculare de Juniperus virginiana Macea-2009 (0,0002mg/mL) şi în extractul din pseudobace de Juniperus communis Albac-2010 (0,028mg/mL), respectiv flavona în extractul din pseudobace de Juniperus communis Lipova (0,009mg/mL) şi extractul din frunze aciculare de Juniperus communis Suedia (0,013mg/mL).

Pentru analiza activităţii antioxidante a extractelor alcoolice şi în acetat de etil s-a utilizat metoda spectrofotometrică, cu DPPH. Capacitatea de captare a radicalilor liberi (scavenging) s-a exprimat în funcţie de viteza medie de reacţie:

· cea mai mare viteză de reacţie s-a înregistrat în primele 8 minute de analiză, în cazul extractului în acetat de etil din frunze aciculare de Juniperus communis provenite din Austria – 1,22μM/s.  

Eliberarea controlată din nanocapsule, în etanol de diferite concentraţii, s-a urmărit spectrofotometric prin variaţia absorbanţei, la 275nm, timp de 14,5 minute. Interpretarea eliberărilor controlate s-a realizat funcţie de monoterpene în cazul uleiurilor volatile şi faţă de flavonoidul rutină pentru extractele etanolice. Rezultatele au fost următoarele: 

· în cazul complecşilor ce conţin extracte etanolice, valorile vitezei medii au fost mai mari în primele 8 minute, iar extractul de Juniperus virginiana (Macea-2009) a prezentat cea mai mare valoare (40μM/s); 

· complecşii ce conţin uleiuri volatile au prezentat valori apropiate pentru cele două intervale luate în considerare. Cea mai mare valoare s-a înregistrat în cazul extractului de Juniperus virginiana, Macea-2008 (23,8 mM/s);
· complecşii ce conţin uleiuri volatile au prezentat valori mai mari ale vitezei medii de reacţie, comparativ cu extractele etanolice, deoarece concentraţia acestora în monoterpene este mai mare;
· în cazul extractelor etanolice rezultatele vitezei medii de reacţie sunt descrescătoare, în paralel cu scăderea concentraţiei alcoolului. 
Eliberarea controlată din unguente ce conţin extracte etanolice şi uleiuri volatile de Juniperus communis respectiv Juniperus virginiana, în etanol de diferite concentraţii şi ser fiziologic s-a urmărit spectrofotometric variaţia absorbanţei, la 280nm din care se pot evidenţia următoarele concluzii:

· cele mai bune eliberări au fost obţinute în etanol 20% din unguente ce conţin atât extracte etanolice cât şi uleiuri volatile obţinute din pseudobacele celor două specii de Juniperus
· în ser fiziologic s-a eliberat cel mai bine uleiul volatil de Juniperus communis (Albac) şi Juniperus virginiana (Macea, 2009). 

Partea finală a lucrării cuprinde studiul efectelor asupra inelului de musculatură netedă traheală de şobolan a expunerii cronice la uleiul de Juniperus. 

Pe baza rezultatelor obţinute se pare că unii componenţi ai uleiului de Juniperus, administrat prin nebulizare: 

· au avut un efect „iritativ” asupra mucoasei căilor respiratorii la şobolan şi au determinat „inflamaţia neurogenă” a căilor traheo-bronşice; 

· au crescut „bioactivitatea” oxidului nitric de la nivelul căilor respiratorii de şobolan, atât în condiţii normale, cât şi în condiţiile unor leziuni preexistente, induse de expunerea cronică la fumul de ţigară; 

· exercită efecte pozitive, antioxidante, care facilitează răspunsul bronhodilatator mediat de oxidul nitric (NANCi) la nivelul căilor respiratorii de şobolan; 

· dar concomitent s-au observat şi efecte negative, iritative şi proinflamatorii, determinate cel mai probabil de calea de administrare prin nebulizare.  

Expunerea cronică la uleiul de Juniperus, administrat prin nebulizare, a determinat:

· alterarea mecanismelor fiziologice de reglare neurogenă a tonusului traheo-bronşic, cu apariţia „disbalanţei” dintre componenta simpatică, bronhodilatatoare şi componenta parasimpatică, bronhoconstrictoare; 

· pe fondul unor leziuni inflamatorii preexistente ale căilor respiratorii, induse de expunerea cronică la fumul de ţigară, componente ale uleiul de Juniperus, administrat prin nebulizare, au potenţat răspunsul bronhocontrictor al inelului de musculatură netedă traheală, evaluat în baia de organ izolat, şi nu au influenţat infiltratul inflamator, evidenţiat prin studiul morfologic, de la nivelul acestuia.

Activitatea antimicrobiană in vitro a evidenţiat faptul că extractul etanolic din frunze aciculare de Juniperus communis a avut efecte semnificative asupra Staphylococcus aureus. 

