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INTRODUCERE

Motivatia cercetarii

Existd un interes deosebit pentru utilizarea in terapeutica a unor plante medicinale care
contin principii activi eficienti impotriva cancerului si a virusului imunodeficientei umane, (HIV).
Desi in ultimii ani s-au facut progrese importante in cunoasterea si combaterea acestor boli, au
ramas destule aspecte neelucidate care fac obiectul cercetarilor de specialitate. Costurile ridicate si
disponibilitatea scazuta a terapiilor actuale pentru majoritatea populatiei din tarile sarace, au
determinat efectuarea unor cercetari intense bazate pe valorificarea potentialului terapeutic natural
al plantelor medicinale si pe utilizarea tehnologiilor moderne de prelucrare a materialelor vegetale si
a compusilor cu proprietati biologic active.

De-a lungul cercetarilor efectuate la nivel mondial in domeniul agentilor antitumorali si
antivirali, au fost studiate si modificari structurale sau derivatizari ale compusilor din categoria
terpenelor, din care fac parte si acizii betulinic si ursolic, demonstrandu-se ca printr-o modificare a
structurii ,,parinte” se pot genera un numdr important de potentiali derivati care imbunatatesc
semnificativ profilul toxicitatii selective. Din acest punct de vedere, triterpenele constituie o clasa
promitatoare de agenti antitumorali si anti-HIV, modul lor de actiune fiind asociat catorva pasi
din ciclul de viata al celulei, inclusiv fuziunea, transcriptaza inversa si maturarea acestora.

Desi in ultimii ani numerosi derivati sintetici ai celor doi acizi au fost produsi in Tncercarea
de a mari activitatea acestora, lucrarea abordeaza posibilitatea obtinerii unor derivati dipeptidici noi,
capabili sa protejeze membrana celulard si sd inhibe dezvoltarea si maturarea formatiunilor tumorale,
blocand formarea conexiunilor intercelulare si devenind astfel inhibitori ai fuziunii.

Scopul si obiectivele lucrarii
obtinerii unor structuri de semisinteza, derivate din compusi naturali cu proprietati bioactive si care
ulterior sa poatda fi utilizate eventual ca precursori ai unor preparate cu proprietati antitumorale si
antivirale. Predecesorii derivatilor sunt doi acizi organici, acidul betulinic si acidul ursolic, ambii cu
proprietati bioactive care fac parte din clasa triterpenelor pentaciclice, fiind inruditi atat prin

structura lor chimica, cat si prin efectele lor terapeutice.



Punctele de referinta si obiectivele urmarite in cadrul acestui studiu sunt:
extractia acidului betulinic, respectiv a acidului ursolic dintr-un numar de trei specii de plante
prezente in flora noastrd spontanad si utilizate empiric: Betula pendula, Roth, (Betulaceae),
(Mesteacanul alb), Calluna vulgaris (L) Hull, (Ericaceae), (larba neagra) si Bruckenthalia
spiculifolia, Salisb., (Ericaceae), (Coacdzul de munte);
utilizarea tehnicilor de uscare naturala si artificiald prin convectie si in cAmp de microunde
pentru materialele vegetale proaspete si efectuarea unui studiu comparativ in vederea alegerii
procedeului de uscare optim;
prezentarea generald a procesului de extractie solid-lichid si a principalilor factori care il
influenteaza;
studiul fenomenologic al procesului de extractie solid-lichid utilizat pentru recuperarea acizilor
din materialul vegetal,
propunerea unui model bazat pe analiza dimensionala, pornind de la fenomenologia procesului
de extractie si verificarea acestuia pe cale experimentala;
derivatizarea acizilor betulinic si ursolic in vederea obtinerii unor noi produsi biologic activi,
prin legarea lor pe cale chimica de compusi din clasa dipeptidelor: glicil-leucina, alanil-glicina,
respectiv leucil-glicing, structuri care se gasesc in mod natural in compozitia fluidelor biologice,
acestea indeplinind rol de vector pentru componenta activa, spre zonele sau tesuturile infectate
sau afectate de catre unele formatiuni tumorale;
investigarea procedeului de legare si testarea structurilor legate pe mai multe tipuri de celule
canceroase / tumorale, n scopul evidentierii activitatii biologice a compusilor sintetizati si a

efectelor lor terapeutice.



DATE DIN LITERATURA

3. CONSIDERATII PRIVIND COMPUSII NATURALI BIOLOGIC ACTIVI SI SPECIILE
VEGETALE VIZATE CA MATERIE PRIMA PENTRU IZOLAREA LOR

3.1. Acidul betulinic
Acidul (3B)-3-hidroxi-20(29)-lupen-28-oic sau acidul betulinic, (C3oHss03), (Fig. 3.1.1.a.),
este un compus natural derivat din betulina, (C3oHs00>), (Fig. 3.1.1.b.), o triterpena pentaciclica care

se gaseste din abundenta in coaja scoartei de mesteacan, (Betula pendula, Betula costata, Betula

ermanii), [1].

CH,OH

Fig. 3.1.1. a. Acidul betulinic b. Betulina

3.1.1. Activitatea farmacodinamica a acidului betulinic

O mare varietate de proprietati medicinale si actiuni biologice au fost atribuite acidului
betulinic, inclusiv proprietdti anticanceroase antitumorale, [2], antiinflamatorii, [3],
antimicrobiene, [4], antiischemice, [5] antimalarice, [6], anti-HIV, [7], antimelanom, [8], citotoxice
specifice pentru carcinomul pulmonar, [9], pentru cel al colonului, [9] si pentru tumorile
neuroectodermice, [10]. In plus compusul dezvolta si o actiune antiangiogenica, [11], antileucemica si
antilimfomatica, [12], fiind un bun inhibitor al tumorilor maligne cerebrale, [10] prin activarea directa
a apoptozei la nivel mitocondrial, [13].

Capacitatea acidului betulinic de a induce apoptoza atat in melanoame, cat si indexul sau
terapeutic favorabil unei toxicitafi scazute fatd de celulele normale, ii confera acestuia o mare

atractivitate, fiind un promitator agent antitumoral.



3.1.2. Sinteza compusilor derivati din acidul betulinic

De-a lungul cercetarilor efectuate la nivel mondial in domeniul agentilor antitumorali, au
fost studiate mai multe modificari structurale si derivatizari ale acidului betulinic, [14],
demonstrandu-se ca printr-0 simpla modificare a structurii parinte se pot genera un numar important
de potentiali derivati care imbunatitesc semnificativ profilul toxicitatii selective, [15], sau care pot
induce un efect toxic general asupra celulelor leucemice, [15]. Acidul betulinic prezinta trei pozitii: Cs,
Cx si Cps unde se pot efectua modificari chimice in vederea obtinerii derivatilor cu activitate

antitumorald importanta.

3.2. Acidul ursolic

Acidul (3p)-hidroxi-urs-12-en-28-oic sau acidul ursolic, (C3oHs03), (Fig. 3.2.1.a.), este o
triterpena hidroxi-pentaciclica care manifesta o buna activitate chemoprotectiva pentru organismul
uman, este larg raspandit in naturd si se izoleazd din diferite extracte din plante, singur sau
conjugat cu zaharuri. Alaturi de izomerul sau, acidul (3p)-hidroxi-olean-12-en-28-oic sau acidul
oleanolic, (Fig. 3.2.1.b.), acesta se gdseste In numeroase plante, inclusiv cele care au fost

folosite timp indelungat in medicina traditionala, [16].

Fig. 3.2.1. a. Acidul ursolic b. Acidul oleanolic

3.2.1. Activitatea farmacodinamica a acidului ursolic

Acidul ursolic prezintd proprietati farmacologice remarcabile, cele mai importante constind in
efecte antihiperlipidemice, [17], antiinflamatoare, [18], hepatoprotective, [19], inhibitorii ale proceselor
de initiere si proliferare a tumorilor, [20], analgezice, [21], cardiotonice, [22], sedative si anxiolitice,

[23], antiulceroase, [24], antimicrobiene, [25], hipoglicemiante, [26], antiaterosclerotice, [27],



protective Tmpotriva toxicitatii induse de ciclofosfamide, [28] si anticariogenice, [29], dar si efecte
tonice si modulatoare a sintezei de colagen, [30]. Ca agent natural antiinflamator si antitumoral, acidul
actioneaza prin inhibarea promotorilor tumorali si a proceselor inflamatoare datorate prezentelor

tumorilor.

3.2.2. Sinteza compusilor derivati din acidul ursolic

La fel ca si in cazul acidului betulinic si acidul ursolic prezinta cele trei pozitii: Cz, Cyo s Cag
care in urma unor modificari chimice au furnizat o serie de derivati noi cu proprietati biologice
semnificative. In urma investigarii unui numir de peste 70 de compusi si derivati sintetici ai acidului
ursolic, s-a remarcat frecventa actiunii lor biologice, de inhibare a proliferarii si dezvoltarii celulelor

tumorale, fiind considerati potentiali agenti chemo-preventivi in diverse tipuri de cancer, [31].

3.3. Materialul vegetal utilizat ca materie prima in vederea izolarii acidului betulinic

In vederea extractiei acidului betulinic a fost utilizati specia Betula pendula Roth,
(Betulaceae), un arbore care se regaseste si sub numele de mesteacan, mastacan, sau mesteacan alb
si este specific zonelor deluroase pana la etajul subalpin, putand Insd cobori si la cAmpie sau urca in

zonele montane pana la 1500 m pe coastele insorite.

3.4. Materialele vegetale utilizate ca materie prima in vederea izolarii acidului ursolic

Extractia acidului ursolic s-a realizat din speciile Calluna vulgaris (L) Hull, (Ericaceae),
cunoscuta si sub denumirile populare de iarba neagra, coacaza, pernaj, tauld, troscotel, martaloaga
sau negrus, [32], specifica regiunilor sub-montane si celor alpine si din specia Bruckenthalia
spiculifolia, Salisb. (Ericaceae), cunoscutd sub denumirea populara de coacdz de munte, specifica

zonelor deschise sau impadurite din regiunea montana pana in cea subalpina.



CONTRIBUTI ORIGINALE

6. EXTRACTIA ACIZILOR BETULINIC SI URSOLIC DIN MATERIALE VEGETALE
SI CARACTERIZAREA ACESTORA

Pentru realizarea unei separdri cat mai eficiente a compusilor biologic activi din matricea
vegetald, au fost respectate anumite etape tehnologice si determinate conditiile optime de lucru. Tn
acest sens am conceput o schema de operatii in care etapele de lucru sunt prezentate in ordinea
succesiunii lor, (Fig. 6.1.1.) si aplicata la extractia acizilor betulinic si ursolic din speciile vegetale
Betula pendula Roth, (Betulaceae), Bruckenthalia spiculifolia, Salisb., (Ericaceae) si Calluna
vulgaris (L) Hull, (Ericaceae).

SOLUTIE
CONCENTRATA

Fig. 6.1.1. Schema generala de operatii corespunzatoare procesului de separare



6.1.3. Uscarea
Uscarea materialului vegetal s-a realizat imediat dupa sortare pentru a impiedica declansarea
proceselor de degradare, procesul fiind realizat pe doud cai, uscare naturald, respectiv uscare

artificiala.

6.1.3.1. Uscarea naturala

Uscarea naturala s-a efectuat imediat dupa recoltare si sortare, intr-o incapere bine aerisita si
feritd de actiunea directd a razelor solare. Pe toatd durata procesului, materialul vegetal a fost
cantarit zilnic, iar incaperea a fost monitorizata constant din punct de vedere termic si a umiditatii.
S-a constatat dupa finalizarea procesului ca viteza de uscare este puternic influentatd de continutul

de apa din plante, dar si de forma, respectiv dimensiunile materialului vegetal.

6.1.3.2. Uscarea artificiala

Uscarea artificiald a fost realizata in doud moduri:

e prin convectie, intr-un spatiu prevazut cu un sistem de incalzire si aerisire, folosind in acest
scop o etuva cu rafturi;

e in camp de microunde, intr-un spatiu prevazut cu un sistem de generare a microundelor si cu
ventilatie.

In ambele cazuri, pe toatd durata procesului materialul vegetal a fost cantirit periodic si
monitorizat constant din punct de vedere al aspectului morfologic.

La uscarea prin convectie, dupd incetarea procesului de uscare §i examinarea aspectului
morfologic, nu s-a observat o degradare vizibila a produsului vegetal, acesta neschimbandu-si
culoarea si mirosul, ci doar forma si dimensiunile.

Pentru uscarea in camp de microunde am considerat ca fiind importan{i pentru proces
urmatorii parametri: temperatura, umiditatea materialului, puterea aplicata microundelor, timpul de
expunere la campul radiativ si evolutia morfologica a materialului vegetal in timpul procesului sub
actiunea energiei microundelor.

In urma efectudrii studiului comparativ privind uscarea materialelor vegetale prin cele trei
metode, uscarea liberd, uscarea in etuva si uscarea in camp de microunde, am obtinut date
experimentale care au permis ridicarea §i interpretarea curbelor de uscare pentru fiecare specie
vegetala. Variatia greutatii materialului vegetal dupa pierderea apei prin cele trei metode de uscare,

pentru fiecare specie sunt reprezentate in figurile de mai jos, (Fig. 6.1.3 - 6.1.5).
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USCAREA IN CAMP DE MICROUNDE
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Alegerea metodei optime de uscare pentru fiecare specie vegetala prelucratd s-a facut dupa
efectuarea studiului comparativ privind tehnicile de uscare utilizate si dupa interpretarea datelor
experimentale, a diagramelor de uscare si considerand avantajele si dezavantajele pe care le implica

fiecare din metodele de uscare aplicate experimental, (Tab. 6.1.20).

Tab. 6.1.20. Parametri pentru alegerea metodei optime de uscare a materialelor vegetale

< < | USCARE IN CAMP DE
SPECIA USCAREA LIBERA USCARE CONVECTIVA MICROUNDE
Putere: 160 W
Durata: 50 min
Scadere in vol.: 42,50 %
Betula Durati proces: 8 zile Durati proces: 2,5 zile Pierdere ap.z“lz 57,50 ?’
pendula Scadere in volum: 43,62 % Scadere in volum: 43,50 % Randament: 42,58 %
' Pierdere apa: 56,38 % Pierdere apa: 56,50 % .
(Betu|aceae) ) ’ ) ’ Putere: 800 W
Randament: 42,31 % Randament: 43,50 % Durati: 16 min
Scadere in vol.: 43,10 %
Pierdere apa: 56,90 %
Randament: 43,12 %
Putere: 160 W
Durata: 42 min
Scadere in vol.: 49,70 %
Bruckenthalia Durata proces: 4 zile Durata proces: 2,5 zile Pierdere ap:a: 50,10 ?’
Spiculifolia Scadere in volum: 50,04 % Scadere in volum: 47,70 % Randament: 49,73 %
(Ericaceae)' Pierdere apa:  49,96% | Pierdereapd:  5230% | pyere: 800 W
Randament: 49,06 % Randament: 47,70 % Durati: 14 min
Scadere 1n vol.: 52,50 %
Pierdere apa: 47,50 %
Randament: 52,57 %
Putere: 160 W
Durata: 40 min
Scadere in vol.: 62,60 %
Caluna Durata proces: 5 zile Durata proces: 2.5 zile Pierdere apa: 37,40 %
vulaaris Scadere in volum: 58,74 % Scadere in volum: 55,11 % Randament: 62,68 %
(Ericg«]';lcea,e) Pierdere apa: 41,26 % Pierdere apa: 44,89 % Putere: 800 W
Randament: 58,11 % Randament: 55,11 % Durati: 14 min
Scadere in vol.: 65,50 %
Pierdere apa: 34,50 %
Randament: 65,52 %

Pentru caracterizarea materiei prime s-a efectuat un studiu granulometric asupra materialului
vegetal uscat. Analiza granulometrica s-a realizat prin cernerea cu site standardizate, indicate de
Farmacopeea Romana, iar materialul cernut a fost apoi cantérit separat pe fractii granulometrice. Pe

baza rezultatelor obtinute s-a trasat histograma distributiei granulometrice in trepte, (Fig. 6.1.13).
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Fig. 6.1.13. Distributia granulometrica dupa cernerea materialelor vegetale

6.2. Extractia acizilor betulinic si ursolic

Tehnologiile de obtinere si concentrare a produsilor bioactivi din speciile Betula pendula
Roth, (Betulaceae), Bruckenthalia spiculifolia, Salisb., (Ericaceae) si Calluna vulgaris, (L.) Hull,
(Ericaceae) au fost elaborate avand la baza atat procedee clasice de extractie, cat si metode moderne
de separare bazate pe campuri de surse radiative In medii naturale inerte, de tipul radiatiilor cu

microunde si a radiatiilor ultrasonice, (Tab. 6.2.1.).

Tab. 6.2.1. Metodele experimentale utilizate la izolarea acizilor betulinic si ursolic

SPECIA

VEGETALA METODA DE SEPARARE SOLVENT COMPUS

Macerare

Extractie simpla cu contact multiplu
in conditii normale Alcool etilic

Extractie prin ultrasonare

Betula pendula,
(Betulaceae)

Acid
betulinic

Extractie In camp de microunde

Macerare

Bruckenthalia — Acid
spiculifolia, Extractie prin ultrasonare Alcool etilic

(Ericaceae) ursolic
Extractie In camp de microunde
Macerare
Extractie prin procedeul discontinuu - Acid
Call laari hep . P . Alcool etilic I
altuna vulgaris, Extractie prin ultrasonare ursolic
(Ericaceae) — -
Extractie In camp de microunde
Eter de petrol, eter etilic, Acid

Extractie prin metoda Soxhlet

clorurd de metilen ursolic




6.2.1. Extractia acidului betulinic din specia Betula pendula, (Betulaceae)

Procedeul de extractie a urmarit obtinerea din frunzele uscate de mesteacan, in conditiile
impuse de contactul multiplu, macerare, de campul de ultrasunete si de cAmpul de microunde, a unor
extracte in care sd se regaseasca alaturi de acidul betulinic, cat mai putini compusi co-extrasi. Drept
solvent s-a utilizat o solutie apoasa de alcool etilic, avand concentratii diferite, de 30, 50, 60, 70, 80
s1 95 %, 1n procente volumice.

6.2.1.1. Extractia acidului betulinic prin procedeul cu contact multiplu

Extractia s-a efectuat la temperatura camerei, iar determinarile s-au efectuat refractometric
pand la indice constant care reflectd atingerea echilibrului in conditiile de lucru, in urma lor

observandu-se ca solutia cea mai eficienta este cea cu concentratia de 70 %, (Fig. 6.2.1.4).
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Fig. 6.2.1.4. Variatia indicelui de refractie cu timpul de contact

6.2.1.2. Extractia acidului betulinic prin procedeul macerarii

Studiul privind extractia acidului betulinic prin procedeul macerdrii S-a realizat urmarind
influenta mai multor parametri asupra procesului, (Fig. 6.2.1.5 - 6.2.1.7). Eficienta cea mai mare la
extractie a avut-o concentratia solventului etanol-apa de 95 % pentru un raport L : S de (10 : 1), [ml
: g] si fractia granulometrica - 1250 pm.

6.2.1.3. Extractia acidului betulinic in prezenta ultrasunetelor

S-a studiat influenta mai multor parametri asupra extractiei, (Fig. 6.2.1.12 - 6.2.1.16) iar
evolutia procesului a fost urmarita refractometric pana la indice constant. S-au determinat parametrii
optimi ai procesului, respectiv fractia + 125 um, raportul L : S de 10 : 1 (ml : g), concentratia

solventului de 80 %, temperatura de 60 °C si timpul de contact de 55 minute.
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6.2.1.4. Extractia acidului betulinic in cAmp de microunde

Studiul asupra extractiei acidului betulinic din frunzele de mesteacan prin procedeul
extractiei in cdmp de microunde s-a realizat urmarind influenta mai multor parametri asupra
procesului. Pentru efectuarea experimentelor s-a recurs la varianta de lucru in volum compact. S-au
determinat parametri optimi pentru desfasurarea procesului, puterea microundelor la Tr H, 800 W,
raportul L : S, (10 : 1), [ml : g], concentratia solutiei apoase etanolice de 80 %, temperatura 60 °C,

fractia granulometrica - 1250 um si durata procesului de 3,5 minute, (Fig. 6.2.1.22 - 6.2.1.25).

6.2.2. Extractia acidului ursolic din specia Bruckenthalia spiculifolia, (Ericaceae)

Pentru extractia acidului ursolic din specia Bruckenthaila spiculifolia s-au utilizat ca metode
de separare, extractia prin macerare, extractia cu ajutorul undelor ultrasonice §i extractia in camp de
microunde. Experimentele au decurs in aceleasi condifii ca si in cazul speciei Betula pendula,
(Betulaceae), diferenta fata de cazul precedent constand in forma, compozitia si structura matricei
solide, a materialului vegetal, format din frunze, flori si tulpini tinere si utilizat in proces sub forma
unui amestec eterogen. Am studiat influenta concentratiei solventului etanol-apa, a raportului solid-

lichid, a dimensiunii materialului vegetal, a timpului de operare si a temperaturii asupra extractiei.

6.2.3. Extractia acidului ursolic din specia Calluna vulgaris (L) Hull, (Ericaceae)

Extractia acidului ursolic din specia Calluna vulgaris, (Ericaceae) a fost efectuata utilizand
mai multe tehnici de separare, extractia discontinud, macerarea, extractia asistatd de ultrasunete si
extractia in camp de microunde. Experimentele au decurs in aceleasi conditii ca si in cazul speciilor

Betula pendula, (Betulaceae) si Bruckenthalia spiculifolia, (Ericaceae).
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6.3. Separarea, identificarea si cuantificarea acizilor betulinic si ursolic din extractele vegetale
In cadrul studiului experimental, atat analiza calitativd, cat si cea cantitativa a acizilor
betulinic §i ursolic, au fost realizate prin intermediul cromatografiei de lichide de Tnaltd performanta
cu faza inversa, (RP-HPLC), metoda oferind o buna selectivitate si senzitivitate la identificarea si
cuantificarea celor doi compusi. In Fig. 6.3.1. si 6.3.2., sunt redate cromatogramele solutiilor etalon
pentru compusii de interes si cromatogramele unor probe de extracte vegetale, analizate in aceleasi

conditii cromatografice.
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Fig. 6.3.1. Cromatogramele suprapuse corespunzatoare solutiei etalon de acid betulinic si probelor

de extract vegetal a. Specia Betula pendula, b. Specia Calluna vulgaris
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Pentru a evidentia conditiile optime de extractie ale acizilor studiati, rezultatele obtinute au

fost prezentate grafic sub forma unor diagrame de tip Boxplot, (Fig. 6.3.7. - 6.3.8.).
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Concentratia acidului betulinic 1n extractul vegetal diferd considerabil in functie de
tehnologia aplicati pentru extractia lui din matricea vegetald. In cazul maceririi, exceptand unele
situatii izolate cand s-au inregistrat concentratii mari de acid betulinic, in general concentratiile au
variat intre 0,64 - 1,97 [mg / g] cu o valoare medie de 1,03 [mg / g] pentru Betula pendula, respectiv
intre 0,66 - 1,96 [mg / g] cu o valoare medie de 1,28 [mg / g] pentru Calluna vulgaris. In cazul
extractiei cu ultrasunte, concentratiile au crescut considerabil pentru Betula pendula, o mare parte
din concentratii incadrandu-se intre 1,02 - 4,35 [mg / g], cu o valoare medie de 1,87 [mg / g].
Extractia In camp de microunde, a imbunatatit randamentul de extractie din Calluna vulgaris,
concentratiile acidului betulinic incadrandu-se Tn acest caz intre 1,62 - 1,92 [mg / g] cu o valoare
medie de 1,87 [mg / g]. Tn cazul acidului ursolic, conditiile optime de extractie s-au dovedit a fi cele
prin macerare, intre 3,71 - 29,41 [mg / g], cu o valoare medie de 24,84 [mg / g], in cazul extractiei
din Bruckenthalia spiculifolia, respectiv prin microunde, in cazul extractiei din Calluna vulgaris,
intre 11,31 - 19,52 [mg / g], cu o valoare medie de 17,55 [mg / g]. Extractia cu ajutorul
ultrasunetelor a avut un randament scazut pentru acidul ursolic, obtinandu-se concentratii intre 0,58
- 29,54 [mg / g], cu o valoare medie de 18,41 [mg / g] pentru Bruckenthalia spiculifolia, respectiv

intre 0,58 - 29,48 [mg / g] cu o valoare medie de 13,63 [mg / g] pentru Calluna vulgaris.

6.4. Studiul experimental al extractiei solid-lichid prin analogie fenomenologica
Modelul propus se poate aplica oricarei metode de extractie studiate mai sus §i pentru
materiale vegetale cu structuri si forme diferite. Integratorul hidraulic este dispozitivul experimental
ce poate face analogia intre doud fenomene si se poate utiliza cu succes la simularea sau modelarea
proceselor rapide sau a cazurilor in care materialul studiat are dimensiuni reduse, cazul frunzei.
Variatia concentratiei solutului din interiorul frunzei in timpul procesului se poate urmari in Fig.

6.4.2.
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Fig. 6.4.2. Evolutia concentratiei solutului in timpul extractiei



Cap. 7. OBTINEREA DERIVATILOR DE SINTEZA AI ACIZILOR
BETULINIC SI URSOLIC

7.1. Sinteza derivatilor substituiti ai acidului betulinic

Obtinerea derivatilor dipeptidici ai acidului betulinic s-a realizat prin condensarea acestuia
cu alanil-glicina, glicil-leucina si leucil-glicina dupa schema din Fig. 7.1. Sinteza derivatilor
betulinici a presupus efectuarea unor serii de reactii desfasurate in patru etape succesive, dintre care

primele doua, respectiv obtinerea produsilor intermediari, (1a) si (2a), sunt comune ca modalitate de

lucru obfinerii celor trei derivati betulinici, (4), (6) si (8).
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Fig. 7.1. Schema de sinteza a derivatilor betulinici



Compusii (4), (6) si (8) au fost caracterizati prin doud metode analitice, spectrometria de
masi, (GC-MS) prin impact electronic (EI) si spectroscopia in domeniul infrarosu, (IR). In figura de

mai jos, (Fig.7.1.5) este redat spectrul de masa pentru compusul betulinoil-glicil-leucina, (6) care a
fost testat din punct de vedere al efectului bilogic.

.43

28
83
91

Max = 430
T= 150

79 g1
105

o
]
—

absl.B
77

~

©

— o
=1
34

| ‘TM i

100 150 T200

71

|

Ll M‘i VT T Ly — .
50 100 150 200 250

55

L

250 300 T350

T300 T350 400 T450 T500

3:40 1B
3 3 Max= 1769
@ T= 50T
B,\ =1 I ‘ ’\
«© -~ 250 300 350 400 450 500
o
N ©
‘ I I I l I M
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Fig. 7.1.5. Spectrul de masa (EI) al compusului betulinoil-glicil-leucina, (Bet-Gly-Leu)

7.2. Sinteza derivatilor substituiti ai acidului ursolic

Prin condensari ale acidului ursolic cu alanil-glicina, glicil-leucina si leucil-glicina s-au
obtinut derivatii dipeptidici corespunzatori, dupa schema din Fig. 7.2. Sinteza derivatilor ursolici a
presupus efectuarea unor serii de reactii desfasurate In patru etape succesive, dintre care primele

doua, respectiv obtinerea produsilor intermediari, (1a) si (2a), sunt comune ca modalitate de lucru

obtinerii celor trei derivati ursolici, (4), (6) si (8).
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Fig. 2. Schema de sinteza a derivatilor ursolici

Compusii (4), (6) si (8) au fost caracterizati prin doud metode analitice, spectrometria de
masa, (GC-MS) prin impact electronic (EI) si spectroscopia in domeniul infrarosu, (IR). In figura
(Fig.7.2.6) este redat spectrul de masa pentru compusul ursoloil-glicil-leucina, (6) care a fost testat

din punct de vedere al efectului bilogic.



128 Max= 1833
Max = 4

T= 200

173
436

133

ausla.’
41
119
187
203
248
434
439
452
464
475 J—
492
496

69
605

450

81

T 4 T e T T T T T T T T T
400 450 500 550 600

93

382

57
145
171

215

130
390

©
@
<

| F ,uLO “ l“l I

Fig. 7.2.6. Spectrul de masa al compusului ursoloil-glicil-leucina, (Urs-Gly-Leu)

Mm | e (L | Mhu nt

50 100 150 200 250 ' 300 350 "400

- 49

500 "550 "600

Cap. 8. TESTAREA BIOLOGICA A PRODUSILOR DE DERIVATIZARE iN VEDEREA
DETERMINARII ACTIVITATII LOR BIOLOGICE

Masurarea efectelor antiproliferative a fost realizatd pentru compusii betulinoil-glicil-
leucina, (6), (Fig. 7.1) si ursoloil-glicil-leucina, (6), (Fig.7.2), activitatea bilogica fiind testata pe mai
multe linii celulare canceroase, HelLa, MCF-7, A431 si A2780, (Fig.8.3.2). Pentru testele de
laborator s-au utilizat concentratii ale compusilor de 10 si 30 uM / I.

Analizele datelor conducand la concluzia cd pentru primul compus nu exista diferente
dramatice intre activitatea acidului betulinic si a derivatului sau substituit, in special in cazul liniilor
celulare, MCF-7 si HeLa, iar pentru, A431 se observa o vaga tendinta de micsorare a caracterului
antiproliferativ pentru concentratia mai micd, 10 uM. Nici in cazul derivatului ursolic, nu s-au
constatat diferente semnificative intre activitatea acidului ursolic si a derivatului sau substituit, Tn
special in cazul liniilor celulare, A431 si HeLa. Pentru, MCF-7 se observa o vaga tendinta de

crestere a caracterului antiproliferativ pentru concentratia mai mica, 10 pM.
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Fig. 8.2.3. Procentul de efect antiproliferare al acidului betulinic si ursolic precum si a derivatilor

conjugati cu glicil-leucina pentru patru linii celulare

CONCLUZII

1. Tn vederea alegerii procedeului de uscare optim al materialului vegetal proaspit s-a efectuat un
studiu comparativ privind utilizarea tehnicilor de uscare naturald si artificiala prin convectie si in
camp de microunde pentru materialele vegetale proaspete;

2. S-a realizat extractia acidului betulinic, respectiv a acidului ursolic dintr-un numar de trei specii
de plante prezente in flora noastra spontana si utilizate empiric, Betula pendula, (Mesteacanul alb),
Calluna vulgaris (L) Hull, (larba neagra) si Bruckenthalia spiculifolia, (Coacdzul de munte);

3. A fost propus un model bazat pe analiza dimensionala, pornind de la fenomenologia procesului de
extractie si a fost verificat pe cale experimentala;

4. S-a realizat derivatizarea acizilor betulinic si ursolic in vederea obtinerii unor noi produsi biologic
activi, prin legarea lor pe cale chimica de compusi din clasa dipeptidelor: glicil-leucina, alanil-glicina,
respectiv leucil-glicina;

5. A fost realizata testarea compusilor betulinoil-glicil-leucina si ursoloil-glicil-leucind pe mai multe
tipuri de celule canceroase / tumorale, MCF7, A431, A2780 si HeLa, in scopul evidentierii activitatii

biologice a compusilor sintetizati si a efectelor lor terapeutice.
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