UNIVERSITATEA DE MEDICINA S| FARMACIE
»IULIU HATIEGANU”
CLUJ-NAPOCA
FACULTATEA DE FARMACIE

TEZA DE DOCTORAT
- REZUMAT -

CONTRIBUTII LA STUDIUL BOTANIC, FITOCHIMIC Sl
FARMACOLOGIC AL UNOR SPECII DE THYMUS
(CIMBRISOR) DIN FLORA SPONTANA A ROMANIEI

Conducator stiintific
Prof. dr. Mircea Tamas
Doctorand
asist. univ. farm. Mariana Pavel

- 2009 —



CUPRINS

|. PARTEA INTRODUCTIVA ...ttt 2
I I VT (Y 2= == I (=T 0T R 3
[.2. Actualitatea si importanta sStudiului ............ccoooeeiiii i 5
ll. PARTEA GENERALA SI STADIUL CUNOASTERII ... 7
[I.1. DATE BOTANICE PRIVIND SPECIILE GENULUI THYMUS ........ccccciiiiiriinnnee. 8
11.1.1. Tncadrare sistematica si denumiri PopUIare............ccocooveeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeens 8
] 2 = #= 1] o = o |1 = EPPUR 8
[1.1.3. Caractere generale ale familiei Lamiaceae............cccccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 9
[1.1.4. Descrierea botanica a genului Thymus.............ooooiiiiiiciiice e, 10
[1.1.5. Specii de Thymus din flora spontana a Romaniei .............cccooevieiiiiicicccieennn. 11
[1.11.5.1. Thymus comosus Heuffel ex Griseb........ccccoooiiiiiiiiis 11
[1.11.5.2. Thymus bihoriensis Jalas ..., 12
[1.11.5.3. Thymus pulcherrimus Schur ...........cccoiiii e, 12
[1.11.5.4. Thymus alpestris Tausch. ex A. Kerner...........ccccocooiiiiiiiiiiiiiiiieiiiinnnnns 13
[1.11.5.5. Thymus pulegioides L. ... e e 14
[1.11.5.6. Thymus zygioides GriSebD. ... 15
1111.5.7. Thymus jJANKae CelaK. ......ccoocooiioiieiieeeeeeeeeee e 16
[1.11.5.8. Thymus balcanus Borbas ..., 16
[1.11.5.9. Thymus longicaulis C. Presl. ........cccooiiiiiiiiiiiciiee e, 17
[1.1.5.10. Thymus COMPLUS FriV. ... eeeeaeeeees 18
[1.1.5.11. Thymus callieri Borbas ex Velen.............cccorrrriiccccceee e, 18
[1.11.5.12. Thymus glabrescens Willd...........ccoo e 19
[1.1.5.13. Thymus sibthorpii Bentham..........ccccooioiiiiiiiii e, 20
[1.1.5.14. Thymus pannoniCus All... ... e e e e e eeeeees 20
[1.11.5.15. Thymus serpyllum L. Sp. FFES .....ouumriiiiiiiiiieeeeeeeeere e 21
[1.2. PRODUSUL VEGETAL MEDICINAL......cuuiiiiiieeeeeeee e 23
11.3. ISTORICUL CERCETARILOR ASUPRA SPECIILOR DE THYMUS.................. 24
11.4. DATE PRIVIND COMPOZITIA CHIMICA .......ooeeeeeee e 25
[1.4.1. Uleiul volatil - polimorfismul privind compozitia chimica ..................ccceeeeeenis 25
[1.4.2. Flavonoide caracteristice genului Thymus ... 30
[1.4.3. Alte prinCipii @CHIVE......couuiiiii e e 32
11.5. DATE PRIVIND ACTIUNEA FARMACOLOGICA ..........oiiiiiieiiiieiieeein 34
[1.5.1. Actiunea antiinfeCtioasa.............uuuueiiiiiiii e 34
[1.5.2. Actiunea antiSpastiCa. ..........ooeeiiiiiiiiiiiiiiee e 35
[1.5.3. Actiunea antioXidanta.............coooiiiiiiiiii e 36
[1.5.4. Alte actiuni farmacolOgiCe. ..........cooiiiiiiiiiiiiiee e 37
[1.5.5. Toxicitatea uleiului volatil.. ..., 37
[1.6. PRODUSE FITOTERAPEUTICE (FORME FARMACEUTICE) OBTINUTE DIN
SPECIH DE THYMUS ...ttt e e e aeaaaaeeeeas 38
[1.7. PRODUSE COSMETICE ..o oottt 39
1.8. STADIUL ACTUAL AL CERCETARILOR SI VALORIFICARII SPECIILOR DE
THYMUS DIN FLORA SPONTANA A ROMANIEL........coviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 40



. CERCETARI PERSONALE ..........coitititieeieeeie et 41

1.1, SPECILE LUATE IN LUCRU. ...ttt 41
l11.2. VERIFICAREA IDENTITATII PRODUSELOR VEGETALE .....ccccoveviviveeee, 42
1 22 =5 = 0 =Y o 0 = T 0 1= o7 o o 2SSOSR 43
[11.2.2. EXamMeEN MICIOSCOPIC ... .uiiiiiiiiieeeeeiiee e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e eennanns 46
[11.2.3. Examenul microscopic prin microscopie electronica de baleia..................... .51
[11.2.4. Examen chimic general (screening chimic) ...........ccccvviiiiiie e, 54
[11.2.5. Identificarea flavonozidelor si acizilor polifenolici prin CSS....................... sy
[11.2.6. Identificarea unor triterpene (acid ursolic, acid oleanolic) prin CSS................ 62
[11.2.7. Identificarea unor compusi volatili prin CSS............ 64
111.3. DETERMINAREA PURITATII PRODUSELOR VEGETALE........cccocveveueae... 65
[11.3.1. Determinarea impuritatilor din aceeasi planta ..............cccceeeiccccnn. 66
[11.3.2. Determinarea corpurilor straine de planta producatoare ...............cccc.ccoouen. 66
l1.4. DETERMINAREA CALITATII PRODUSELOR VEGETALE ......ccovoveveeveee. 66
[11.4.1. Determinari preliminare. ..........oooeeeeeiiie e 67
[11.4.1.1. Determinarea pierderilor prin uscare (umiditatea).............cccceeeiiiiiiiinnnnne. 67
[11.4.1.2. Determinarea substantelor solubile (extractiv)...........cccccoevieiiiiiiiiiiiiiiiiins 68
[11.4.1.3. Determinarea reziduului prin calcinare. .............oooouiiiiiiiiiee e, 70
[11.4.1.4. Determinarea factorului de imbibare............cccccoooi 71
[11.4.1.5. Determinarea indicelui de spumefiere...........ccccoiiiiiiiiiiii s 72
[11.4.2. Determinarea continutului in principii active................viiiiiiieeeeeeees 73
[11.4.2.1. Determinarea continutului de ulei volatil...............cccccooiiiiiiii s 74
[11.4.2.2. Determinarea continutului total de flavonozide............cccccoooeiiiiiiiiiiiiiinnnns 76
[11.4.2.3. Determinarea continutului total de acizi polifenolici..............cccccciiiiinns 79
[11.4.2.4. Dozarea unor compusi polifenolici prin HPLC.............coiiiiiiiiiiiee e, 83
[11.4.2.5. Dozarea acidului rozmarinic prin HPLC...........ccooiiiii s 94
[11.4.2.6. Determinarea confinutului de taninuri............cccccooiiiiiiiiii e, 98
[11.4.2.7. Determinarea continutului de antocianozide..........ccccccovciiiiiiiiniieneeeeeeee. 100
[11.4.2.8. Determinarea continutului de proantociani.............cccceviiiiiiiiiiiiiin e, 102
[11.4.2.9. Determinarea continutului de saponozide...........cccccviiiiiiiiiiinnieeeeeeeeeee 103
[11.4.2.10. Determinarea continutului de carotenoide. .............cccceeveeieiiiiiiiiiicceee. 105
l11.5. ANALIZA FIZICA SI CHIMICA A ULEIURILOR VOLATILE.........cccccveveeennn 108
[11.5.1. Stabilirea unor parametri fizici ai uleiurilor volatile.................cccccceeeeeeeinennnnnn. 108
[11.5.2. Analiza compozitiei chimice a uleiurilor volatile..............ccccciiiinnnn. .....109
[11.5.2.1. Analiza compozitiei chimice a uleiurilor volatile prin CSS.......................... 109
[11.5.2.2. Analiza compozitiei chimice a uleiurilor volatile prin GC............c.............. 112

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. alpestris ..........couevveiiiiiiiiieiiee e, 114

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. pulegioides (Azuga, 2005)................cc.... ..118

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. pulegioides (Sinaia, 2005) ........................ 120

"1 Analiza GC a uleiului volatii de T. pulegioides (P. lzvoarelor, 2006; P.
b4V o= 1=1 1] 24 01 4 TSP 122

"1 Analiza GC a uleiului volatil de T . pulegioides (Sinaia, 2007; P.lzvoarelor,
2007; BUSEENI, 2007 ).ttt e e e e e e e e e e e e e e e e 125

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. comosus (Bragov, 2005)...........cccccceeiinnee 129

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. comosus (Brasov, 2006)........................... 131

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. glabrescens (Salaj, 2004) .........cccccceeeeenen. 134

1 Analiza GC a uleiului volatil de T. glabrescens (Gorj, 2005) ......ccccceeveeeennn... 137



1 Analiza GC a uleiului volatil de T. glabrescens (Cluj, 2007)..............cccco....... 139

1 Analiza GC a uleiului volatil obtinut din T . serpyllum (culturd)..................... 142
[11.6. EXTRACTE - TEHNOLOGIA DE OBTINERE $1 ANALIZA UNOR EXTRACTE
DIN SERPYLLIHERBA. ... ..ottt e e e e e e e e e e e e e e eeeeees 146
[11.6.1. Obtinerea si analiza unor solutii extractive apoase (infuzii).......................... 146
[11.6.1.1. Obtinerea si analiza infuziei de T . pulegioides (Azuga, 20095)................. 146
[11.6.1.2. Obtinerea si analiza infuziei de T. glabrescens (Salaj, 2004)..................150
[11.6.1.3. Obtinerea si analiza infuziei de T. pulegioides (P. lzvoarelor)................ 154
[11.6.2. Obtinerea si analiza unor dispersii de ulei volatil in apa...................ccc...... 157
[11.6.2.1. Obtinerea si analiza hidrodistilat-ului de T. pulegioides (Azuga, 2005).....157
[11.6.3. Obtinerea si analiza unor solutii hidro-alcoolice (tincturi, extracte fluide)
obtinute din specii de TRYMUS ..o 159
[11.6.3.1. Obtinerea si analiza tincturii de T . glabrescens (Salaj, 2004).................159
[11.6.3.2. Obtinerea si analiza tincturii de T . pulegioides (Azuga, 20095)................ 166
[11.6.3.3. Obtinerea si analiza unor extracte hidro-alcoolice fluide......................... 168
[11.6.4. Obtinerea si analiza unui extract uscat ..., 181
111.7.CERCETARI FARMACOLOGICE..........cctieeieeeeeeeeeeeee e, 187
[11.7.1. Actiunea antimicrobiana a uleiurilor volatile..............cccccooiiiiiiii 187
[11.7.2. Actiunea antifungica a uleiurilor volatile................ccccce i, 192
[11.7.3. Actiunea antiinflamatoare a unor extracte obtinute din Serpylli herba.......... 196
[11.7.4. Actiunea antispastica a unor extracte obtinute din Serpylli herba.............. 200
111.8. OBTINEREA UNEI FORME FARMACEUTICE PE BAZA DE ULEI VOLATIL DE
THYMUS PULEGIOIDES ...ttt e e e e e e e e e e e e e 203
[11.8.1. Formularea apei de guUIra ...........cocoiiiiiiiiiiiii e 204
[11.8.2. Prepararea apei de QUIA .......ccooeiiiiiiiiiiiiiiiie e eeeeees 206
[11.8.3. Controlul calitatii apei de QUIra .........ccccoiiiiiiiiiiii e 206
[11.8.3.1. Determinarea aspeCtUlUi..........ccoouuueiiiiiiiiiiii e 206
[11.8.3.2. Determinarea PH-UIUI.........ooooiiiiiiiieee e 206
[11.8.3.3. Determinarea densitafii relative............cccocoiiiiiiiiii e 207
[11.8.3.4. Determinarea VASCOZItATii. . ... ..ceeuurummeeiieee e 207
[11.8.3.5. Studiul stabilitatii apei de gura...........ccccuuiiiiiiiiiii 207
[11.8.3.6. Studiul actiunii antifungice a apei de gura ..........ccccccceeiiiiiiiiiiiicciie 208
IV.CONCLUZII GENERALE........oi it 212
V. BIBLIOGRAFIE. ...ttt e e e e e e e e e e e e e e s e 217

Cuvinte cheie: Thymus, Lamiaceae, analiza farmacognostica, microscopie
electronica de baleiaj, ulei volatil, flavonozide, acizi polifenolici, tanin, saponozide,
carotenoide, antoacianozide, proantociani, HPLC, GC-MS, antimicrobian, antifungic,

antiinflamator, apa de gura



|. PARTEA INTRODUCTIVA

In acest capitol se prezintd motivarea alegerii temei de cercetare (1.1.) precum si
importanta si actualitatea studiului (1.2.).

Interesul pentru speciile de Thymus este foarte crescut in lume si in Romania,
datorita continutului acestora in ulei volatil si flavonoide. Aceste principii active imprima
importante efecte terapeutice: antiseptic, antiinflamator, antispastic, antioxidant etc.

Scopul lucrarii este cunoasterea compozitiei chimice a speciilor mai frecvent
raspandite in flora spontana, un studiu morfologic si anatomic comparativ, pentru
evitarea substituirilor, precum si valorificarea superioara, in scopuri terapeutice, a
principiilor active pe care aceste specii le contin. Ne-am propus sa obfinem extracte
apoase si hidro-alcoolice pe care sa le supunem testarilor farmacologice in vederea
stabilirii actiunii antiinflamatoare si antispastice. Urmarim, de asemenea, izolarea uleiului
volatil, analiza compozitiei chimice a acestuia, analiza activitatii microbiologice si
inglobarea acestui grup de principii active intr-o forma farmaceutica de uz extern, cu

actiune antiseptica.

ll. PARTEA GENERALA S| STADIUL CUNOASTERII

in prima parte (l.1.) se prezinta informatii privind datele botanice ale genului Thymus
(incadrare sistematica, denumiri populare, raspandire, caractere generale ale familiei
Lamiaceae, descriere botanica a genului Thymus, descrierea celor 15 specii de Thymus
care vegeteaza in flora spontana a Romaniei).

Subcapitolul 1l.2. prezinta date referitoare la produsul vegetal medicinal, Tnscris sub
denumirea de Serpylli herba in Farmacopeea Europeana in vigoare.

I.3. Se prezinta istoricul cercetarilor asupra speciilor de Thymus. Studiate din cele
mai vechi timpuri, astazi isi dovedesc utilitatea terapeutica.

11.4. Arata date privind compozitia chimica a produsului vegetal Serpylli herba.

Cele mai importante principii active ale acestui produs vegetal sunt: uleiul volatil,
flavonozidele, acizii polifenolcarboxilici, taninurile, compusii triterpenici (acid ursolic si
oleanolic).

I1.5. Cuprinde date privind actiunea farmacologica si indicatiile terapeutice.



Actiunea produsului vegetal Serpylli herba este: antiseptica, antispastica, stomahica,
coleretic-colagoga, carminativa, diuretica, antiparazitara (vermicida).

Indicatjile terapeutice aprobate de German Commission E pentru produsul vegetal
Serpylli herba sunt: tuse, bronsita.

Subcapitolele II.6. si I.7. descriu produsele farmaceutice si cosmetice care contin
produsul vegetal Serpylli herba sau extracte obtinute din acesta.

Stadiul actual al cercetarilor si valorificarii speciilor de Thymus din flora spontana a

Romaniei este prezentat in subcapitolul 11.8.

lIl. CERCETARI PERSONALE

Cuprinde cercetarile personale privind analiza botanica, fitochimica si

farmacologica a produselor vegetale obtinute de la specii spontane de Thymus.

lll.1. Prezinta speciile luate in lucru si obtinerea materiilor prime vegetale. Am
folosit ca material de studiu partea aeriana inflorita (herba), uscata dupa recoltare,
obtinuta de la speciile: Thymus alpestris Tausch ex. A. Kerner (lotul A); T. pulegioides L.
(loturile B - K); T. comosus Heuffel (loturile L - N); T. glabrescens Willd. (loturile O - S).

Folosind analiza farmacognostica, am stabilit parametrii de identitate, puritate si

calitate pentru produsele vegetale.

lll.2. Verificarea identitatii materiilor prime vegetale a fost realizata prin examen
macroscopic, examen microscopic (sectiuni transversale prin frunza si tulpina, preparate
»concissum?” si pulberi clarificate, microscopie electronica de baleiaj) si screening chimic.

Examenul macroscopic a evidentiat elemente morfologice care pot constitui
particularitati de recunoastere a produselor, confirmand caracterele citate in literatura de
specialitate.

Prin examenul microscopic s-au evidentiat elemente anatomice specifice.

Sectiunea transversala prin tulpina arata o structura secundara incompleta, epiderma

cutinizata, cu peri tectori si glandulari, colenchim angular, lacuna medulara.



Sectiunea transversala prin frunza se caracterizeaza prin structura heterogen -
asimetrica, fascicul libero-lemnos de tip colateral, peri tectori pluricelulari si peri
glandulari octocelulari, localizati mai ales pe epiderma superioara;

Pulberea si preparatul ,,concissum _clarificate (obtinute din herba) prezinta: celule

epidermice sinuoase si prevazute cu stomate de tip diacitic; peri tectori si peri glandulari
numerosi; papile, granule de polen sferice sau eliptice, cu exina fin granulata si 6 (3)
pori germinativi, endoteciu.

Prin microscopie electronica de baleiaj se observa particularitati ale suprafetei foliare
(forma, margine, nervatiune, stomate, peri tectori si glandulari).

Prin screening chimic s-a pus in evidenta prezenta compusilor: mucilagii, oze, acizi
polifenolici, flavonozide, antocianozide, proantociani, tanin, saponozide, compusi azotat;
nealcaloidici si carotenoide. Produsul vegetal prezinta aceeasi compozitie chimica,
indiferent de specia de la care se obtine.

Prin cromatografie in strat subtire in produsul vegetal Serpylli herba am identificat

compusii: luteol, apigenol, acid cafeic, acid rozmarinic, acid ursolic/oleanolic, timol.

lll.3. Puritatea materiei prime s-a exprimat prin continutul de impuritati si de corpuri
straine. Toate loturile de herba studiate au o puritate avansata (peste 97 %).

lll.4. Calitatea produsului Serpylli herba s-a apreciat prin evaluarea unor parametri
conventionali specifici si prin dozarea unor principii active.

S-au determinat urmatorii parametri conventionali specifici: pierderile prin uscare
(F.E. 6.0); substantele solubile (F.R. X, cap. IX.D.8); cenusa totala si cenusa insolubila
in HCI 100 g/L (F.R. X, cap. IX.C.17); factorul de imbibare (F.E. 6.0); indicele de
spumefiere (agitare solutie aposa).

S-au dozat: uleiul volatii (F.R.X, cap. IX.D.10), flavonozidele (metoda
spectrofotometrica - reactia cu clorura de aluminiu), acizii polifenolici (metoda
spectrofotometrica - reactia Arnow), taninurile (metoda spectrofotometrica indirecta -
reactia cu acid fosfowolframic), antocianozidele (metoda spectrofotometrica - extractie
in n-butanol), proantocianii (metoda spectrofotometrica - transformare in antociani la
acidulare), saponozidele (metoda gravimetrica - precipitare in acetona), carotenoidele

(metoda spectrofotometrica - extractie cu solvent apolar si saponificare cu KOH).



Rezultatele determinarilor cantitative sunt: 0,1 - 1 % ulei volatil;, 0,4 - 0,7 %
flavonozide; 3 - 10 % acizi polifenolici; 3 - 5 % tanin; 0,12 - 0,15 % antocianozide; 0,054
- 0,378 % proantociani; 2,5 - 6 % saponozide; 0,012 - 0,107 % carotenoide.

Prin analiza HPLC au fost dozati compusii: acid caftaric (0,97 - 4,92 mg %), acid
cafeic (5,27 - 13,50 mg %), acid gentizic (0,69 - 2,55 mg %), acid p-cumaric (0,79 - 0,80
mg %), acid ferulic (0,58 - 4,04 mg %); acid clorogenic (1,83 - 14,69 mg %); quercetol
(0,51 - 3,10 mg %); luteol (7,33 - 49,12 mg %), apigenol (2,10 - 23,56 mg %); acid
rozmarinic (0,048 % si 0,398 %).

lll.L5. Se prezinta rezultatele analizelor fizico-chimice asupra uleiurilor volatile
obtinute din produsele vegetale analizate.

Uleiul volatil de Thymus serpyllum are un indice de refractie de 1,4785 - 1,5060 si o
densitate relativa de 0,8600 - 0,8960.

Prin CSS au fost evidentiati compusii volatili: timol/ carvacrol - in uleiul volatil obtinut
din specia T. pulegioides; linalol - in uleiul volatil obtinut din specia T. glabrescens.

Prin GC-MS a fost analizata compozitia chimica a 13 probe de ulei volatil (12
provenite de la specii spontane, 1 din cultura). Pe baza compozitiei chimice, respectiv a
continutului in fenoli, cele 13 probe de ulei volatil se pot clasifica in doua grupe:

- grupa fenolica (constituentii principali sunt fenolii monoterpenici);

- grupa non-fenolica (constituentii majoritari sunt hidrocarburile mono- si

sesquiterpenice sau alcoolii mono- si sesquiterpenici).

Uleiuri volatile cu un continut ridicat de fenoli se obtin de la speciile: T. pulegioides
(55 - 68 %) si T. alpestris (49 - 68 %).

Uleiurile volatile obtinute de la specia T. glabrescens contin in principal alcooli
monoterpenici (38 - 58 %) sau sesquiterpenici (44 %), iar cele provenite de la T.

comosus, hidrocarburi monoterpenice (19 - 24 %) sau sesquiterpenice (11 - 33 %).

lll.6. Se prezinta rezultatele cercetarilor privind obtinerea si analiza unor extracte
(infuzii, hidrodistilat, tincturi, extracte fluide si uscate) obtinute din produsul vegetal

Serpylli herba.



l11.6.1. Infuzia de T. pulegioides (Azuga, 2005) contine: compusi reducatori, acizi
polifenolici (0,374 - 0,423 g %), flavonozide (0,020 - 0,025 g %), proantociani, taninuri
catehice, compusi volatili cu structura monoterpenica (86,62 %, din care 64 % fenoli),
respectiv sesquiterpenica (3,45 %).

In infuzia obtinuta din specia T. glabrescens (Salaj, 2004) au fost identificati prin
GC-MS, 11 compusi volatili, dintre care majoritar este cis-sabinen hidratul (62 %).

In infuziile obtinute din T. pulegioides herba (P. Izvoarelor, 2006 si 2007) au fost
identificati prin GC-MS, 20, respectiv 14 constituenti volatili, dintre care, preponderent;
sunt timolul si carvacrolul.

11.6.2. Hidrodistilatul obtinut din specia T. pulegioides (Azuga, 2005) contine
procente ridicate de fenoli si alcooli monoterpenici (timol, carvacrol, linalol).

Analiza compozitiei chimice a unui hidrodistilat obtinut dintr-o specie spontana de
Thymus constituie o nota de originalitate.

l1.6.3. Tn tincturile obtinute prin percolare, respectiv macerare, din produsul
vegetal Thymi glabrescens herba (Salaj, 2004) au fost identificati/dozati: compusi
reducatori, acizi polifenolici (0,565 - 0,612 g %), flavonozide (0,023 - 0,025 g %),
proantociani, taninuri catehice, saponozide (prin reactii specifice); acid ursolic, luteol,
acid cafeic, acid rozmarinic (prin CSS), alcooli sesquiterpenici (prin GC-MS).

Tincturile obtinute din Thymi pulegioides herba (Azuga, 2005) contin: compusi
reducatori, acizi polifenolici (0,336 - 0,356 g %, pentru alcool 40 % sau 0,411 - 0,425 g
% pentru alcool 70 %), flavonozide (0,023 - 0,027 g %), proantociani, taninuri catehice,
saponozide.

Extractele fluide obtinute din produsele vegetale Thymi pulegioides herba (Sinaia,
2005 si Busteni, 2007) contin: flavonozide (0,10 - 0,19 g %), acizi polifenolici (1,78 - 2,46
g %), triterpene, taninuri (0,8 - 1,7 g %), compusi reducatori, luteol, apigenol, acid cafeic,
acid rozmarinic, acid ursolic/ acid oleanolic, compusi volatili.

1.L6.4. S-a obtinut prin tehnica liofilizarii un extract uscat standardizat in
flavonozide (1,52 - 1,60 %) din produsul vegetal Serpylli herba. Este solubil in apa si
alcool. Contine flavonozide (heterozide ale luteolului si apigenolului), acizi polifenolici
(acid cafeic, acid rozmarinic si derivati ai acestora), tanin catehic, saponozide

(heterozide ale acizilor ursolic sau oleanolic), compusi reducatori.



lll.7. Se prezinta rezultatele obtinute in urma cercetarilor farmacologice: studiul
actiunii antimicrobiana, antifungica, antiinflamatoare si antispastica.

Il.7.1. Uleiurile volatile obtinute din specii de Thymus (T. pulegioides, T.
glabrescens) cu un continut ridicat de fenoli (carvacrol, timol) sau alcooli monoterpenici
(geraniol) manifesta efect inhibitor asupra cresterii unor bacterii de tip Gram-negativ si
Gram-pozitiv.

Numerosi germeni Gram-negativi sunt sensibili la actiunea uleiurilor volatile, in
special Escherichia coli si Enterobacter cloacae (CMI = 2,7 - 13,5 uL/mL). Tulpinile de
Pseudomonas (P. aeruginosa, P. tolaasi), Proteus mirabilis si Salmonella typhimurium
sunt foarte sensibile la actiunea uleiului volatil de T. glabrescens, bogat in geraniol.

Dintre bacteriile Gram-pozitive, Micrococcus flavus, Sarcina lutea si Listeria
monocytogenes sunt foarte sensibile. Numai uleiul volatil de T. pulegioides (Sinaia,
2005) inhiba cresterea bacteriei Staphylococcus aureus.

1.7.2. Uleiurile volatile obtinute din doua specii indigene de Thymus (T.
pulegioides, T. glabrescens) prezinta efect antifungic impotriva Candida albicans (CMI =
10 - 15 uL/mL).

lll.7.3. Extractele metanolice obtinute din specii indigene de Thymus prezinta
efect antiinflamator.

Cel mai pronuntat efect antiinflamator il prezinta tinctura 1:10 preparata din
produsul vegetal T. pulegioides herba (Azuga, 2005). Efect antiinflamator semnificativ
statistic, la 2, respectiv 24 ore de la administrare, se obtine pentru extractul fluid
preparat din produsul vegetal T. pulegioides herba (Sinaia, 2005).

Extractul uscat standardizat in flavonozide, obtinut dintr-un lot comercial de T.
serpyllum herba, manifesta efect antiinflamator la 2 ore de la administrare, la doze foarte
mici (1 mL solutie de concentratie 2 mg/mL la 200 g corp animal).

Il.7.4. Infuzia si tincturile obtinute din Thymi pulegioides herba prezinta efect
antispastic. Infuzia produce o inhibare cu 17 % a contractiilor induse cu acetilcolina.

Tincturile inhiba aceste contractii cu 22 - 35 %.
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lll.8. Se prezinta date privind obtinerea, determinarea parametrilor de calitate si

testarea actiunii antifungice a unei ape de gura preparata cu ulei volatil de T.

pulegioides.

Uleiul volatil a fost inclus, in concentratie de 0,5 % in formula apei de gura.

Solubilizarea uleiului volatil a fost efectuata prin folosirea unor substante auxiliare

adecvate (cremophor RH 40, glicerina, sorbitol).

Apa de gura obtinuta este un lichid limpede, colorat in slab galbui, cu gust dulce-

intepator si miros placut, aromat. Are un pH de 5,4 - 5,6. Densitatea si vascozitatea apei

de gura se incadreaza in limite corespunzatoare.

Nici un parametru al apei de gura nu se modifica pe parcursul conservarii, timp

de trei luni (stabilitate buna in timp).

Apa de gura prezinta actiune fungistatica impotriva tulpinii Candida albicans.

CONCLUZII GENERALE
Speciile spontane indigene de Thymus au un continut ridicat de principii active.

Pot fi valorificate in terapeutica pentru efectul antiseptic (indus de uleiul volatil),

antiinflamator si antispastic (datorat flavonoidelor, compusilor volatili sau altor principii

active).
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[. INTRODUCTION

In this chapter we present the motivation for the selection of the research theme (1.1.)
as well as the importance and actuality of this study (1.2.).

The interest for Thymus species is very big in Romania and all over the world
because of their content in essential oils and flavonoides. These active substances are
responsible for important therapeutic effects as antiseptic, anti-inflammatory,
spasmolytic, antioxidant etc.

The aim of this study is to contribute to the knowledge of the chemical composition of
the most wide spread wild species, a comparative morpho-anatomic study in order to
avoid substitutions, as well as a valorifing in therapeutics of the active substances from
these species. We intend to obtain aqueous and alcoholic extracts and to
pharmacologically test them in order to establish anti-inflammatory and spasmolytic
activities. We also continue with the isolation of the essential oils, the analysis of their
chemical composition, the analysis of their microbiological activity and compound the

essential oil into an external pharmaceutical formula having antiseptic effect.

Il. THE GENERAL PART AND KNOWLEDGE STAGE

In the first part (Il.1.) we present botanical data of the Thymus genre (systematic,
names, area, general characteristics of Lamiaceae family, botanical description of
Thymus genre, description of the 15 wild Romanian Thymus species).

Chapter 1l.2 presents data regarding the herbal drug, mentioned by the European
Pharmacopoeia 6.0 under the name of Serpylli herba.

I.3. We present the history of research for Thymus species. Being studied since
ancient times they prove today to be useful in therapeutics.

11.4. This chapter shows data regarding the chemical composition of Serpylli herba.

The herbal drug contains: essential oils, flavonoides, polyphenolic acids, tannins,
triterpene compounds (ursolic and oleanolic acids).

11.5. Contains data regarding the pharmacological activity and therapeutic indications.

The pharmacological activities of Serpylli herba are: antiseptic, spasmolytic,

stomachic, coleretic-colagoge, carminative, diuretic, anti-parasitic.
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Therapeutic indications approved by the former German Commission E for Serpylli
herba are: cough, bronchitis.

Chapters 1.6 and 1.7 describe pharmaceutical and cosmetic products which contain
the herbal drug Serpylli herba or extracts thereof

The actual stage of research and use of Thymus species from wild flora of Romania

is presented in chapter 11.8.

lll. PERSONAL RESEARCHES

The chapter contains results of personal botanical, phyto-chemical and
pharmacological research made with herbal drugs obtained from wild Thymus species.

lll.1. Presents the samples | worked on and my collection of raw herbal material.
The study material is dried herbage obtained during flowering stage from species: T.
alpestris Tausch ex. A. Kerner (sample A); T. pulegioides L. (samples B - K); T.
comosus Heuffel (samples L - N); T. glabrescens Willd. (samples O - S).

Using pharmacognostic analysis | established identity, purity and quality
parameters.

lll.2. The check for identity of raw material was made by macroscopic and,
microscopic examination (cross sections of leaves and stem, ,concissum” products and
clarified powders, scanning electron microscopy).

By chemical screening | showed the presence of active ingredients:
polyholosides, reducing compounds, polyphenolic acids, flavonoides, anthocyannins,
proanthocyanins, tannins, saponins, nitrogen containing non-alkaloid compounds and
carothenoids. In Serpylli herba | identified by TLC: luteolin, apigenin, caffeic acid,
rosmarinic acid, ursolic/oleanolic acid, and thymol.

lll.3. The purity of the raw material was expressed as the content of impurities
and foreign matters. All studied samples of herbage have high purity (more than 97 %).

lll.4. The quality of Serpylli herba was established by conventional specific
parameters (loss on drying, soluble substances, ash, swelling index, foam index) and
assay of active substances: essential oil 0.1 - 1 % (assay according to Ph. Eur. 6.0);
flavonoides 0.4 - 0.7 % (spectrophotometer method, reaction with AlCI3); polyphenolic

acids 3 - 10 % (spectrophotometer method, reaction with Arnow reagent) ; tannins 3 - 5
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% (spectrophometric method, F.R.X); anthocyanins 0.12 - 0.15 % (spectrophotometer
method); proanthocyanins 0.054 - 0.378 % (spectrophotometer method); saponins 2.5 -
6 % (gravimetric method); carothenoids 0.012 - 0.107 % (spectrophotometer method).

By HPLC the following compounds were quantified: caphtaric acid (0.97 - 4.92
mg %), caffeic acid (5.27 - 13.50 mg %), gentisic acid (0.69 - 2.55 mg %), p-coumaric
acid (0.79 - 0.80 mg %), pherulic acid (0.58 - 4.04 mg %); clorogenic acid (1.83 - 14.69
mg %); quercetin (0.51 - 3.10 mg %); luteolin (7.33 - 49.12 mg %), apigenin (2.10 -
23.56 mg %); rosmarinic acid (0.048 % - 0.398 %).

ll.5. | analysed the physical and chemical properties of the essential oils. The
essential oils isolated from Thymus species have a refractive index of 1.4785 - 1.5060
and a relative density of 0.8600 - 0.8960.

By TLC thymol/ carvacrol and linalool were identified.

By GC-MS | analysed the chemical composition of 13 essential oil samples. |
classified the analysed samples into two groups, according to their main components:

- phenolic group (the main constituents are monoterpenoid phenols);

- non-phenolic group (the main constituents are mono- and sesquiterpenoid

hydrocarbonates or mono- and sesquiterpenoid alcohols).

| obtained essential oils containing high amounts of phenols from the species: T.
pulegioides (55 - 68 %) and T. alpestris (49 - 68 %).

T. glabrescens essential oils contain mainly monoterpenoid alcohols (38 - 58 %) or
sesquiterpenoid alcohols (44 %), while T. comosus essential oils contain monoterpenoid
hydrocarbonates (19 - 24 %) or sesquiterpenoid hydrocarbonates (11 - 33 %).

lll.6. | present results of research regarding the obtainement and analysis of extracts
(infusions, hydrodistillate, tinctures, fluid and dry extracts) of Serpylli herba.

l11.6.1. The infusion of T. pulegioides (Azuga, 2005) contains: reducing compounds,
polyphenolic acids (0.374 - 0.423 g %), flavonoides (0.020 - 0.025 g %),
proanthocyanins, catechic tannin, volatile monoterpenes (86.62 %, of which 64 %

phenols), and sesquiterpenes (3.45 %).
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The infusion of T. glabrescens (Salaj, 2004) contains mainly cis-sabinene hydrate
(62 %). By infusion very small percentages of volatile compounds are extracted from the
herbal drug.

In infusions obtained from T. pulegioides herba (P. lzvoarelor, 2006 si 2007) we
identified volatile compounds, mainly thymol (75 %) and carvacrol (92 %).

l1l.6.2. The hydrodistillate obtained from T. pulegioides (Azuga, 2005) contains high
percentages of phenols and monoterpenoid alcohols (thymol, carvacrol, linalool).

1.6.3. The tinctures obtained by percolation or maceration of the drug Thymi
glabrescens herba (Salaj, 2004) contain: reducing compounds, polyphenolic acids
(0.565 - 0.612 g %), flavonoides (0.023 - 0.025 g %), proanthocyanins, catechic tannin,
saponins; ursolic acid, luteolin, caffeic acid, rosmarinic acid (identifying by TLC);
sesquiterpenoid alcohols (identifying by GC-MS).

The tinctures obtained from Thymi pulegioides herba (Azuga, 2005), using solvents
of different concentrations (ethanol 40%, 70 %) contain: reducing compounds,
polyphenolic acids (0.336 - 0.425 g %), flavonoides (0.023 - 0.027 g %),
proanthocyanins, catechic tannin, saponins.

The fluid extracts obtained of Thymi pulegioides herba (Sinaia, 2005 si Busteni,
2007) contain: flavonoides (0.10 - 0.19 %), polyphenolic acids (1.78 - 2.46 %),
triterpenes, tannin (0.8 - 1.7 %), reducing compounds.

111.6.4. | obtained a dry extract of Serpylli herba standardized in flavonoides (1.52 -
1.60 %).

This extract is soluble in water and alcohol. It contains flavonoides (heterosides of
luteolin and apigenin), polyphenolic acids (caffeic acid, rosmarinic acid and their
derivatives), catechic tannins, saponins (heterosides of ursolic or oleanolic acid),

reducing compounds.

lll.7. | present the results of pharmacological studies: antimicrobial, antifungal, anti-
inflammatory and spasmolytic effect.
.7.1. T. pulegioides and T. glabrescens essential oils have inhibitory effect on

growing of Gram-negative bacteria (Escherichia coli, Enterobacter cloacae,
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Pseudomonas sp.) and Gram-positive bacteria (Micrococcus flavus, Sarcina lutea,
Listeria monocytogenes).

lIl.7.2. T. pulegioides and T. glabrescens essential oils have antifungal effect against
Candida albicans (MIC =10 - 15 uL/mL).

1l.7.3. Extracts of Serpylli herba (tincture 1: 10, fluid and dry extract) have anti-
inflammatory effect.

11.7.4. Infusion and tinctures obtained from Thymi pulegioides herba have

spasmolytic effect. The infusion inhibits contractions induced by acethylcoline with 17 %.

The tinctures inhibit the same contractions with 22 - 35 %.

l1l.8. We present data regarding the obtainment, quality analysis and antifungal effect
of a mouth wash obtained of T. pulegioides essential oil.

The mouth wash contains 0.5 % essential oil and it is a clear, yellow sweet liquid
with pH 5,4 - 5,6. The quality parameters of the mouth wash remain stable for three
months.

The mouth wash has antifungal effect against Candida albicans.

GENERAL CONCLUSIONS

Indigenous wild Thymus species have a high content of active substances.
These species could be used in therapeutics for their antiseptic effect (due to the
essential oils), anti-inflammatory and spasmolytic effect (due to flavonoides, volatile

compounds or other active substances).
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