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“Există în lume un mijloc de exprimare accesibil tuturor:  

e limbajul entuziasmului, al lucrurilor făcute cu dragoste şi perseverenţă 

 în căutarea a ceva ce-ţi doreşti sau în care crezi…”          

                                                                                                                               (Paulo Coelho)  
                  

 

                          La realizarea acestei teze de doctorat am beneficiat de îndrumarea și de colaborarea unor oameni cu 

remarcabile calități profesionale și morale, cărora doresc să le mulțumesc, din toată inima. 
 

              Sunt recunoscătoare pentru privilegiul de a o avea conducător de doctorat pe Doamna Prof. univ. 

dr. Victoria Badea, un profesionist de elită și în același timp, un om deosebit; îi mulțumesc din tot sufletul pentru 

entuziasmul, deschiderea și dăruirea cu care mi-a indrumat pașii în studiile efectuate pe parcursul acestor ani și 

pentru căldura, sinceritatea și fermitatea cu care m-a sprijinit de fiecare dată, în momentele de cumpănă.  

              Doresc să mulțumesc referenților pentru răbdarea cu care au analizat studiile cuprinse în toate 

rapoartele de cercetare, care au precedat această teză de doctorat. 

              Alese gânduri de recunoștință se îndreaptă acum către Doamna Decan al Facultății de Farmacie 

din Constanța, Conf. univ. dr. Laura-Adriana Bucur, care încă din primul an de studii doctorale mi-a călăuzit fiecare 

pas al cercetării farmacognostice și mi-a fost alături „cu timp și fără timp”,  pe tot parcursul lucrării până la 

finalizarea ei. 

              Un gând cald de mulțumire adresez Domnișoarei Conf. univ. dr. Antoanela Popescu precum și 

Doamnei Șef lucrări dr. Verginica Schroder, pentru studiile efectuate împreună. 

                În ultimul an de studii doctorale am beneficiat de două colaborări de prestigiu: studiile pe culturile 

de celule tumorale au fost efectuate la Institutul de Cercetări Biologice din Iași,  iar analiza UHPLC a extractului 

lichenic uscat s-a realizat la Centrul de Cercetare pentru Analiza Instrumentală “SCIENT” din București.   

Calde mulțumiri adresez așadar, Doamnei Director Gabriela Vochița și intregii echipe de la Institutul de 

Cercetări Biologice Iași, pentru eforturile depuse in vederea achiziționării liniei de celule tumorale CAL 27 (ATCC® 

CRL-2095™), pentru desfășurarea în cele mai bune condiții a studiilor pe culturile de celule tumorale și pentru 

comunicarea promptă și eficientă din tot acest timp.  

 Mulțumesc de asemenea, colectivului Centrului de Cercetare pentru Analiză Instrumentală “SCIENT” din 

București, pentru disponibilitatea și profesionalismul cu care au colaborat la efectuarea analizei UHPLC a extractului 
utilizat la studiul acțiunii antitumorale. 

 

              Mulțumesc Domnului Profesor Eugen Popa din Vatra Dornei care m-a orientat către alegerea 

acestei specii de licheni, precum și Doamnei Conf. univ.dr. Mariana Arcuș de la Catedra de Botanică Farmaceutică a 

Facultății de Farmacie din Constanța pentru confirmarea identității speciei studiate. 

                          Mulțumesc tuturor cadrelor didactice care au contribuit la formarea mea profesională.  

              Doresc să aduc mulțumiri familiei mele, colegilor și tuturor celor apropiați care s-au implicat în 

desfășurarea cercetării doctorale și m-au susținut în perioada anilor de studiu. 

 

             În încheiere – dar nu și în ultimul rând, mulțumirea si recunoștința mea se îndreaptă către Î.P.S. 

Prof.univ. dr. Teodosie Petrescu, pentru încrederea și aprecierea pe care mi le-a arătat întotdeauna și pentru sprijinul 

necondiționat, moral și material, în efortul de a duce la bun sfârșit  teza de doctorat. 



Contribuții privind studiul activității antitumorale, antioxidante si antibacteriene a extractelor de  
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. în patologia oro-dentară - REZUMAT 

 

3 

 

CUPRINS 
 

INTRODUCERE ........................................................................................................................... 5 

PARTEA GENERALĂ .................................................................................................................... 6 

PARTEA PERSONALĂ ...................................................................................................................7 

STUDIUL I. ANALIZA FARMACOGNOSTICĂ A SPECIEI USNEA BARBATA(L.) F.H.WIGG. ............. 8 

I.1.  Recoltarea materialului vegetal ........................................................................................ 8 

I.2. Obținerea produsului vegetal ........................................................................................... 8 

I.3. Determinarea identității produsului vegetal ..................................................................... 9 

I.3.1. Examenul  macroscopic ........................................................................................................................ 9 

 I.3.2. Examenul  microscopic ..................................................................................................................... 9 

I.4. Determinarea purității produsului vegetal ...................................................................... 10 

I.5.  Determinarea pierderii prin uscare pentru Usnea barbata  (L.)F.H.Wigg ....................... 10 

I.6.  Obținerea extractelor din Usneae lichen.......................................................................... 10 

I.7.  Identificarea metaboliților activi .................................................................................... 11 

I.8.  Determinarea conținutului de polifenoli și de acid usnic din extractele de Usnea barbata 

(L.)F.H. Wigg și evaluarea acțiunii lor antioxidante ................................................................... 11 

I.8.1.  Determinarea conținutului de polifenoli totali ................................................................................. 11 

I.8.2. Analiza polifenolilor din extractele de Usneae lichen prin cromatografia de lichide de înaltă 
performanță .................................................................................................................................................... 12 

I.8.3.  Determinarea conținutului de acid usnic ..................................................................................... 12 

I.8.4. Evaluarea capacității antioxidante a extractelorde Usneae lichen prin metoda DPPH .............. 13 

I.9.  Obținerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen și analiza acestuia printr-o metodă 
cromatografică de lichide de ultra-înaltă performanță ............................................................... 13 

I.9.1. Obținerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen ................................................................... 13 

I.9.2. Cromatografia de lichide de ultra-înaltă performanță (UHPLC) ................................................. 14 



                                                                                                                                     Student doctorand, 
 Farm.primar Violeta Popovici 

 

4 

 

STUDIUL II.   CERCETĂRI PRIVIND PROPRIETĂȚILE CITOTOXICE ALE EXTRACTULUI USCAT DE 

USNEA BARBATA (L.)F.H.WIGG. PE ARTEMIA  SALINA L. ......................................................... 14 

II.1. Material și metodă .......................................................................................................... 15 

II.2.    Rezultate și discuții .......................................................................................................... 15 

STUDIUL III.   EVALUAREA ACȚIUNII ANTITUMORALE A EXTRACTULUI ACETONIC USCAT DIN 

USNEAE LICHEN PE CARCINOMUL LINGUAL CU CELULE SCUAMOASE, CAL 27 (ATCC® CRL-

2095™)........................................................................................................................................ 15 

III.1.     Pregătirea materialului  de lucru .............................................................................. 16 

III.2.     Determinarea modificărilor morfologice .................................................................. 16 

III.3.  Dozarea proteinelor totale .......................................................................................... 16 

III.4.    Determinarea viabilității celulare prin metoda MTT ....................................................... 17 

III.5.   Evaluarea apoptozei celulare prin tehnica citometriei în flux .......................................... 17 

III.6.      Evaluarea acțiunii  extractului acetonic de uscat de Usneae lichen asupra activității 
enzimelor antioxidante din celulele tumorale CAL 27 ................................................................. 17 

III.6.1.      Determinarea activităţii superoxid-dismutazei ............................................................................ 18 

III.6.2.      Determinarea spectrofotometrică a activităţii catalazei ......................................................... 18 

III.6.3.      Determinarea activităţii peroxidazei ........................................................................................ 18 

STUDIUL IV. STUDII PRIVIND EFECTELE ANTIBACTERIENE ALE EXTRACTELOR  DIN USNEA 

BARBATA (L.) F.H. WIGG PE SPECII BACTERIENE IZOLATE DIN OROFARINGE ........................ 18 

CONCLUZII FINALE .................................................................................................................... 19 

REFERINȚE BIBLIOGRAFICE ..................................................................................................... 21 

 

  

 

 

 



Contribuții privind studiul activității antitumorale, antioxidante si antibacteriene a extractelor de  
Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. în patologia oro-dentară - REZUMAT 

 

5 

 

 

INTRODUCERE 
 

 

 În ultimii ani s-a observat o tendinţă de completare a acțiunii  medicamentelor de 

sinteză, cu remedii naturale,  dat fiind faptul că medicamentele de sinteză au,  pe lânga beneficiile 

terapeutice, multiple efecte secundare  și adverse [29, 45, 48, 59].   

 O problemă de interes medical mondial o constituie apariția rezistenței bacteriilor 

patogene la antibioticele uzuale; acest fenomen a impus realizarea de cercetări ample pentru 

descoperirea unor noi structuri cu efect antibacterian [48-72]. În acest scop, echipe complexe de 

cercetători studiază mecanismele de apariţie a rezistenţei la antibiotice, urmărind, în același timp, noi 

modalități de obținere a unor remedii naturale alternative, cu acțiune antibacteriană [52, 85, 86, 116]. 

 Un alt aspect remarcabil este faptul că, multe specii vegetale au proprietăți 

antioxidante, mai ales datorită conținutului de polifenoli; aceștia au rol important, atât în creșterea și 

dezvoltarea normală a plantelor, cât și în optimizarea abilităţilor de apărare împotriva stresului oxidativ 

[30,180,181].  Stresul oxidativ este implicat în generarea si evoluția unui număr de peste 200 de afecțiuni 

severe printre care: afecțiunile cardiovasculare, boala Parkinson,  boala Alzheimer, boala parodontală și 

diferitele forme de cancer, printre care și cancerul orofaringian [172, 184]. 

   Boala parodontală sau parodontita este o boală multifactorială în care, asocierea 

dintre acţiunea bacteriilor ce formează placa dentară și factorii genetici are o deosebită importanţă în 

apariţia şi evoluția ei ulterioară.  

           Cancerul reprezintă o clasă eterogenă de afecţiuni, caracterizate prin diviziunea 

necontrolată a celulelor şi abilitatea acestora de a invada, din aproape în aproape, țesuturile din 

vecinătate şi de a metastaza, pe cale limfatică sau hematogenă, loco-regional sau la distanţă, în alte 

țesuturi și organe;  are o incidență globală estimată la 6 milioane de cazuri pe an,  fiind  a doua cauză 

majoră de deces, după bolile cardiovasculare [7]. 

 Tumorile maligne oro-maxilo-faciale se caracterizează în general prin: creştere 

tumorală de tip infiltrativ-distructiv cu invazie locală şi diseminare metastatică loco-regională şi la 

distanţă ( cu formarea metastazelor cervicale, sau în organele mai îndepărtate) [27, 28].        

  Este cunoscut faptul că majoritatea chimioterapicelor de sinteză utilizate în 

prezent în terapia antitumorală dezvoltă în timp rezistență și prezintă toxicitate neselectivă împotriva 
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celulelor normale; aceste efectele secundare, cumulate cu reacțiile adverse și cu multiplele interacțiuni 

medicamentoase, constituie dezavantajele majore ale chimioterapicelor  [107-114, 169].  

 Așadar, obținerea de noi medicamente antibacteriene și antitumorale rămâne o 

provocare clinică majoră. În acest context, plantele reprezintă o sursă valoroasă de compuși naturali 

biologic activi, iar cercetările se îndreaptă către utilizarea lor în terapia antiinfecțioasă și anticanceroasă 

[260, 261]; constituenții izolați pot  fi  utili ca agenți terapeutici alternativi sau, ca nuclee de bază pentru 

noi produse de sinteză, cu activitate sporită și / sau toxicitate redusă [10, 30, 169-172, ]. 

 În categoria plantelor care prezintă remarcabile proprietăți antitumorale, 

antibacteriene și antioxidante se regăsesc și lichenii [5, 33-38, 45, 59, 111, 159, 160].    

Aceștia constituie un grup unic în lumea plantelor și, în același timp, sunt cele mai răspândite organisme 

simbionte din natură, habitând mai mult de 8% din suprafața terestră a pământului [1,11, 13, 20, 26].  

 Un reprezentant important al lichenilor este genul Usnea Dill. ex. Adans., cu peste 

350 specii răspândite pe intreaga suprafață a globului; în literatura de specialitate se arată clar, faptul 

că numeroase specii aparținând acestui gen, sunt utilizate în medicina tradițională de mii de ani, în 

tratarea diferitelor afecțiuni [1, 26, 53]. 

  Reprezentanți ai  genului Usnea Dill.ex Adans se regăsesc și în România [25, 228]; 

astfel, plecând de la toate considerentele menționate anterior, s-a conturat ideea realizării acestei teze 

de doctorat, în care s-a urmărit evidenţierea acțiunilor antitumorale, și antibacteriene ale extractelor de 

Usnea barbata (L.) F.H. Wigg., recoltată din munții Călimani (900 m), județul Suceava, care ar putea 

avea aplicabilitate în terapia afecțiunilor oro-dentare.    

 Prezenta teză de doctorat are ca scop studiul potențialului terapeutic al speciei Usnea 

barbata (L.) F.H.Wigg., aducând o contribuție personală la datele actuale  existente în literatura de 

specialitate. 

 

 

PARTEA GENERALĂ 
 

 

În primul capitol al tezei este descrisă specia de licheni luată în studiu, Usnea barbata 

(L.)F.H.Wigg, menționând incadrarea ei sistematică. S-a realizat o prezentare generală lichenilor, 

prezentând pe scurt particularitățile morfo-fiziologice ale acestora, ca rezultat al simbiozei între o 
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ciupercă și o algă/cianobacterie; a fost analizat apoi genul Usnea, descriind pe larg metaboliții primari 

și secundari și acțiunile biologice ale acestora. Către finalul primei părți s-au concentrat toate aceste 

noțiuni prezentate anterior catre caracterizarea speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg., cu prezentarea 

proprietăților anatomo-morfologice și chimice menționând și aplicațiile fitoterapice actuale  ale acesteia. 

In capitolul al doilea a fost prezentat stresul oxidativ, ca rezultat al super-producției de radicali 

liberi ai oxigenului (SRO), s-a evidențiat rolul acestora în generarea unei vaste patologii sistemice. 

In capitolul al treilea au fost prezentate cele mai frecvent întâlnite afecțiuni oro-maxilo-faciale: 

caria dentară, boala parodontală și tumorilr maligne oro-maxilo-faciale, subliniind etiologia și 

tratamentul lor. 

 

 

PARTEA PERSONALĂ 
 

 

Partea a doua a tezei este structurată în 4 studii, în care s-au realizat pe rând:  

- analiza farmacognostică a speciei Usnea barbata(L.) F.H.Wigg.; 

- determinarea proprietăților citotoxice ale extractului uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. pe 

Artemia  salina L.; 

- evaluarea acțiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din Usneae lichen pe carcinomul 

lingual cu celule scuamoase CAL 27; 

- determinarea efectelor antibacteriene ale extractelor  din Usnea barbata (L.) F.H. Wigg pe specii 

bacteriene izolate din orofaringe. 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                                                     Student doctorand, 
 Farm.primar Violeta Popovici 

 

8 

 

 

Studiul I. Analiza farmacognostică a speciei Usnea barbata(L.) F.H.Wigg.  
 

 

             Ipoteza de lucru:  extractele obținute din Usnea barbata (L.)F.H.Wigg conțin metaboliți 

secundari care ar putea fi utilizați în fitoterapie;  această specie ar putea prezenta un conținut ridicat de 

compuși fenolici cu proprietăți antioxidante. 

            Scopul studiului:   obținerea unor extracte din talul uscat al speciei Usnea  barbata (L)F.H. Wigg. 

în diferiți solvenți, care permit identificarea și determinarea cantitativă a  constituenților chimici; 

evaluarea activității antioxidante a extractelor și evidențierea corelației între conținutul polifenolic şi 

potențialul antioxidant al acestora. 

I.1.  Recoltarea materialului vegetal 
 

            Recoltarea materialului vegetal s-a realizat în luna martie a anului 2016.  

 Zona de habitat a speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg., este o pădure deasă de 

conifere (brazi, molizi şi pini) situată în zona montană înaltă (munții Călimani), la o altitudine de 

aproximativ 900 m; clima specifică acestor locuri este umedă și rece.  

 Talurile pandante ale lichenilor sunt agățate pe ramurile și pe trunchiul arborilor-

gazdă;  cei mai numeroși și mai bine dezvoltați reprezentanți ai speciei se regăsesc către vârful acestora, 

la înălțimi de peste 2 m. Talurile de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. au fost culese manual, direct de pe 

ramurile coniferelor. 

 

I.2. Obținerea produsului vegetal 
 

 Materialul vegetal proaspăt recoltat a fost curățat de impurități şi a fost uscat la 

temperatura constantă, sub 25oC, într-o încăpere aerisită, la adăpost de razele soarelui.   Usneae lichen 

este reprezentat de talul uscat al speciei Usnea barbata (L.)F.H.Wigg.  

 După uscare, produsul vegetal obținut a fost păstrat o perioadă lungă de timp în 

aceleași condiții, în vederea utilizării lui  la studiile care au urmat. 
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I.3. Determinarea identității produsului vegetal  
 

I.3.1. Examenul  macroscopic 

 

 Material si metodă 

               Materialul luat în lucru a fost reprezentat de talul uscat al lichenului Usnea  barbata 

(L.)F.H.Wigg. S-au observat cu ochiul liber, într-o primă etapă, caracterele macroscopice ale lichenului 

şi s-a efectuat identificarea lui după dimensiuni, culoare, miros şi gust. În etapa următoare Usneae lichen 

a fost măcinat şi s-au observat particularităţile elementelor componente. 

 Rezultate și discuții 

                 Prin examenul macroscopic a fost identificat talul speciei Usnea  barbata (L.) F.H.Wigg şi au 

fost observate proprietăţile sale generale: talul lichenului este verde-cenușiu deschis, moale, filiform, 

pandant, lung de 15-20 cm; prezintă ramificaţii dichotomice, cu ramuri numeroase, care se întrepătrund, 

fixate de un peduncul opac de culoare verde cenuşiu mai închis.  Mirosul plantei uscate este aromat, 

specific, iar gustul este amar.  

                  După evaluarea tuturor acestor aspecte morfologice, s-a stabilit că produsul vegetal recoltat 

aparține speciei Usnea barbata (L.)F.H. Wigg., realitate confirmată și de Catedra de Botanică 

Farmaceutică a Facultății de Farmacie din Constanța.  

                  În urma măcinarii, au rezultat 2 componente distincte care confirmă structura unui tal 

fruticulos, așa cum este menţionat în literatura de specialitate:  un cordon central, alb-gălbui, rămas 

intact după măcinare şi o parte sub formă de pulbere de culoare verde-cenușie. Cordonul central are 

aspectul unui fir alb-gălbui, subţire, care atunci când este umed, se întinde ca o bandă de cauciuc. 

 

 I.3.2. Examenul  microscopic 

 

 Material si metodă 

                   Părțile obţinute prin măcinarea Usneae lichen (cordonul central mărunţit prin tăiere cu 

foarfeca şi pulberea) au fost prelucrate prin clarificare şi apoi au fost analizate la microscop. 

 Rezultate și discuții 

                     Prin examinarea microscopică, s-au identificat componentele simbionte, ale lichenului, alga 
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şi ciuperca:   

 partea interioară a lichenului - cordonul central, omogen, constituit din hife miceliene compacte, 

  partea exterioară constituită  din alga cianofită; clorofila existentă în algă conferă lichenului 

culoarea specifică, verde-cenușie.  

 În primul preparat microscopic, realizat din axul central, s-a observat clar componența 

omogenă, reprezentată de hifele miceliene compacte; în al doilea preparat microscopic, realizat din 
pulbere, s-au observat fragmente de algă și rare hife miceliene. 

I.4. Determinarea purității produsului vegetal  
 

 Determinarea purităţii unui produs vegetal cuprinde următoarele etape: 

determinarea impurităților din aceeași plantă și determinarea corpurilor străine de planta producătoare 

[233]. 

 Rezultate și discuții 

 Conform cu prevederile FR X, produsul nu a prezentat impurităţi de niciun fel, astfel 

incât, poate fi considerat 100 % pur [234].  Acest rezultat este foarte important pentru evaluarea calităţii 

lichenului Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. recoltat, deoarece relevanța determinărilor ulterioare depinde 

foarte mult de puritatea produsului vegetal analizat. 

 

I.5.  Determinarea pierderii prin uscare pentru Usnea barbata  (L.)F.H.Wigg   
 

 Material şi metodă 

 Materialul vegetal a fost reprezentat de talul mărunţit al lichenului Usnea barbata 

(L.)F.H.Wigg., iar metoda utilizată este prevăzută în Farmacopeea Română Ediția a X-a (FR X ) şi în 

European Pharmacopoeia 9.0. (EP 9). [234, 235]. 

 Rezultate și discuții 

 Pierderea prin uscare (PPU) calculată conform Farmacopeei Române Ediția a X-a 

este un parametru foarte util în determinarile cantitative care au fost efectuate, deoarece raportările de 

fac la cantitatea de lichen uscat. 

 

I.6.  Obținerea extractelor din Usneae lichen 
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 În vederea obținerii extractelor de Usnea barbata (L.) F.H.Wigg. recoltată din munții 

Călimani, județul Suceava, s-a utilizat ca materie primă produsul vegetal uscat.  

 În acest prim studiu s-au realizat 3 tipuri de extracte, utilizând ca solvenți: apa 

distilată, alcoolul etilic absolut și acetona. Extractul acetonic și cel etanolic s-au obținut prin macerare 

la rece, iar extractul apos s-a obținut prin metoda refluxării la cald.  

 Rezultate și discuții 

 Cele 3 extracte obținute au culori si aspecte diferite: extractul apos este ușor opalescent și are 

colorație galben-brună, cel acetonic este limpede și de culoare galben-pai, iar cel etanolic este limpede 

și galben-brun, similar ca și colorație cu extractul apos. 

I.7.  Identificarea metaboliților activi 
 

 În extractele obținute au fost identificați compuşi cu caracter reducător (polifenoli) 

şi polizaharide, în extractul apos prin următoarele reacții: 

o reacţia cu reactivul Fehling, cu formarea precipitatului roşu-cărămiziu; 

o  reacţia cu reactivul Folin Ciocâlteu, cu formarea coloraţiei albastre; 

o reacţia cu reactivul Tollens, cu formarea oglinzii de argint; 

o  reacția de precipitare cu metanol, cu formarea precipitatului alb floconos. 

 

I.8.  Determinarea conținutului de polifenoli și de acid usnic din extractele de 
Usnea barbata (L.)F.H. Wigg și evaluarea acțiunii lor antioxidante 
 

 În studiul de față, în scopul determinării constituenţilor de bază ai Usnea  barbata 

(L.)F.H.Wigg., s-au preparat extracte  în diferiți solvenți: apă, acetonă și etanol 96%.  

 Identificarea și determinarea conținutului în acid usnic și polifenoli a fost realizată 

prin metoda HPLC; dozarea polifenolilor s-a efectuat şi printr-o metodă colorimetrică, conform 

Farmacopeei Europene 9.0. 

 

I.8.1.  Determinarea conținutului de polifenoli totali 

 

 În acest scop, a fost utilizată o metodă colorimetrică, menţionată în Farmacopeea 

Europeană 9.0 [234]. 
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               Principiul metodei:  Metoda se bazează pe determinarea intensității coloraţiei albastre a 

oxizilor de molibden formaţi prin reducerea de către polifenoli a reactivului Folin-Ciocalteu (acid 

fosfomolibdolframic). 

 Rezultate și discuții 

  Deoarece s-a realizat această determinare în patru extracte obținute în diferiţi 

solvenți,  apă, etanol 40%, etanol 96%, acetonă, rezultatele obținute au fost sintetizate  și analizate 

comparativ, ulterior. 

 Analizând datele prezentate, s-a observat că în extractul etanolic 40% se regăsește 

cel mai mare conținut  de polifenoli totali,  urmat la foarte mică distanță de valoarea calculată pentru 

extractul etanolic 96%. 

  În extractul apos și în maceratul acetonic, valorile polifenolilor totali au fost 

apropiate, dar mai mici decât în extractele etanolice. 

 

I.8.2. Analiza polifenolilor din extractele de Usneae lichen prin cromatografia de lichide de înaltă 
performanță 

 

            Pentru separarea, identificarea și cuantificarea compușilor fenolici, a fost adaptată o metodă 

HPLC standardizată pentru determinarea polifenolilor totali, descrisă de monografia USP 30-NF25 

[236]. S-au utilizat ca substanțe de referință 11 polifenoli-standard. 

 Rezultate și discuții 

 Se observă că în extractele de Usneae lichen studiate s-a identificat doar o parte din 

cei 11 polifenoli utilizați ca substanțe de referință. 

 Polifenolii menționați s-au regăsit numai în extractele etanolic și apos, iar unii dintre 

ei au fost comuni ambelor extracte de Usneae lichen. 

 În maceratul acetonic nu s-a regăsit niciunul din cei 11 polifenoli standard. 

 

I.8.3.  Determinarea conținutului de acid usnic 

 

 Acidul usnic este unul dintre cei mai răspândiţi metaboliţi secundari ai lichenilor;  

are structură dibenzofuranică şi poate fi izolat din majoritatea speciilor genului Usnea Dill.ex Adans., 

având multiple acţiuni farmacodinamice cunoscute [144, 150, 155, 161, 162, 165]. 
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 Material şi metodă 

 Pentru separarea, identificarea și cuantificarea acidului usnic, a fost adaptată o 

metodă HPLC standardizată pentru determinarea polifenolilor totali, așa cum este descrisă în literatură; 

substanța de referință utilizată a fost acidul  usnic.  

 Rezultate și discuții 

 S-a observat că, cel mai mare conţinut de acid usnic, se regăseşte în extractul 

acetonic urmat de extractul etanolic. Extractul apos din Usneae lichen conține cea mai redusă cantitate 

de acid usnic. 

 

I.8.4. Evaluarea capacității antioxidante a extractelorde Usneae lichen prin metoda DPPH 

 

 Material şi metodă  

 Capacitatea antioxidantă a fost determinată spectofotometric prin metoda de 

scavenging a radicalilor DPPH, metodă standardizată pentru evaluarea capacității compușilor fenolici de 

inactivare a radicalilor liberi.  

 Această metodă se realizează prin măsurarea capacității de neutralizare a radicalilor 

DPPH (difenilpicrilhidrazil)  de catre soluțiile analizate;  culoarea violet a soluției inițiale de DPPH la 517 

nm, este modificată în galben deschis, deoarece acesta apare sub formă redusă după contactul dintre 

soluţia DPPH și polifenoli [89-105, 325].  

 Rezultate și discuții 

             S-a observat că extractul etanolic are cea mai mare activitate antioxidantă, urmat de extractul 

apos și de extractul acetonic.  

            La concentrația cea mai mare, extractul de Usnea barbata în etanol are o activitate de captare a 

radicalilor liberi DPPH mai mare de 50%, fiind astfel posibilă stabilirea IC50 pentru acest extract. 

 

I.9.  Obținerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen și analiza acestuia printr-o 

metodă cromatografică de lichide de ultra-înaltă performanță 

 

I.9.1. Obținerea extractului acetonic uscat din Usneae lichen 

 

 Material și metodă 

 Pentru obținerea extractului uscat, Usneae lichen a fost măcinat sub formă de 
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pulbere și menținut cu acetonă, într-o instalație de refluxare continuă de tip Soxhlet. După finalizarea 

refluxării, s-a realizat evaporarea solventului iar extractul acetonic uscat a fost transferat într-un vas de 

sticlă cu capac etanș și păstrat la congelator, la o temperatura mai mică de -20o C, până la procesarea 

ulterioară [120]. 

 Rezultate și discuții 

 Extractul uscat obținut are o consistență păstoasă,  colorație verde-brună, miros 

acetonic puternic și gust iute.  

 

I.9.2. Cromatografia de lichide de ultra-înaltă performanță (UHPLC) 

 

 Material și metodă 

 Identificarea și determinarea conținutului de acid usnic a fost efectuată prin metoda 

UHPLC. eșantion de analiză: extractul uscat de Usneae lichen, solubilizat în DMSO.  Solubilizarea în 

DMSO a fost realizată deoarece acetona nu este un solvent adecvat pentru analiza UHPLC (absoarbe 

puternic și deformează picul soluției de analizat); de asemenea, in vederea studiilor pe culturi celulare, 

DMSO, spre deosebire de acetonă, nu este toxic celular [263]. Substanța de referință: acid usnic în DMSO  

 Rezultate și discuții 

 Conținutul de acid usnic determinat in extractul acetonic uscat este semnificativ mai 

mare decât in maceratul acetonic.  

  În cromatogramele soluțiilor diluate s-a observat și prezența altor compuși organici, 

încă neidentificați, care potențează efectul terapeutic al extractului uscat. 

 

 

 

Studiul II.   Cercetări privind proprietățile citotoxice ale extractului uscat de 

Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. pe Artemia  salina L. 
 

  

           Ipoteza de lucru:   constituenții chimici existenți în extractul uscat de Usneae lichen au acțiune 

citotoxică, care ar putea provoca moartea larvelor de Artemia salina L. 
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           Scopul studiului:     evaluarea preliminară a potențialului citotoxic al extractului uscat de Usneae 

lichen  pe Artemia salina L. 

II.1. Material și metodă 
 

                  Acest studiu  preliminar de citotoxicitate s-a realizat pe larvele de Artemia salina L., care au 

fost puse în contact cu soluții diluate ale extractului uscat de Usneae lichen (EUB). 

                                  Cuantificarea efectelor la nivel macroscopic s-a realizat prin măsurarea nivelului de 

supraviețuire al larvelor de Artemia salina L., în condițiile expunerii la concentrații diferite de extract 

uscat de Usneae lichen în DMSO un timp limitat. 

 

II.2.    Rezultate și discuții 
 

 Contactul  larvelor de Artemia salina L. cu soluția salină și DMSO a arătat că cele 2 

soluții nu au efect citotoxic asupra acestora.  

 După contactul cu EUB, s-a calculat DL50, rezultatele obținute arătând că extractul 

uscat de Usneae lichen prezintă acțiune citotoxică evidentă, direct proporțională cu doza și cu timpul de 

contact.  

 

 

Studiul III.   Evaluarea acțiunii antitumorale a extractului acetonic uscat din 

Usneae lichen pe carcinomul lingual cu celule scuamoase, CAL 27 

(ATCC® CRL-2095™) 
 

 

                Ipoteza de lucru: extractul uscat de Usneae lichen are acțiune antitumorală pe carcinomul 

lingual cu celule scuamoase. 

                 Scopul studiului: evaluarea  acțiunii antitumorale în funcție de concentrația extractului și de 

timpul de expunere  și  determinarea mecanismelor posibile prin care se produce moartea celulelor 

tumorale CAL 27.  
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III.1.     Pregătirea materialului  de lucru 
 

          Celulele liniei tumorale umane CAL 27 (ATCC® CRL-2095™) reprezentate de celule epiteliale 

scuamoase izolate din carcinomul lingual au fost numărate, evaluându-se în același timp și viabilitatea 

celulară.  

  

III.2.     Determinarea modificărilor morfologice 

 

          Această determinare s-a realizat prin aplicarea soluțiilor diluate din extractul uscat de Usneae 

lichen pe culturile de celule tumorale CAL 27. Modificările morfologice ale celulelor CAL 27 după 

contactul cu soluțiile testate au fost detectate la microscop. 

 Rezultate și discuții 

            Analiza culturilor celulare la microscop, după contactul acestora cu EUB au evidențiat ca 

morfologia celulelor CAL 27 s-a modificat diferit, în funcție de vârsta culturii celulare, durata de 

expunere și concentrația soluției de EUB testată.  

 Obsevațiile anterioare au dus la concluzia că modificările morfologice s-au datorat 

exclusiv extractului uscat de Usneae lichen. 

 

III.3.  Dozarea proteinelor totale 
 

  Dat fiind faptul că proteinele sunt elemente fundamentale menținerii vieții,  se apreciază că 

scăderea cantității proteinelor  totale conduce la moartea celulară.  Pornind de la aceste considerente, 

ipoteza de lucru a acestui subcapitol este că aplicarea diferitelor concentrații de EUB generează moartea 

celulelor tumorale CAL 27  prin acest mecanism. 

Principiul metodei 

               Colorantul Coomassie Brilliant Blue G (CBBG) in contact cu proteinele, generează un complex 

de culoare albastră; concomitent cu formarea complexului albastru are loc și o modificare a capacității 

maxime de absorbție. 

 Rezultate și discuții 

Analizând rezultatele obținute se observă că cantitatea de proteine solubile din celulele tumorale 
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CAL 27 este direct proporțională cu concentrația EUB.  

 

III.4.    Determinarea viabilității celulare prin metoda MTT 
 

   Principiul metodei:  

         Metoda colorimetrică cu bromură de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5-difeniltetrazoliu (MTT) are la 

bază capacitatea dehidrogenazelor mitocondriale din celulele vii de a converti substratul hidrosolubil 

galben (MTT) în formazan, de culoare albastru închis, insolubil în apă; cantitatea de formazan produsă 

este direct proporţională cu numărul de celule vii  [315, 316, 318].   

 Rezultate și discuții 

 Cea mai intensă activitate citotoxică s-a manifestat la contactul de 24 de ore al celulelor CAL 27 
cu EUB. 

III.5.   Evaluarea apoptozei celulare prin tehnica citometriei în flux 
 

  Principiul metodei 

            Anexina V marcată cu fluorocrom este utilizată pentru detectarea fosfatidil-serinei expusă la 

suprafața membranei celulelor apoptotice cu ajutorul citometriei în flux. Conjugarea dintre Anexina V 

și fluoresceină (FITC - Fluorescein isothiocyanat) facilitează cuantificarea rapidă a celulelor apoptotice 

marcate fluorescent. Prelucrarea celulelor în vederea evaluării rezultatelor se realizează utilizand kit-ul 

“eBioscience™ Annexin V-FITC  Apoptosis Detection [344]. 

 Rezultate și discuții 

              Analiza datelor obținute arată că extractul acetonic uscat de Usneae lichen induce apoptoza 

celulelor tumorale CAL 27 direct proporțional cu concentrația soluției utilizate și cu timpul de expunere. 

 

III.6.      Evaluarea acțiunii  extractului acetonic de uscat de Usneae lichen asupra activității 
enzimelor antioxidante din celulele tumorale CAL 27 
 

Ipoteza de lucru: extractul acetonic uscat de Usneae lichen are acțiune de stimulare a enzimelor 

antioxidante din celulele CAL 27. 

Scopul studiului:   determinarea activității principalelor enzime antioxidante din celulele CAL 27 :  SOD, 

CAT și POD și evaluarea nivelului de stimulare a acestora de către extractul uscat de Usneae lichen,  în 
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contextul efectului citotoxic exercitat de EUB pe celulele tumorale și  în corelație cu  concentrația 

extractului  și cu timpul de contact. 

III.6.1.      Determinarea activităţii superoxid-dismutazei  

III.6.2.      Determinarea spectrofotometrică a activităţii catalazei 
III.6.3.      Determinarea activităţii peroxidazei 
 

 Rezultate și discuții 

                Se remarcă o stimulare ușoară a activității SOD de către EUB, prrcum și o stimulare puternică 

a activităților CAT și POD. S-a analizat efectul EUB pe enzimele antioxidante, în strânsă legatură cu 

citotoxicitatea sa pe celulele CAL 27 și cu influența sa asupra concentrației de proteine totale din celulele 

CAL 27, determinări realizate în cadrul aceluiași studiu (subcapitolele III.4. si III.5.).  

 

 

Studiul IV. Studii privind efectele antibacteriene ale extractelor  din Usnea 

barbata (L.) F.H. Wigg pe specii bacteriene izolate din orofaringe 
 

 

 

                Ipoteza de lucru: existenţa unor posibile efecte antibacteriene ale extractelor în etanol, 

acetonă şi apă din Usneae lichen. 

                Scopul studiului: evaluarea intensității efectului inhibitor asupra speciilor bacteriene izolate 

din oro-faringe, pentru fiecare tip de extract de Usneae lichen în parte. 

 Rezultate și discuții 

              Comparând acţiunea antibacteriană a extractelor acetonice şi etanolice de Usneae lichen pe 

ambele genuri de coci Gram-pozitivi testate, s-a observat că zonele de inhibiţie sunt foarte apropiate ca 

dimensiuni  în cazul Staphylococcus aureus şi Streptococcus oralis, în timp ce la Staphylococcus 

epidermidis sunt considerabil mai mari. 

               Se poate afirma, prin analiza rezultatelor, că extractele apoase sunt practic lipsoite de activitate 

antibacteriană. 

                Dintre bacilii Gram-negativi, Escherichia coli este parţial sensibil, deoarece pe zonele de 

inhibiţie existente se dezvolta tulpini mutante rezistente. Pseudomonas aeruginosa, însă, renumit prin 
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rezistenţa sa la agenţi antibacterieni, a înregistrat nivele mari de sensibilitate comparativ cu Escherichia 

coli. 

 

CONCLUZII FINALE 
 

 

1. Cercetările fitochimice efectuate pe Usnea barbata (L)F.H.Wigg au evidențiat: mucilagii, 

polifenoli și alți compuși cu caracter reducător, precum și acid usnic. 

 

2. În extractele etanolice se regăsește cel mai mare conținut de polifenoli totali;  în extractul apos 

și în cel acetonic, valorile conținutului de polifenoli totali calculate au fost foarte apropiate, 

fiind mai mici decât în extractele etanolice. 

 

3. Rezultatele determinării HPLC au dovedit că extractul acetonic obținut prin macerare prezintă 

cel mai ridicat conținut de acid usnic, urmat  -  în ordine descrescătoare -  de extractul etanolic 

și de cel apos. 

 

4. Extractele acetonic, etanolic și apos din Usneae lichen au acțiune antioxidantă direct 

proporțională cu conținutul de polifenoli;  extractul etanolic prezintă cea mai intensă 

activitate antioxidantă.  

 

5.  Extractul acetonic uscat din Usneae lichen prezintă un conținut de acid usnic de 8 ori mai 

mare decât maceratul acetonic.  

 

6. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. prezintă acțiune citotoxică evidentă, 

cuantificată prin procentul mare de mortalitate al naupliilor de Artemia salina L. direct 

proporțională cu doza și cu timpul de contact.  

 

7. Extractul acetonic uscat de Usnea barbata (L.)F.H.Wigg. are efect citotoxic pe linia celulară 

tumorală CAL27,  direct proporțional cu concentrația soluțiilor folosite. 
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         Citotoxicitatea EUB poate fi explicată și prin scăderea proteinelor totale, dependentă de 

concentrația extractului;   

         Citotoxicitatea indusă de EUB este mai mare după 24 ore, comparativ cu cea înregistrată 

după 48 ore – ușor mai scăzută; această mică diferență se datorează, probabil, fenomenelor 

reparatorii intracelulare.  

 

8. Inducerea apoptozei este direct proporțională cu concentrația EUB și cu timpul de contact. 

 

9. EUB stimulează activitatea principalelor enzime antioxidante: activitatea SOD este stimulată 

ușor, în timp de activitățile CAT și POD cresc semnificativ; creșterea semnificativă a activității 

CAT și POD comparativ cu SOD s-ar putea justifica prin creșterea producției de H2O2 

(substratul pe care acționează ambele enzime) cauzată de declanșarea de către EUB a 

procesului de formare a SRO în mitocondrii. 

 

10. Din punct de vedere oxido-reducător, EUB acționează pro-oxidant pe celulele tumorale, 

determinând o super-producție de SRO; prin inducerea unui stres oxidativ puternic în celulele 

tumorale, EUB  scade viabilitatea celulară, producând moartea acestora prin apoptoză. 

 

11. Extractele alcoolice şi acetonice din Usneae lichen au efect antibacterian: 

Staphylococcus aureus s-a dovedit a fi sensibil la acțiunea extractelor alcoolice si acetonice din 

Usnea barbata (L.) F.H.Wigg.  

Pseudomonas aeruginosa prezintă o sensibilitate semnificativă la acţiunea extractelor acetonice 

şi etanolice de Usnea  barbata (L.) F.H.Wigg. 

 

12. Rezultatele prezentului studiu demonstrează că extractele de Usnea  barbata (L.)F.H.Wigg. ar 

putea fi utilizate eficient în infecţii orodentare în care sunt implicate bacterii rezistente la 

terapia antibacteriană obişnuită, completând astfel tratamentul  cu antibiotice clasice. 
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