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ADNOTARE

Benea Myparieum perforatumL.isur st de noi forme farmace
Hti i n"THe f ar maceuti ce, Chi Hi ntu, 2
Structura tezei:1 ntr oducere, patru capitole, concluz

de titluri), 9 anexe, 1Bpaginidetextd baz t , 47 figuri, 47 tabel e.

' ucr tri KtiinSifice Hi au fost prezentate | a 1¢
Cuvinte-cheie: genul Hypericum Hypericum perforatuni., Hyperici flores Hyperici herba
extract uscat, polifenoff, | avonoi de, standardi zar e, activitate

Scopul Istudsul tarmacognostic al speciilor genultdypericump ent r u 0 b "Hi
standardi zar ea Hi evaluarea ac™Hi unii farmacol oc¢
Obi ecti vel eandimmacetHir i mi: c r @ specolg ig.¢1ypericum din flora
Republicii Moldova (RM); studiu chimic comparativ a speciilorHypericum™ n veder ea i d

produsul ui vemaximdeé compuwHH hemol ici ; i zol ar ea
ob™i nut din produs e Hypericum g eotbalien ealeea , s menail ii lzar cd
studiuli sexthrn dcttelSor uscat e Hiparforatdny "H6 t W@akirule nac

antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare ale produselor extractive; determinarea gradului de toxicitats
a c u le éxtraatelor uscate diH. perforatum elaboarea proiectelor de monografii farmacopeice pentru
produsul vegetaHyperici perforati floresHi pentru pr od typeriti pedorati flores t i v
extractum siccum

Nout at ea 'Hi or i gRenmtlriu ap reiamtHt dcaetmiigdulditodicichis e r e
4 speciiagHypericumdi n fl ora spontant a RM, ce a per mi ¢
“nal t con’Hi nut Hypezici medorapfloredi saf empa li imé iz at met oda de
uscate din produsele vegetale He perforatum sa efectuat teidiul farmaceutic, care a permis
standardi zarea Hi deter minar ea t eypene floresHidyperidie v a

herbgsa deter minat ac™Hi unele antioxidantt, anti ba
ale extractelor uscate standardizate; g el abor at proiectele Document
pentru produsul vegetdflyperici perforati flores'H i pentr u dlypericigperforati florass c a |
extractum siccum
Probl ema «kti i ndndt &reénmgahfitachinicaahspeciilor gHypericumdin

flora RM, cu identificarea specHegerforatum oelvemdai
el abor trii DAN p dlyperici perfqrati lodesHs u le x@t & qaeett ailli oc e o dt "Ha
obligatorie pentrte | abor area de noi produse fitofarmaceut

antiinflamatoare.

Semni ficaSiApr ofeomeéarie€ed cunoHti n"Hel omacrx Hif er i
microscopicede speciilor g. Hypericumdi n f 1l or a RM, di ferenHi er ea
principiile de extracSie a compukilor fenolici,;
Hi extractive; asntuiddiadt epr @emrei, etardHiilfoungi ce, a
extractel or urspedoraRim ob™Hi nute din

Val oar ea .aReizaud ttiattel e vor contri bui |l a dezv
vederea compl et tricie pexoidsutseen toer pfe tpoitae™Hta pfeaurtma c e
produse extractive standardizate Hirperforatumd e or i gi ne aut oht ont. Dat e
DAN pentru extractele wuscate standar dinz aptreo,d uc
fitoterapeutice cu ac™H une antioxidantt, anti bz

| mpl ement area rezurl tlaadzd ome ZHtliti ant’H If d rc eo b "Hi n
de Monografii farmacopeice pentru produsul vegetgberici perforati floresHi pentru extr
Hyperici perforati flores extractumsiccum Rezul t at el e studi ul ui au f oc
| a Catedra de farmacognozi e 'Hi bport aacntiicck  “f reur areaccr
AtiinH fic al Medicamentului 'Hi “n cadrul CARPDI
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ANNOTATION
Benea Wypariecum perforatumL.ia source of new phar mace
thesis in pharmaceutical sciences, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
references (1®titles), 9 annexes, 33 basic text pages (up to referencésjigures47tables. The obtained
results were published in Zgientific papers and presented in 18 scientific forums.

Keywords: Hypericumgenus,Hypericum perforatuni., Hyperici flores Hyperici herba dry
extract, plyphenols, flavonoids, standardization, antibacterial, antioxidantirdlainmatory activity.

Aim of the work: pharmacognostic study of the species of the getiysericumto obtain,
standardize and evaluate the pharmacological action of extractive products.

Study objectives:themacre and microscopicadnalysis of the speciétypericumgenusrom the
flora of the Republic of MoldovaRM); the comparative chemical study tfe species gHypericumin
order to identify the plant product with the highest content of phenolic compounds; the isolation and
chemical analysis of volatile oil, obtained from plant products of speciesldyfiexicum genusbtaining,
chemical analyis, standardization and study of the stability of dry extracts from the aerial parts and flowers
of H. perforatum the study of the antibacterial, antioxidant, anfiammatory activities of the extractive
products; determination of the degree of acutéity of dry extracts of H. perforatunthe elaboration of
draft pharmacopoeial monographs for the plant pro#iygterici perforati floresand for the dry extract
Hyperici perforati flores extractum siccum

Scientific novelty and originality. For the first time, phytochemical screening has been performed
on 4 species of the gendypericum(H. perforatumL., H. elegansSteph. H. hirsutumL., H. tetrapterum
Fries.) from the spontaneous flora of fRil, which allowed the identification of thegsit materials with
the highest content of phenolic compoundggerici perforatiflores), the method of obtaining dry extracts
from H. perforatumplant materials has been optimised; a pharmaceutical study was carried out to
standardise and determine thel§life of the dried extracts dflyperici floresand Hyperici herba the
antioxidant, antibacterial, aftiflammatoryactivity and acute toxicity of the standardised dried extracts
were determined; it was dawn up the draft of Analytical Standardisatiounrdentation was drawn up for
theHyperici perforati floregplant material and the dried extratperici perforati flores extractum siccum

The important scientific problem. The phytochemical screening of the species of the genus
Hypericumfrom the flora of thérRM, with the identification of the species with the highest flavonoid content
(H. perforatun); in order to elaboratRegulatory Analytical DocumentatidRAD) for the pant material
Hyperici perforati floresand its dry extract a mandatory condition for the development of new
phytopharmaceutical products with antibacterial, antioxidant andrdliatmnmatory activities

The theoretical significance Deepening the knowledgegardingmicroscopicalpeculiarities of
the species of the gentitypericumin the flora of theRM; their distinguishing them according to their
chemical composition; principles of extraction of chemical compounds; their qualidativquantitative
determination, in plant materials and in extracts; studigexdintibacterial, antifungal, antioxidant and anti
inflammatory properties of dry extracts obtained fidnperforatum

Applicative value. The results will contribute to the development of the pharmaceutical industry
in theRM, in order to complete the existing phytotherapeutic products on the pharmaceutical market with
new ones, containing standardized extractive products froperforatumof native origin. The obtained
data allow the elaboration of RAD for standardized dry extracts, which can serve as basic components i
phytotherapeutic products with antioxidant, antibacterial andrdtgmmatory action.

Implementation of scientific resut. The projects on Pharmacopoeial monographs have been
prepared on the plant materialldyperici perforati floresand the dry extract dilyperici perforati flores
extractum siccumrlhe results of the study were implemented in the didactic process a¢paetient of
Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany and iBclentific Centre of Medicines and the Scientific
Practical Centeof Medicinal PlantA Ni c ol ae Te&MRhemi 'Hanuo S



V AL LudA
1 j dzv  oHigo@unAperforatumL.i d fls ts y dad rn dzj COteflse j dzdz" = ¢
MsdMSOddy kEu§ @R dhBOED] ZOGBOYjobdudipl s @028
dlstczC Isktc® H dopfyjutgld@yidd:ydIsr ey cdkzOor , 9" 9af8HT (
dedzdsctcOWdwY (199 dzOd d3j33dgls ©@@uzd ) , 5B datf dodpdziSty j Iz @ |
OBdzdy. tJLkdz sOIsr Br dzd tsfkzBdzditeoOdzr o 25 dOEkzyc
stclz GOR .
sdzt yJ o' j tefiptyperi@um Hypericum perforatunk., Hyperici flores Hyperici herba
Zrts?2 1 CMBp@&bdk , JfdQotsdsdH, MOdHOtIsdL Oydw, 0]
teslsdotsotsmf Odzd Is§ dz' dzOwv OCIsd o dztsfyls+ .
K j dz OB BB ROSC sc desfmisd yj MS 54 Hyperiump jHddaf' j  {f ascflzztyg)
1 CMistcOCIsdodzr » ojhifmMlsea, dmr MsOdHOIsdd®ydd d tyg
1 OHOyd d oSO dgd ¢ 6 ts ) ¢ fdeOuigdin ¢ Jeigipertsum ¥ tizts te '
td My zejdsdritso @ (MtefOQo ded s § dz datsj = d B U fHypericumdf) in fiy dzpiz ts €
or wWodzj dgdw tcOMmIsdlsj dz@ desets Mr to! w ) dzOdeBdz! h dd&3 MBsH,
~nddBdui MEd2 OdOdzdL  Wdtdetsets B3O MdzO, i ts ddtypefiaipuzts ¢ ts
foezzyjddy, ~dBdudmMéd?2 0dOddL, n@dHGEs dimd&ued S Isds
d o JHsgetbowatum dL zyd dzdy Odzelsde OCIsj ted Odz! dats 2, Odzlsd ¢
OCIsdodesisd 1 SMlstcOSCIsdodz n odJhjimlse; s ted HJ dj dzd J
perforatum tOL tcOBBISC O ftotsj € Is OdzW Ots@IPIS dslyf jj EHyptxiRicperftatiilsts 'd W
floresd H dzv M - ts Hyperi¢i geffpkatsfd@dsesiractum siccum
1 Oz ydzOw dzse dL dzO I ffsjetd & d HzOdas siasjiHs} db) W tefdsdad-edduzdtsup)
tc ¢ Hypericum HJSC steOMmMiszh dr o [ [, Yylsts foLotsdzddzts o5 HJ C
Wjidetsdz dg8 = MtsjHddzj dzd?2 (yeojlsS¢d Lo jtetsBtsW HtosH' oW o
1 CMistcOC Istso  dL  tc OHsedfdsajudy! difistetise jfiyr jtaztyy W OtedzOyJ o9 Isd ud
Yy dz' 8 MlsOdzH OtelsdL Oydd d sftej HJ dzj decHyperigitbomesdHypertsiH dzts
herbg ftejH] dzj dets OdzlsdtsSEMJHOdsd], Odlsdse OCIs] ted Odz
stsSC md ydetsmls MisOdzH Otelsd L d tetso Odzdz" n iz s~ tc 3O I & & @
O dz20dzd Isd ud ME 52 1 ¢ Iz dig Qisslfusijdoz! (dilgpen)i pdrfodifloresd Mz n BSGt
1 € s wH@perisiPerforati floresextractumsiccum
1 Oy dzs?2 dzOkz ydeshd f 566 g dzggf g B § e dztsldypescumd L W dztster
Hdzw  orWeodzjdedjd3 #adHO M MO &3 o Hisgerdpdgtuninis H fnts Q) da
tcOL tcOBISCd 1 07 Hdzv fls ©OdzH O tclydericd pedocati flor@dd Is d I jtsdz! fripis-e
1 CMstc@Bjle®B R sHd BB EMmdztse d J Hdzw tcOB6QPpisEdd fzspf O
OdzZsdB OCIsjtcdOdz dgf 5, OdelsdtsSCMdJHOdzZlsdzr &5 d fJteslsdo tso sf
vy BtejIsdud mMS OW. vd dzOsyfifijdetizdmisf I j Stcj Is hydsde z¥ sl ta B to
Hypericum# dztste ™, dir$ s dzd if d = d a3 W M ¢ of dglaf & i s Q &idg ded ¥ = B
Mg Hddajndfdi Uj MSsd3 OdzOdzd L § teOMmlisdIs | dz'tsits con Iz dpf ded df
OdzZsdB OCIsjtcdOdz dgr n, HftoslsdotsctedBSBBOr n, OdzlsdtsS MdHC
1 CMstcOC Istso, H. patimatymdzdz” = dL
1 OSIsdyd ME Ovw L 2o dp s @ . dMmMmdzi Hise Odzedw BEHEIS
Qe 3Oy olsdyuj M s2 fosd3r hdzj dedetsfylsd [, oy d s
dissf tcj § is@Ig RFP," d dB3d MIsOdzH Otels d H. peferat@rdzds’j jud MS i |5 WzC
ftesdLotsHMIss ©. 1 5dzlz W8 dede tgO L He@RAF ISJO Isf s ot dz H dzv M s O ¢
1 CMstcOC Isseo, Ctbtster §j dBsebkls Mdazky dls! thdse dzr d3 € tsd3
OdzZlsds¢MdHOdzlsdz” d3, OdzZlsdB OCIsjtedOdz dzf &5 d fJteslsdo tso f
l dzj Htej dzd j dZzOlz ydz'. rutsLijQderdz! Iff @Blistg & Is T ANOtedzZOC Y J
tcOMisdlsj dz¢ dAtgperisi pdnforagi‘flotes d M - 56 Hyperidl ppkdam flole©extractum
siccum tdLbkd sOIsT dimimdzj Hiseo Odzdw o dzj Htej dz 9 bkydsd
W OLdOY) olsduj NE e L feOQdsgIUG MC of 2 1ok WgsRREE Q uONipledgisdack
e j Hilse ¢ QOTESWdAY MCtsds A delste [ jsq @B ls oc) ddgamzch 11 M
ud Misd di3d y Odalz

B
dz
Y

s ==



LISTA TABELELOR

Tabelull.1Cncadr ar ea si $yperiouant.i.c.t...a...g.e.nu.l. u.L
Tabelul 1.2. Speciile genultlypericumd i n  f | or a...e.u.r.a.p.e.a.nt....
Tabel ul 1.3. Structurile secr et dgperieum.
Tabelull4St ructuril e secretoar e ~ nHypericumz.e

Tabel ul 1. 5. Co mph perforatumh.i..mi..c..i.....d..i..h....s.p.e
Tabelul 2.1. Val ori | e Rf Hi catompedi |folde e
cromstogramele solu™H il or dox genuduic
HYPEIICUML .t e e e e e e e e e e eeeeas
Tabel ul 2.2. Totalul de f | av @amizataaes spett
AEHYPEIICUML ... e e e e e e e e
Tabelul 2.3. Con™H nutul t ot al Hygdedciherbaa v
func™i e de .f.az.a..f.en.o.l.o.g.l.ch. ...
Tabel ul 2.4. ConHinutul t ot al Hypesdciherbaa v
func™i e de .l.o.c.ul...col.ect. b il ...
Tabel ul 2. 5. Concent y an'Hi p H re"Hi ul neo ra eczouhsy
Hypericum determinate prin metoda HPLC..............cccoiiiiiiiiiiiiiceeeeenn
Tabelul 2.6. Con™™i nutul ( %)Hygericuherbar.....f..I
Tabelul 2.7. Totalul de flavonoiddeterminat prin metoda HPL.C Hlyperici flores.........
Tabelul 2.8. Pierderea prin uscare a produsagetale............cccveeeeeviiiiiieiiinie s
Tabel ul 3.1. Compozi "Hi a Ilederieneikespeciilar gauluie
1Y 0T 4 o1 ] o USSP
Tabelul3 . 2 . CompuHi i "H i miilceii uil d éfaobtleririe | d4.
perforatum produse ProaspeLe..........ooevvvvvviiiiiiiiiieeeeeee e
Tabelul 3.3. Compozi H a cH.iperforatunm...a....u.l.e
Tabelul 3.4.Randament ul Hi pi er der wseateopbniitendin
produsele vegetale te Perforatuml.............eeeeeeiiiiiiiiiiieeieeeee s e

Tabel ul 3.5. Tot al ul de polifenoli,
o b "Hi n biypexiciderbac u et anol ~ #®0%.o.n.c.e.n.t..
Tabel ul 3. 6. Total ul de pol i f extractele uscat
ob™i nut e di n pH pafaauetpriemetodaglenaectame
Tabel ul 3. 7. uGQaomnc gntarvao’™dHioa d(e%) n die Hypearia
herbaprin rePerColare...........cooiieee e
Tabel ul 3. 8. Concentra’™i a ( %) HypericoherbaHi
Hyperici floreso b "Hi nut e pr i n .me.t.a.d.a..d.e...m
Tabelul 3.9. Autenticitatea extractelor uscateHiigperici flores............ccccvvvviiiiiiiiinn,
Tabelul 3.10. Caracteristicile cantitative ale procesulwde™i ner e a e X
HYPENCH fIOr@S.....eeeee e
Tabel ul 3.11. Colrnelit mu tud lui c arep arlaatviovn o
Hypericifloress n f unc™Hi e de ordi nea...c..cC.
Tabel ul 3.12. Con™i nut ul t ot &ypericd #orep o
func™Hi e de ordi nea. Hi..t.il.mp.u.l..p.e.r
Tabelul 3. 13. AaopleRfdacuolmpsuphtbitluorri Icohri..mH.ic..i

23
24
30
32
33
53
57
59
59
60
62
64
64
71

73
75

80

85

86

90

91
93

94

95

96
97



Tabelul 3.14Eval uarea repetabil ittt HVIS dendozared
tot al ul ui de f | av onoiHygerici herba®l kyperici
110 1= PR 100
Tabelul 3.15.Evaluarea preciziei intermediare metodei spectrofotometricevVid/de
dozare a totalul ui d e f Hyperio heoba'Hi
HYPENICI fIOrES... .o e 100
Tabelul 3.16Det er mi narea exactitt ™H VISde dorarke
totalului de f | av oHypdrid flores...n....e.x.t.r.e 101
Tabelul 3.17. Pierderea prin uscare a extractelor uscade gerforatum................cc.eeeee. 103
Tabelul3.188 oncentra™H a de met al ld paforaume........n.. 104
Tabelul 3.19.Parametri de calitate (descriera)i extractel or u s

O DT HNU Lt e 105
Tabelul 3.20Par amet r i de calitate ( delatemperature
A& 4.0 AC s 105

Tabel ul 3.21. Con™i nut ul t ot aHyperitidlores’i
Hypericiherbap t st rate | a temperat u.tr.a..d 107
Tabelul 3.22Con"™Hi nut ul tot al de f | aHymemncofiordséi
Hypericiherbagp t st rat e | a t emp.er.at.ur.a..d 107
Tabel ul 3.23. CenuHa totalt Hi C e nuseles
vegetal e Hi diHnperomature....e.x.t..r.a.c.t..i..n..e. 109
Tabel ul 4. 1. Activitatea Hypdrd loexoahtHypericit
floresdet er minatt prin met.ad.el.e...DRF115
Tabel ul 4. 2. Ac Hi un e a usaatedin Hyperfcilflaresid Hypeecr
herbaasupra edemul ui....ndus..d.e..hi.s.t 119
Tabelul 4.3. Activitatea ant i Hyparidi leerbaka

HYPEIICH FIOMES...iiiiiiiiiiee e e, 120
Tabel ul 4 . 4. Acti vitatea ant iHypencigherbak i
HYPEIICH FIOMES....eeiiiiieeeeeeeeeee e e 121

Tabelul 4.5. Activitat e aHyparndihetha.c.t.e.r..i..,.a 122
Tabelul 4.6. Activitat eMlypesanhterbd..u.n.g.i..c.k.... 123
Tabelul47Toxi ci t at ea ac ut tHypericeherbaHBypérie floresla
admi ni strarea i nt.r.a.g.a.s.t.r.al.t...Haar 125
Tabelul 48Cl asa de toxicitate Hypand herbaHHggricil
floresd et erlada chmitrki st r ar e ilort.r.a.g.a.s.t.r.. 126
Tabelul49Toxi ci t at ea ac ut tHypericeherbaH&yperie flocesla
admi ni strarea i nt.r.ap.eur..t.one.al.b..]l 127
Tabelul 4.10Det er mi narea toxicitt™ii acut e
uscate dirHyperici herbaHHyperici floresHo b o | .a.n.i..l..o.r........... 128
Tabelul 4.11C| asa de toxicitat e Hypedctherbai Hypetiti
floresdet er mi natt | a admini s.t.r.ar.e..i. 129



LISTA FIGURILOR

Fig. 1.1. Caracteristicile macroscopice ale spdgigerforatum................ccoevvvvvvvemmnns 25
Fig. 1.2. Caracteristicile macroscopide specieiH. elegans..............oooeiiiiiiiiiiceenen, 26
Fig. 1.3.Caracteristicile macroscopice ale spetlehirsutum...............ccccoviriiiiiiiiimee e, 26
Fig. 1.4. Caracteristicile macroscopice ale spddidetrapterum...........cccceeeeeeeeeeeeers e 27
Fig. 1.5. Caracteristicile macroscopice ale spddienontanum..............ccc.eeeeveeeeriemmnne 27

Figl6. Anatomia buzunarel or tr ah.pdfaratumd.e 29
Fig. 1.7Buzunat r ansl uci d ( A) ‘Hi gl andt neag 30

Fig. 18. NaftodiantrONEle..........oiiiii i 40
Fig. 2.1. Structuri secretoare ale frunzelor speciilor din gdgpericum............cc.cce..... 47
Fig. 2.2. Structuri secretoare ale sepalelor speciilor din déypericum......................... 48
Fig. 2.3. Structuri secretoare ale petalelor speciilor din géypéricum......................... 49
Fig. 2.4. Cromatograma pe strat 4dba extractelohidroetanoliced i n “lepakrienea
SPECHION EHYPEIICUML ...t e e e e 52

Fig. 2.5. Cromatograma pe strat 3t a extractelohidroetanoliced i n "lepakriene
specieiH. perfotatumi n di feri t #Hef aZ1e zda.ev.g.ge 54
Fig. 2.6. Cromatogramele HPLC ale extractelor hidroetanolice din patru algegenulL
HYPEIIGUM .o ettt e e e e e e e e e as 55
Fig. 2.7. Cromatograma HPLC a sidu formate din amestecul de subsestandard..... 61
Fig. 28. Cromatograma HPLC a extractelodroetanolic 7 0 %) "k iaarieng deir
perforatum col ect at e @ith fdlior a |(Bp.can.tcau 62
Fig 29. Cromatogramele HPL@ substaielor de referitd: r ut ozi dt (.
a extractului hidroalcoolic (80%) didyperici flores(C) .......ccceeeevvviiiicmeeanee 63
Fig. 3.1 Aparatulde extrade d uleiurilor volatile prin hidrodistilare..................cc ... 67
Fig.32.Gazcr omat ogr ama u |l @8 aariene dél. peofdradumi..l.....d. 69
Fig.33.Gazcr omat ogr ama ul d#4aerieneidél. eleghna.t..i..l....d 69
Fig. 3.4 Gazcromatograma uleiului volatd i n “llepadriene dél. tetrapterum............. 70
Fig.3.5.Gazcr omat ogr ama ul #8aeriene dél. kireutuan.t...i..l.......d. 70
Fig.3.6CompuHi i chi mi ci ¢ o mlibaerieadale specélor gelu

HYPEIICUM. ..o et s e e e e e e e e e mm e e e e e eeeees 72
Fig. 3.7. CotHnut u l (%) comparativ al c dHyperici
IR ... ——————— e 74
Fig. 3.8. Gazzromatograma uleiului volatil din flori dd. perforatum............ceoccceeeennn... 75
Fig. 3.9.Procesului tehnologic de dHere & extractelor uscate..............eceeeivvvvvinnnnnnne. 76
Fig. 3.10. Schema de repercolare cuttec n ar ea pr o d u sHgdale cu cial
[TS] (=] 1 011 - 77

Fig. 3.11. Cromatogrampe strat sulife a sollior extractive ob'lHute cuetanol di
diverse concentttb,d i n pr i mul r on.d...d.e..per.co 78

Fig. 3.12. Cromatogrampe strat sulife a sollior extractive obldute cu etanol ¢
diverse concenttib,d i n al doi | ea .r.@Qn.d..de..pe 78

Fig. 3.13. Cromatogrampe strat sufife a sollior extractive obldute cu etanol c
diverse concentibd i n al trei | ea...r.@Qnd..de..p 78

10



Fi

g . 3.14. l denti fi car ea "He hidvoetanblicegcts @ fl

devani |l i nb . de. .. L% i
Fig. 3.15. Identificarea cromatografica pe strat3dlp e a c at €liteiapoase a
extractelor uscate dé. perforatumcus o | u FECkde d%.........................
Fig. 316 Curbadecalibrare agluidi-standard de acid galiC................cccovvviiiiiiiiceennn.
Fig.3.17.Cr omat ograma HPLC a unui amest e
FlAVONOIARION. ...t
Fig. 3.18. Cromatogramele HPLC ale extractelor uscateHyiperici herba ob'idute prir
metodade repercolare cu frdgnarea produsulw e g e t a'Hegale rcu cial
TS0 0 11 P RS
Fig. 3.19. Cromatogramele HPL@entrua n al i z a 'Hc a h i t \roriflavénbid:

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.

Fig.
Fig.

Fig
Fig
Fig
Fig

Fig

“'n  ext r a,obhbute @in Hypekdcaherbaprin metoda de macerare

320Cr omat ogramel e HPLC pentru anal.
“n extract el e Hypedcafloresprin métddh de umbocerare
=T 1€ 1=

321Cr omat ogramel e pe strat sub™ire
extracHi e de 60 de mi.nut.e..(A)..Hi.

322. Dependeidlabsorbarei de concentrdd extractului uscat okiut din Hyperici

3.2 Extractleuscaedin flori (A) Hd i n"Hagrieme (B..........oivmeevicviieiveeeeiiee
3250 denti ficarea compuHi | omHypériei flooesHic

Hyperictherba ptstrate | a tempe.r.at.ur.a..
.4.1. Readd DPPH:aradicalului liber cu un antioxidant (RH.........cccccccciiiinnenn.
.4.2.Reatid de formare cationradicaluli ABTS  .......oovimieeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
.4.3. Curba de etalonapentruTrolox la decolorare@ationradicaluluiABTS *........
.4.4. Administrarea soltior de diclofenac de sodiu (A), extragscatpolifenolic (B),

hi st ami b (o C e
.4. 5. Teletpbsterioarelae’Hob ol anul ui : stnttoast

supraféddl ext eri oadLp( Apht.asup.l.B).a..........

11

82
83

87

88

89

89

96

98

106
112
113
114

117

118



LISTA ABREVIERILOR
Abs 1 absorbardl
ADP T adenozindifosfat

AMDM i AgerildMe di cament ul ui K i Di spozitivelor N

AO Tacdneanti oxi dantt

ATC i Acute Toxic Class Method

Cl T 95% confidence intervalmeahs i nt er val ul de " ncreder ¢
CMI TconcentraHa mi ni m¥# de i nhi bi

CMB T concentrddmi nibmtct er i ci dt

CMF TconcentrtHa mi ni mk fungici dt

conc. T concentrat

CSS T cromatografige strat sulide

CAM 1iCent r Gfc al fedicamantului

CARPDPIMent r Ufico-Art a ci Domeniul Pantelor Medicinale

DAN i DocumentddAnal i ti ckt de Nor mar e

DA ifdopami nt

DMT ifdoza maximk toleratt

DPPH T difenilpicrilhidrazil

EDTA T acid etilendiaminotetraacetic

FM ifaza mobilt

FR ed.aX-aT Far macopeedaildRxan©Ont

FS I Farmacopeea de Stat a Fed@ea Ruse edild aXIV -a

FST T forced swimmingteét t est Bie "~ not f or

g. i genul

GABA i acid gammaaminobutiric

GC I cromatografie de gaze

GC-MS 1 cromatograftg a z espesttometed e mas t

HPLC i high-performance liquid chromatography r o mat ogr afi e de | i ch
performarid

5-HT iserotonint

ICs0 I concentrdd inhibitoae, 50%

IQR T interquartileranged b at erea i ntercuartilt
LMA T limitele maxime admisibile

12



D) T valoarea medie

MAO I monoaminooxidaza

Me i mediana

MG T metale grele

NE inorepinefrint

NEU T difenikb or i | o x i(reattiv)| ami nt

OCDE 1 OrganizdHa pentru Cooperare Hi Dezvoltare
PA T p £Haeriene

Ph. Eur. T Pharmacopoeia Europddarmacopee& ur ope ant

PV T produs vegetal

Rf T factorul de reteitd

RM I Republica Moldova

rpm T rotdHper minut

RSD i devidld-st andard rel ativt

SD i devidld-standard

SPSS iIStatistical Package for Soci al Scienc
TE T trolox echivalent

tR T timpul de retefid

TEAC I Trolox Equivalent Antioxidant Capacity / capacitate anti oxi

trolox echivalent

13



INTRODUCERE

Actualitatea. Practica uti i z £ r i i pl ant edleororiigi pee praerga
tratamentul diferitor aféelu n i dateazt din vremiHoinalst r L g
utilizarea plantel or mé&iiidienalne cHir se sdtee doenr
Hrile dezvoltate, se utilizeazt pe | arg = |

medi camentel or de orciegicreet 'HY € g eértadlekmo nBlt Ir e ia |
medi ci nei compl ement ar e Hi a cel ei alterna
pl antele medi cinal e S u n telor ddomaeeutiteu tonterdp®ranes t L
Fitopreparatele sunt pdou s e f ar maceuti ce cu o0 serieHde
sporitt; garfHunl artgetr ag e u taicc e ; efect asupr
organismului; efecte secundare (adverse) reduse; cost relativ mai mic ddmpazreparatel
sintetice; posibilitatea de automedidg1].

Suntt élgerieum pdrforatunh. . ) este o plantt medi cin
mult de 2400 de ani), fl ieian d . dHu n o sdcruetptt  dAivni T

Efi caci t dileaautilithre &H. pedoratumsa u f ost bine document

oameni Hde “Hitcieipr©nd cu Gal enus, ur mat de Dio
et c. Se regtseHte “"ntre plantele | ui Ger ar
Gerard face referire la o alifie did. perforatum ut i | i zat Hor. Dintre primale a r ¢

aplicdlifarmaceuticea H. perforatum n Eur opa ( du-fed), sceocnosliude raalt

eficienphki akilioegBHnuat prin distilare, folosit
Hypericioleum dat ordéis al efi&@i fast inclus “n pri ma
prezent, aceastt speci e estkarimatcopaeesat Eul
Farmacopeea RomoOnt, Far macopeea Bl Rusgudet ,

asemenEapperagan Wfiich eur opeant( EBCOtPiMgnogfafite ot e
Organizay ei Mo n d i W (OMS)ldAg&8HeiElrdapéne pentru Medicamer{fieVA) [2, 3].
H. perforatume st e originart din Europa, dar pe
lumii: Europa, Asia, Australia, Africa de Norc
Mul"HnetaboliHsecundari au fost identifidd 'Hi dié¢t ea mti intaat THale ~ n

pl antei. Studiile chimice au identiifpiecraitci g
pseudohipericint, i zohipericint ‘'Hi protohi
furohiperforint). FI avonoi del e c u plrperforatumg r u p
CompuHi i fl avorhop®ntki , inciudp daednoé fikdempferolcvercetol,

miricetint); flavone (1l ut eol izocveriitrozidgre ot o Diz d &
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bi fl avone (biapigenint, amentofl avont) ; pr
det er noiontentrdide®05%0 , 9% Hi constt,-Hi ctse@e iealo,
afart de compland&H,i “cnhipnriocd uksneetoeaumse cgiid taainue (3 d e

16 %) ; xant one THi aci zi pcfuermaorliicc)i. (Cna™Helikds , ad
compuHi : aci zi (nicotinic, miristic, pal mi t
[4,5,6, 7, 8].

Studiile farmaceuti céd cedreecrnitee aanu i pepr € :
anticonm | si vante, analgezice, antiinflamatoar e.
identificdH H. perforatum8].

Cn |literatura de specialitate, sunt ates
compuHi |l or c h i amonaidelor dersns bgcteni grgoho z fi It i v aegdtivie. g r

Sursele bibliografice ofeHunaelatbe dpri wiomdu
kaempf ercelcatolul. Si demonstraderfcapodlu| ck e Ht e
membranei citopkematice aStreptococcus pyogenesea ce areo infludd i nhi bi t oar
acestei bacterii graspozitive. A fost observat efectul sinergic @lrcetolului cu antibioticul
ceftazidim [9]. Extractele polifenolice dii. perforatum obidute cudi v er HiH aus o | v
demonstrat activitat e Psauddmoriasa aetugimosadQCtL27853n r
Escherichia coliATCC 25922,Staphylococcus aureulBTCC 25923,Bacillus subtilisATCC
6633,Candida albican® T CC 1 0 2 GahdidadkruseATCC 4243[10].

Uleiul volatil din speciaH. perforatump o s edt "Hr apti éBktteri enece
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aerugingddseudomonas tolaasii, Salmonella ezittdis, Salmonella
typhimurium Staphylococcus aureuStaphylococcus epidermidis i ar acti vitat e
Aspergillus niger Candida albicansCladosporium cladosporioide®enicillium funiculosum
Trichoderma viridg11].

Efectul antidepresis e dat oreazt cel or ®Woi” nc empu Kic t
perforatum hi peri ci na Hi hi perforina, Cu O posi
flavonoidele, bioflavonoidele, xantonele, proantocianidinele. Numeroase studii clinice a
demonstrat eficacitatea extracteloidroetanolice d i n "Hepdenene deH. perforatum,” n
reducerea depresiei ukoar e. PHepardtelte @i
compardé cu cele sintetice. Efectul antidepresi\Hgberici herbaeste dovedit experimental pe

ani mal e Hi ,ecdt eackeman ssternagtattlowieadé boperfor
pseudohipericiioneaczarecuinrecaoptori.i sero
dopaminergici, acidul gammaaminobutiric ( GABA) , car e i nhi bk ac
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monoamimoxidazei (MAO) Hi a -Omeéticlol transferazei (COM
densitatea receptorilor 5HT2 ~ msecadbretneexfuilc f'r
depresiei [12].

Speciile g Hypericumsunt studiate diwliverse criterii compozildc hi mi c Eld den f
condiHi | e de creHtereHi(zohemgteioge afpkant eodidn
cultivatt); f "Blateeplanitee addni wofpgioe €antimiprabiene, antidepresive,
antiinflamatoare, antioxidante, diuretice, antivirale, anticanceroase); iiterace a ¢ 0o mp
chimici cu preparate sintetice; toxicitde 7, 8, 9, 10, 11].

Cn flora spontant a gRHpescumH. pedoratuslt iaspeeie 5 s
frecventt B dlae rceud U ceenrdé na a rke alnulguiu,ld. etegaaskdti
Stephi speci e spontan ~ nt OH. hiisutumL. p raiearis o e @ K e
plantdlle sil vi ce K “n tuf Lr i kHutetrapterumkeriesni espeaie.critig r u p
periclitatt, crexkthkmohfadunhzicrexte oar gtriutpturde
de stat. Specid. perforatuma f ost i ntr odulscHa ICean liflcolP2e@tic 7t i
“n Domeni ul Plantel or MediHciuda( @nBDREMF[ &Ni

Cea mai ut i | i Hyperidum snp ersd cei cdii Bhgped@®aMume sReter
aeriene de sunttoare suntimgent zatatiplkacltae
ant i i nf | adeketfarmaceuti€nsortimentul de produse fitoterapeutice autorizate cu
con'ldut de produs vegetal sau extracte nu este mare, de asemenea, nu sunt produse fitoterapeur
de origine autohtont [ 13].

Rei eHi nd ‘thnateH.qpefbratumme he o pl &Hmtudt dw guan odo
bi ol ogic activi ’®iprdmlodice. spectru | arg de pr

Cn pofida acestimtatvahptijfiptdaink a msaspect
farmaceutickt din RM. POnt "n prezent, nu s

dinH. perforatum de ori gi naldwtroltrombtr, paudareea ser vi

noi forme farmaceuti ce. Subiectul val ori fic
cu contdut polifenolic), obidute din produsele vegetale Heperforatume st e dest ul d
dezvoltarea farmaceuti ci. autohtone (aspect
forte “n realizarea acestei l ucr Lri

Scopul btudialfatmadognostic al speciilor genulypericumpentru obiderea,

standar di z ar ‘@&daii faHmacolegica dleupeodusetor eatractive.
Obiectivele de cercetare:

1. Analizamacr oscopi ct aHpecilorigeoutuitiygerioumdincflaraRM.
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2. Studid chimic comparativ laspeciilor genuluHypericum n veder ea i dent i i

vegetalc u ¢ o n "Hi coiHHn uma xdiem compuHi fenol i ci
3.1 zol ar ea 'Hi anal i za “Hubhdinnprodusele aegatale a@le spkcilor g v o
Hypericum

4. ObHner e a, analiza khi st odjHibk teaxhtdr barcttietzlberre au
aeri ene 'HH.pedaratumf | or i de
5.St udi u I'tbr antihacteriene, fantioxidante, antiinflamatoare ale produselor extractive
determi nar ea g¢gr ad uléeuntiactetbreuscat®difi perfotatath e acut Lt
6. Elaborarea Proiectelor de monografii farmacopeice pentru produsul vidgptaici perforati
floresHi  eutusacathlypérici perforati flores extractum siccum
Ipoteza de cercetareNe pr opunem s tusvealleorviegectbar ep r'ti

volatil, extracte uscate), dute dinHypericum perforatumprintrun st udi u comp |

bi ol ogi c, cu el abor ali Aralitice dg Mormare, &eed ce aa pBrmiteu
utilizarea acestopr oduse " n el aborarea de noi f or me
propHianti bacteriene, antiinflamatoare Hi a

Sinteza metodologiei de cercetarecRe c un o a 'Ht e r dlgperisumec i hbhobr t
naturaldnRMsa r eal i zat dupt caracteristicile mac
bibliografice.

Col e ct ar’®maredprodusetonvdgetalaefectuat conformcerill or st i pu
monografiile dinFarmacopeea Ewrp e aendt., 10, v olF.arlma c200ple%aiR odr
X-a.

|l denti ficar ea 'Hi determinarea cantitati v
cele extractive,-a r eal i zat prin wutilizarea nthimicedel o
reaCHi de cul oare Hi de s e dIiHn€SIL), aamatpgrafierd®lichidé o g
de " nalt®tH pgePLE&C) mars pe cUMS, aof noat t oongert ar fiSpEetrdigpériz o a s
de masMS).( GC

Uleiul volatil sa extras din produsele vegetgder o as pet e 'Hi usgat e
metoda 1, descrist “"n farmacopeile “"n vigoa
fost obldute prin 2 metode: repercolare, cufidoo nar ea pr o d u SHagale du ciclue g e
neter mi nat 'Hionmdégiae ar e fr ac

Ter menul de valabilitate al extractel or
condiH i obi Hn u’iiHaceelereke. " n condi

Activitatea anti oxi diamutbe "kdeiera n @ tarelt e o n |
perforatuma f ost deter mi nafhHi p¥BThS 2 metode: DPPH
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Activitateaant i bacteri ant 'Hi antifungi ct’iHatd e u

din produsele vegetale ¢ perforatum au fost testate prin utilizaresent o d e i di I ukri
“n medi ul nutritiv | ichid: -ub/ilTeswina foptefpctuat pea t
culturi de microorganisme grapozitive, gramn e gat i ve THi pe fungi . C

“n Labor#d,tinfedHi ‘Htnitirmspi taliceHti o ®nmuocadr
St udi ul'Hastioftmatoare & extractelarscate oblHute din Hyperici herbaHi
Hyperici flores(pr oduse vegetale colRMHiatdki Hlai a6 fif Bl BoPrM
USMF ,,Nicolae Testerfél n uadost realizatn vivo, prin inducerea edemului labei posterioare,

|l a Hobol ani

St udi ul'Hatum » iextractelanscatede H. perforatums-a ralizat prin metoda
dozelor fixe cu stabilirea gradului toxic, conform ghidului TG 488ute Toxic Class Methpd
recomandat de Organitha Economi ct pentru Cooperare Ki

C e r c epreaclinicelH éoxico-farmacologice au fost aprobate @eo mi t et u | de
Cercettrii al USRI 0A Nvadaaic2esin P408.2045mi

Rezultatele experimentale,dbn ut e “~ n u rtitlative aprogselor wegetale a n
extractelor uscate, au fost supuse analizei statiskseriptive, ca rezultat au fost "blu™H
ur mktorii pamaliaf@)ti mit estvatl iud t idei, mediana (Eeaj, abateread 5 ¢
standard (SD), abaterea inteir ayarktii | mad(i MR
Normalitatea distribidid at el or a f o st ShaproWilk, potiat pentrugateicen t ¢
nu au distribtHe nor mal £ s au ’ibestatistice relativimd. Analizs tuanti it skt i
semnificaldi difereriell or “~ nt r e gr u ptilizod tese KruskabAaltis HAnoaab i | i
Calculele au fost efectuat®losind IBM SPSS Statists versiunea4.

Nout at ea Hi ofHfg icnBael nittraut e@r i'Htk isdreebhingul a f
fitochimic la 4 specii a gHypericum(H. perforatumL., H. elegansSteph.,H. hirsutumL., H.
tetrapterumFr i es. ) di n RM)]care apesn adentifiaaned pradusului vegetal cu
coniutmzximd e ¢ o mp u 'Hypericigperforhtii flare$, s-& optimizat metoda de Gidere
a extractelor uscate din produsele vegetald.deerforatum s-a efectuat studiul farmaceutic, care

a permis standardi zarea 'Hi determinarea t
Hyperici flores 'HiHyperici herba sa determinat akinilee ant i oxi dant t, a
antiinflamatoar e 'Hi eegtnacetbnuscatelstandardizate;ci t at e ac

s-a elaborat proiectul Documerili Analitice de Normare pentru produsul vegetblperici
perforati floresH i pentr u dygeria perfotatuflorestestractum siccum.
Probl emBf ikctti i n ncpoonr st rakn s fogrule filonhimic al speciilor g.

Hypericumdin floraRM Hi dent i fi car ea s p e ddutede flavonoidecke | m
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O«

O«

O«

perforatun); " n v eed earbeoa L r i i Document el o’iHpeAtnn produsuli c e
vegetalHyperici perforati floresHi a e x t ri @ condild obligatotiepentmeatiaborarea de
noi produse f it oTHantibaceant, arttioxidaet Hd uirdlantatoarer i t Lt

SemnificdHa t ear eltuccrkb r i i const t "elomrefesitpareold u n ¢
p ar t i #eunhodoranatomice a speciilor gdypericumdi n  f | or a RM, deos
compoziHa chi mi ct; pidiancompukl Bodec ladetarnanaresplar | i f
calitati vk THi cantitativdi “n pr odus e’lbe vV €
antibacteriene, antifungice, ant i ox'Haednt e

Hypericum peforatum

Val oar ea .aRleizawd ttiattel e vor contri bui “n
RM, " n vederea complettri.i ar senaltulcuui aplrtoed
cu un corfidut de produse extractiwandardizate diAl. perforatumd e or i gi ne aut o
ob'lHute permit elaborarea DAN pentru extractele uscate standardizate, care pot servi drep
componente de bazt "'n pHodesalnei 6xitoaethap
antiinflamabare.

| mpl ement ar ea fHieez u ICtna tbeal zoar rketziuil nt "Butesall o r
fost elaborate Proiectele de monografii farmacopeice pentru produsul vdgpéaici perforati
floresHi pent r u HRygetic pariotatuflbresaxtsactant siccurRezultatele studiului au
fost i mpl ementate:-iaj3tr mctpirmcesutadisnuwulacCact
botanict farmaceut i'fldo-pr aoticn ~ mr occeedificddl 'HI e
Medi cament ul €ieniHi ulfeo-Pcrattitiiic ~n Domeniul Pl
USMF ANi coldamel 0Test emi

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele studiului au fost relatate la diverse fordiiman a | e
interndldnale:
Zilele "Hni vHer 8dotkiffcermanct i ct anual £t a "BIBWMI, |
Chi Hintu, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015;
[ 1 Y dzOtetsH dzO dzOEZSts9 O G tsdeW j toj dzyi v Mis iz Heji dalyi*e LIs @
dZOtetsy jdadzwy 1. 1. 1iHodMso ChEislsdzf{ HI MMBD;, v tC
AMintermat i onal Medi cal Congress for Students a
Testemianuo, Chi sinau, RBmay0l2,c of Mol dova, 12
Conferindd HHfiii mt™"Hontéktna, Museum and scientdldi c
septembrie 2013;
Conference APhytochemicals inNMamici Re3o@nd:
April 2014;
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O«

Conferifed MM fi ii thito nrad £ c u p aH ot ni acli brlesigike medieaneentulua la
calitate Hi inofensivipaBabil énw M@&8Moania g¢e a
RM, 11 noiembrie 2016;

XXMMl nt ernati onal Co n gr e fPstershurg) Buss@a;Aliuly,2009; 2 0 1 9 ¢
Conferined H#ico-p macti ct dedicatt ani ver s'HdefFaimacge 55
a Uni Héer sdet Bt at de Medicinent#d, Faumgem®&nANu
farmaceutic superior "Hino.s éiEin@raibnalé specializatet i r
MOLDMEDI ZI N & MOL D DRepublicaM @dova 'Hli septemhbrie 2019;

Conferindd HHfiiimt cu pdakadn xliHpnaerr,eOdd nHiercrear cet ar e a

mol ecul e 'Hi produséHatl artnearcaepuetuitciec 0¢ u ~ o tcean
interndldnal moldeb e | ar us, @noarig2020k u, 31 i
Congresul nagnal de farmacie, etdd a XVIll-a, 2021.AFar maci a: De |l a i no:

farmaceut i ct 0.HdbOiadea, 1857 sdptembriec202dyi-linel

Conferindl  'Hifico-p ma c tHarta Inta c u maHotniaclitp aitAedii unatleeirs b e
studiul farmaceutic al -pdctambriec2D2d;r medi ci nal e
Conferinedl KHfiiimmt anualt ACercetarea ' n b™H o rite d |
performand O , C h i -2 pctomhrie 20210

Phytochemical Society of Europe (PSHpeting. Natural Products in Drug Discovery and
DevelopmemnAdvances and Perspectives. lasi, Romani&2$eptember 2022.

Cn baza material el or t ez e Tfceainclusk dosatticolp:u b |

monoautofl 4 , “n materi al éflcendldnmaleiBni ¢ Inr imad re r Htail ier
'Ht "ide nnterndldnale 7 2 ; de asemenea, 15 t el er okt ima
internaH o n a | "lenaléd Au faosteelaborati i i mpl ementate 3 acte de

cer c et Lice (Amexa?)Hcartificate de inovator (Ane 'Hi  dhdute B cedificaten b
de " nregistrare a obiectelor dr®ptului de a

Sumarul compartimentelor tezei.,Lucr ar ea est e s cr 39pdginik in |
includeseHuni |l e: adnotare (" n trei i mbi ), cupr
introducere 4 capitole, inclusiv sinteza rezultatelor’ldote, @ nc | uzi i gener al
practi ce Hi9dbsulse)idecigida f pei (il®d as umalawoauluiy £ s [
anexe (figuri Hi tabel e, compl4&detleledydedigut e z e
K ©anexe.

Capitolul 1 . Caracteri st i c aenupeHypencamLiC na ascpeescti icl
sunt sintetizate date bibliogr af liHgeHyperedme r i t
“n toatt | umea, i ncl usi v léfe morfl M ;g alec gpecilocde e r |
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Hypericum similare celor din flora RMH. perforatumL., H. elegansSteph. H. hirsutumL., H.
tetrapterumFr i easn gt dmipct f or mk , dizateastructeror sdécietpareHle | o
asemenea, sunt descrise rezultatele studiilor fitochimice ale speciilorldypericum realizate

prin diferite metode fizice hi mi ce moder ne. Dat el e ‘#Wmwdul i z a
chimic al metabolitor secundari, prezéH ~ n d iHaleeplastaor ginkgHypericum Sunt
meritldnate rezultatele analizelor chimice, efectuate per spécerforatumuni ct r egt
diverse farmacopgei n ¢ o'lhqu alte apecii din ddypericumcugrupuri dent i ce de
chi mi ci , "Hammaglogre demandtrate experimentalitro 'Hin vivo. Sunt relatate

date bibliografice referitoare la utilizarea produselor extractivédutie din produsele vegetale de

H. perforatumutilizate” n medidic iemr edi ent e "~ n di ver se™Hf or
antibacteriene, antiinflamatoare, antidepresive, cicatrizante etc.

Capitol ul 2. Analiza chi mict a Hyperiowhii.s el ©
Acest capitol reprmeti oddadsigrngi ac@rsiembhe i i prc
a 4 specii déHypericum H. perforatum H. elegansH. hirsutum H. tetrapterum colectate din
flora RM. Este descris procesul deldm e r e a pr o d u Haelieoq, flow, Eupzet a l
tulpini) din 4 specii deHypericumcolecta e din fl ora spoHaaG@HPBRCR
USMF ,,Nicolae Testerféin u 0 . Sunt descri se met odel e H
produselor vegetale, realizate prinfghc  d e cul oar e rétinatogake pes dErdfti me
subHr e ( CSS) , cromatografid dEWPULC).hi Sentdeel u
spectrofotometrice UWIS de dozare a totalului de flavonoide, detinde antracerH i a tota
de polifenoli”" n pr odusel e v eHypeticarh,2u pau sde sspteucdiiiu l dua
premi-ar ef estuat identificaredl ¢tli dez &t amouwg
hi peraearn ditt,evorze @ttt | ) neHi3,lI8b i @mipfi Ig & \n dinaerjene déH.n  p t
perforatum col ectate din floHa €pedDPMnt a RM Hi

Capitolul3.Ob'Hner ea Hi studi ul <chi mi c Hyperiqunodu

perforatum. Capitolul cuprinde informi# i relevante despre metoda

chimic al uleiului volatil, olidut din produsele vegetale a 4 speciHypericum realzat prin GG

SM. Sunt descrise metodele déldére a extractelor uscate dityperici herbaH Hyperici flores

produsele vegetale a specidi perforatum parametrii optimizad ~ n met oda de
fracHonau Lagi t ar e. De asemenea, sunt descrise
"n extractele wuscate analizat e; me t &/ibeal e

total ul ui de f | av o nie ahteacen; pepultatelfetden ronii n tHi i id ec a
flavonoidel or , prin tehncveaciHPdeC:iceék wil 6 zHid
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bi apigenint,  fidute dintHr partotatanipeodusesvegatleslectate din flora
spontant a RHB& HCRRIBWNM ceoluecci date rezultatel
extraCHe a ¢ o mp ai'leu dtamal” nf ecnooill ciee 40%9 @ %. Este wvalioc
spectrofotWwimtde cdodd&re a totalul ui de f 1l a
extractelor, ofiduted i n Hp tarer i ene Hiperfdratum f THisto deée det e
s t a biHadestorat
Capitol ul 4 . Cercettrile farmacol ogi ce

volatil din H. perforatumL.Est e prezentatt activitatea ant
Hyperici herbaHi Hypenciflores det er mi natt AABT® 2 iHet odea

de chelare a fierului. Este el uci tiyéericihesbat i v
Hi a extr acHneultoer 'Hduisnc aptteri, e md 'Hi din flori, e
serie”" n medi ul nutritiv |ichid: -blw)0.iGulturilepdept o

microorganismenvestigateau fost grarpozitive: Staphylococcus aurei)9-P, Enterococcus
faecalisAT CC 25 9 2 Zhegative:Esghrergciia coliATCC 25922,Proteus vulgarisHX
19222 ,Pseudomonas aeruginogaT CC 2 7 85 3. Proprietatea ant.
cercet at t Appengiltsuibep, Aspeargillus dumigatus, Candida albican®enicillium

Est e de mddnea@antiaflanhatoareca extractelor din produsele vegetgberici
herba HiHyperici flores( c ol ect ate din f 1l or a Hsap oOntPaDnPLM) g

prezentarea metodologianfdelareac u  h i satedemulun labigl i posterioare
Sunt rel evate rezul tatele determinktri.i g
intraperitoneal 'H i i nthkr eatraxteldr usadtéd i z o | v a tzielogic)n sl ear 'Ho ar e

Hobal ani
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1. CARACTERISTICA GENERALI A SPGEEQULUL OR
HYPERICUM L.

1. 1. Cn c a daticatr geaalui Blyipesicum m
Dupt EhrFe(1081)p gehublypericums e " ncadreazt “n ur mt
“n t ab®] ul 1.1
Tabel ul 1. 1. &incigehaluaHyperdcuns i@ st e m

Cncadrarea Denumirea “n |
Regnul Plantae
Subregnul Cormobionta
Cncrengtt ur g Magnoliophyta (Angiospermae)
Clasa Magnoliopsida
Subclasa Dilleniidae
Ordinul Theales
Familia Hypericaceae
Genul HypericumL.
Ordinul Thelialescupri nde c¢cca 98 de genuri, cu
preponderent " n zonele tropicaheb®r i’ plaate &l &

erbaceeOrdinul cuprine 3 familii: Theaceae, Actinidiaceae, HypericaceadRM este atstat 1
gen HypericumL.) cu 5 specii . perforatumL., H. elegansSteph.,H. hirsutumL., H.
tetrapterumFries.,H. montanuni.) [15, 16, 17].

Familia Hypericaceaec upr i nde 9 genuri Hi circa 500
Hi " n cele subtropicale. Include plante erb
di spuse opus sau verticilat cu mar guicoidda ~ n
col orat sau i ncol o rsurithisexaoatenaetinoenorie,eac solikate saa grepate F

“n i nf#lcomoases Bepatelen nde@r45(6)se prtstreazit | a fru
sau roHi et-5@®.Andnc @euimbcu 4st ami ne -Sfasooele saarare ,
neconcrescutesinecell compus din (2) & carpele, cu ovar superior (1)53ocular. Fructuli
capsult, rarb51i6al8t sau drupt [ 1

Genul Hypericuminclude aproximativ 484 de spedii v i z at @&dni'tarondnie, s e ¢

respOndite | a nivel mondi al “n regiunile t
excepHa Antarctici i . Vegeteazt prin poiene,

mar gi nea dr uenurmiiil ,0r t upiniete esida@eni a r bSuuhhtti subar
"ntregi fkrt stipule, cu f@Bl.ngi secretoare n
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Caracteristici Fl oril e

s

n di c h akpanicylate ddu cqimbsfame. n

FloridinS5sepalelier e sau concr escut ®18]19. Speaiile gHypebcunp e t a

L. din flora Europe

Tabelul 1.2. Speciilegen

i &2t prezentate " n

t ab

uluiHypericumdi n f |l ora eur opeat

*H. perforatumL.

SecCH Specii Rtsp©ndirea Hi |

1. Ascyreia Choisy H. calycinumL. Bal cani, Turcia. Se cl
Caucaz, Si beria de Ve

Asia Mijl oci e 'Hi Mi ct,

Hi de Z¥eat medi frany Afmce,

America, Australia. Spéce comunt
teritoriulRM.  Vegeteazt prin

f OBlel i vezi , ogoar e ne
drumurilor.
Caucaz, Scandinavia (sud), Europa de VEeha
2. Hypericum _ me_di t er/asnieaanM_i ct, _ I ra
' *H. tetrapterumFries. |[poi ene, tuftri Hur i, f
rouril or, RWOrsapedioe .cr
ocrotitt de digsdbantdefd.cr el
Scandinavi a, Eur op aZond
H. maculatunCranz. {|medi t er avVegreit eazt pri
cOmpi i , tuftri Hur i, T
Caucaz, Siberia de Ve
*H. elegansSteph. | Carpak RM. Veget pazener iHn
pante “nierbate, pe st

Europa CZeonntar ame d i Bacang

3. Drosocarpium H. alpigenurKit. CarpdH. Vegeteazt pe paj

Spash. H. montbretiiSpach. Caucaz, Bal cani, Apminites

pietroase, prin poiene

4. Olicostema Scandinavia (sud), ZHooar

-2l9 H. humifusuni. medi t erBead ecaamti, (nord) .
(Boiss.) Stef. o .

umede, cOmpii, poiene.

H. hyssopifolium
Chaix.

CaucazZona mediteraneant
de calcarpante pietroase.

H. lydiumBoiss.

Turcia, Asia Mica, Caucaz.Cr e Ht @ante]
pietroased e cal car 'Hi pi et

5. Hirtella Stef. .
H. apiculatum

(N. Robson) Sennik.

Caucaz, Asia Mijlocie, IranCr e Ht e p e
decalcarpant e pietroase, [

H. elongatuniedeb

Caucaz, Siberia de Vest, Aditijlocie, Iran.Cr e
pepante pietroase, uscate.

H. tauricumR. Keller

Balcani.C r e 'Hpamte getroase.

6. Taeniocarpium
Jaub. et Spash. *H. hirsutumL.

Caucaz, Siberia de Ve
Asia Mijlocie, Scandi
Vest, Balcanij Il ran. Veget e
tufktri Huri, “n ptduri

“n ptduri "Hai xstielRMifpd eamsé
grupuri mici.

7. Adenosepalum

*
Spach. H. montanurrL.

Caucaz, Europa Centr al
Zona medi Vegaenheanotk. pr
l i zi ere, t ufdéfoiade RM e
speciepiHn st udi att, ocr ot

N o t *tSpeciileg. HypericumL. din floraRM
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1.2. Caracteristicile macro- ' Hi mi c r aesspeoilprgenwdui Hypericum

Cn f 1 or aRM, p ovnetgaent te aazHypertcumgl@, £7¢20]i H. meroratumL.
(pojarniH, sunktt odspeciepree ¢ e mtt & )&l db aeducecewn areaduluigh iek t e
din abundefd "~ n g r u Hueleganspojdrnitkz, e ; s un Lt o d rsgecieespoatgna n t
“nt ©l nitk prik higuumoanibdk i sluinz it efaraer eloim i pak’ tnkt):
plantdile s i | vi ce «Kif drumhea 2 ik ugHi tetpapderuey sno i@, v paj ar
tetr aptpeercti)e critic pericl it dtmbntanum(pejarnitt ddei f
munte, suntiformrewrt momibaigtpauardt i tt de stat |

Cikar macopeeagedAQVYobp(Roa t kFar macopeea.aRad mOn
(1993), pentruob’iHerea produsului vegetaHyperici herba e st e a d miHgpericum p e ¢
perforatum Cnst oameniexperiefitl,i nd d s eposrti deeol ect eazt
Hypericum care difert prin anumite <caracteri s

vegetative.

1.2.1.Caracteristicamo r f o laspgdiilar genului Hypericum

Caractere macroscopiceale specieiH. perforatum Tulpinag | a b r &, cilind
coaste longitudinale. Frunieevatalungite, sesile, obtuze, glabre; cu numeroase pungi secretoare
transparent¢ di spuse pé&d tlaatbglandennggrédsfiat uat e pe mar ¢
frunzei). Florlegr upat e "B pahioukateoaor i mbi flancedate, c or

neciliate, cu glande negrerare. Calicdhi n pet ale " n numgtl bdei 5, dd

D

Fig. 1.1. Caracteristicile macroscopice ale specidi perforatum  t ul pfi mbhz { ad par
superiofmurdt ((bpart ea flaae (de2li2zy ar ) (c) ,

Caractere morfologice ale specieiH. elegans Tulpina g | adgrupynct at &,
jumbtatea superioart bi mukheldt tifm muemgi me,

lanceolate, semiamplexicaule, glande negrédpungi transparenfe al ctr or numkbr
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comparativ clH. perforatumFlorilegr up at e

"W pafdioménmitckanl L - Se
lanceolate, ciliate cu glande neg@arola din petale ovdainceolate, galbene glandenegre pe
margine {ig. 1.2) [16, 17, 22].

Fig. 1.2. Caracteristicile macroscopice ale specidi elegans t u | pfi rnutnpatties) (,

superiobrunzbipar to doare (d)fhttps:i/botany.éz/cs/hypericum

elegans/]
Caractere morfologice ale speciéil. hirsutum. Tulpinac i | i ndr i ct, near.
Frunzéeovatal ungi te, " n partea de sus, dens acop

transparentgglandée negrelipsesc. Floleg r up at e ~ "dalungitgahionlate getalelende

culoare galbesaurie, pe margini cu pide glande negre; sepae | e

inegale, “ng
margine direlt e, | a v Or f ul

ctror dig. $3)irt118lgl ande negr

my WA

~
-

)

Fig. 1.3. Caracteristicile macroscopice ale specidi hirsutum: t ul pi nt (a) , f

superi oar £y uf@b inf (ep acjofl@aret(d) htips://botany.cz/cs/hypericum
hirsutum/|]

Caractere morfologice ale speciet. tetrapterum Tulpina 4mu ¢ h imachite; ngu st

aripate. FrunZe eliptice sau alungib v a | e, obtuze, translucde FRicgile o a s

grupate “Bl pafhd mrmiemlktiefner t ; bracteel e
glandenegrep et al el e de dout

negre fig. 1.4) [17, 18].

Hi sep
0 rde culveae galbem degrhis, ghirede a t
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https://botany.cz/cs/hypericum-hirsutum/

Fig. 1.4. Caracteristicile macroscopice ale specidi tetrapterum t ul pi mhbhz { a( paf
superiofhrunz{bjpartea i n f[atpsi/botany.ezjcs/hfpericum f | o
tetrapterum/]

Caractere morfologice ale specieH. montanum Tulpinaf £ r £ 2 | i ni i I
pr oe mi n e puhcenedte. Frdinderde.25 fym | u n-glingite sau avatleaobtuze sau
acut e, cu bazt s’Halb né mpdeenauritiaaall tbd i neufnef Pz a |
margine negru punctate. Fligricu infloresceild r acemoast, scurttde cu
culoae galben palsepalele pe marginidike ai ci  glandegegssiggsld) [1H i18].

Fig. 1.5. Caracteristicile macroscopice ale specidi. montanumt ul pi nt (a), fr
superi ogarEyugkt ( pac) loara(d)[https:/daotanyoca/cshyperigum
montanum/]
1. 2. 2. Piderabatomicelala spécitildgenului Hypericum

Cn ultimul timp¥H decr elggcHyescunhdeaarece suntkursé a
de o mare varietate de compuHi bi ol ogiac a
hipericirei, hiperforirei, uleiuui v ol at i | , Ssea destiteHoarte secr
noduli negr, glande translucide, canalkecsetoare. Varietatea structurilor secretoare interne a fost
folositkt “"n <clasificarea subgenerict. Acea
taxonomi ce k3. Comtormfdatdloo kibliografice[ n2 toate structurile sunt prezente
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" n s p e Elperituey prezefl Hi / s d@ivarind ‘erctvreen  or ganel e ve
reproductiveCer c et eceht e sunt bazate pe sthdeceld st
anabmice ale organelor vegetatiy23] . Cn wultimul ti mp, t ot ma
identificarea noilor caracteristici microscopice de difddg¥e a speciilorg. HypericumK i
compl et ar’doareferitoareldistructarile secretoard,[25, 26, 27,28).
Caracteristicile microscopice e specieiH. perforatum Cn  mo n blyperie herba
din Far macop,eeh (2810 r opieachibn Far macopeea Rom
prezentate caracteristicile microscopatefrunzei deH. perforatum care sunt incomplete.
Actual mente, sur sel e ’Bliefbritoarelg stractuiilecaaatomicee z i
K i |l a cele secretoar e, penH. parforatuma tCu flar dgtai nne |
pot evita colectarea produselor vegetale din alte spedji blgpericum[21, 22].

SeCHunea translveirsta,l tar e@r o0 n f o6 ucoakstemiciHapuse. e | |
Epiderma wunistratificatt, | a exterior acope
Scoattl pri mart este al ctt ui t tHhdignificdidsaulohliteréH , p a rne
cazul tul pinilor mai b Hintrru®strat decekile Wirgid aplatirede e s
Scoatl pri mart este delimitatt de un cilindru
dn23 r©nduri de celiuvhepiudmaki demaambisecHnde
din celulele paremehiamptairs5t2d., doaupul pint [ 2

Kurkin V. et al. (2009) au studiat caracteristicile microscopice de dif&&mna frunzei

specieiH. perforatum ~ n  deaunip elegamsH. hirsutum, H. maculatunCrantz. Celulele

epidermei superioare a frunzei sunt cu fiere s i n u o Hmonilifornm gronariéd.aPerdd

epi der mei inferioartestsamat eanade stiinpodno-haui
celul e. Dat fiind faptul ct mezofil ul frun:
alcttuuntsdratrde cel ul e, se gLsekte pe&renc
straturide cel ul e. Cn continuarea acestufiksutul sp
| acunar. Cn jurul fascicul el @rCnc omedzuocftitloualr e
“"nt ©l nesc urmkbtoarele tipuri d ¢éransparente, cdnale |

secretoare del,2{25. A Hi de tip B |

Celulde epidermei petalei sunt cu pdsendulaH 'Hi uiHe ar b a datluagtli d
marginii; suntalungite, au pefél i c e | u Ha rHiid incloompni wektaidd or mb  r ot u
Hi  n e [29]gMezofdul petaleloreste format din mai mul&raturi de celule compact aranjate

[27]. Pe suprafd sepatlor se pot observa celldeepiderneicu peréH s i n u o 'Hi Hi , n
b a ,auheori pe laturi, cu peiigdrepH s i cre mogr @RMHBOTr me
Structurile secretoare de pe petale ki s
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KurkinV.etal.( 2009) | e numexkte pun@ccarefhib.gtmlga0blpse e K

r e f ebuzunaiddransiucideglande negre i la 3 tipuri ,24 CutsdbDal e
Hi LNRs(tleOm@ 0) au oferit datecavhHifpibuVviare K an
negre) R8].

Studiul efectuat de Ciccareld. etal.( 200 1) r e | "W destraciuli segetoare, e n
| ocal i zat ef | "or avégetatigelde $peciei H. perforatum glande negre, pungi
t r an s p aanaerseécretoaley, 28].

Pungle transparents au Abuzunarel ed glandul are sun

sferict sau oeoatayi cansestdeael dmintatt cuidid st

celule aplatizatecupét¢ gr o k i , 7idiaceluleparenchematosse co pere g (figalib.i
A, B; fig. 1.7. A). Canalée secretoare detipAu | umenul “ngust, mbtrgi
K i sunt situate “"n toaHe tampattaimmeetli elle Pl

col enchi m Hnt d K figi 16E,®ni). Cahkilde secretoare de tip &unt cu lumenul
larg. Stratul intern este constituit din celule aplatizate, culgarigid, iar cel exterri din celule

parenchimatoase, cupdfe gr o KHu n e&Can tsrean s v etrrsuacl ttu,r ta us i anti el

translucide, |l ocalizate(figlEtFul pephal eSanald "~ pr
secretoare detip,Caread umenul | arg, mkrginit cu un#l s
subHr i ki mai umwllt sasut raturi de celul e parenc
[24].

Fig. 16. Anatomia buzunarelort r ansl uci de 'Hi a daperforatent or s
buzunart r ans | uc i d& structurasezpnaruldi tragshugid, ( del i mi t at c |
straturi de celule (B), canaledetipA" n r tdtcanhl €Cpde ti;panake ~ n
de tip B {snt rpuecttaulrta (dee)t al i at tc aan ala ndad utliup G
(G;canal de tip 4 "n petalt (H)
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Glandelenegr e din toate organele plantei au
incipientel e aratt ca un mi pogr gigrdaadaturimate toostite und e

grup de celule de formt ngigedgB)[28t £, mai mar

-
s

\(

Figura 1.7.Buzunartransluci d ( A) Hi ghsedHdh emedgralnsVER) s’a
Glandele negre cO un pigment violer o Hi et i c ("Bh natr rpangile n d e
transparente sunt cu un Cisluit incolor (terpenoide) 21, 22, 25, 30.
Tipul 'Hi | ocali zarea structurilor saegret o
Hypericums unt prezent[@8t3]. "n tabel ul 1.3
Tabelul1.3.St ructuri | e secr et daebrsgecidegendd lypeeiquh e | e

Spe Elementele florale
ciile Sepale Petale Stamine Pistil
Predominant ea lungul| Buzunare translucide distribuit¢ Fiecare Sunt
marginilor buzunare pr edomi nant p& ant er {gdlande
translucide; canale| lungul  marginilor; canalelel g | a n d § N€gre.
secretoare ‘J|secretoare disisferi
segktsesc, gllgl andel e negrelnea.grt
S . . .
3 |dlobuloase, ovale sadi stribuite pr
g alungite, cgHi-abimgulmarginilor,glandel
S | nervurile. alungitesa f 1t re ne
o
T
- —
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Spe Elementele florale
ciile Sepale Petale Stamine Pistil
Glande pigmentate e&| Glande negre, rotunjite, pe
lungul  marginilor pe| marginea petalelor lipsesc pe
@ | pi c ielongiuntineroasd suprafad .
;8;7 buzunaretrars | uci d
o nervui ‘Hi gl an, o
T | ovalconvexerare = SRR N
—a
Buzunarg r a n s | u ( Buzunardranslucide rar Nu sunt| Nu sunt
canale secretoare di stribuitea pe|glande glande
di stribuit e |lungul marginilor,nu e x i s|negre. negre.
gl ande negr ¢canalesecretoarp;e v Or f
S
3 |peduncul at e | gt s €lgl glande negreptunde
@ de-a lungul marginilor. Hi peduncul at e
< ——
T
c Buzunareranslucidehi Buzunare translucide ral Fiecare Nu sunt
S | canale secretoare di stribuite prlant er fglande
S |distribuit e|'%pepemarginicanale secretoal g | an d t Negre.
€ |glande negrddistribuiteglandesferi
*q-’? sferict sau|negre sferice sau alungitear neagr 4
T |se obser vt | distribuite predominam e v @
Pe margiea sepalelor Buzunaretranslucide, ovale sa Antere cu o
glande negrdqal ungite ampl {gl and}#
gl anda ~ n f (nervurisau absente; suntpreze{s f er i (
E canale secretorii da glande rgre pe margine neagr 4
& | lungul nervurilor cu un
é coriidut aalben
-

Specile din g Hypericumse deosebesc prprezeriblabsefgfn u mtL r u I'ld cédstelop o z i
longitudinak. Printre caracteristicile tulpilar speciilor deHypericum principah difereid e st e
expresia Hi numtr ul de @62 ¢ e@dedime trgnsversalestee r n o
rotundt cu 8. peforateriHHE. elagangtabelullad) ; f £ HihirsetimHH.l a
montanum la H. tetrapterumsunt 4 coastearipate Tul pi na 'Ha H. hirsuiumszsuatl e
acoperie cu tricomi mone Hi bi @abdlullihar 5t ructuri |l e sectaet oc¢

5 speciialeg. Hypericums unt prezentf28, 3. "n tabel ul 1.4
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Tabelul14.St ructuri | e secr etlaBspeeialégenultiiHyperieusm 'Hi

Specia Frunze Tulpini
Pe limbul foliar, dea lungul marginilor, s¢ S Y b € p ianale dertijh Bl glande
disting glande negre Re gr e, n f {canalede kip
H. & <
perforatum
Glande negre, ovale, denténsiuni mari| St r uct ur i secr eo i
pe marginea limbulyi buzunare exterior.
transl uci de "dpntbuldi. o g
H. elegans
Dens pubescent e™p ¢ Canale de tip A~
trichomi s i @ladde nedi
| i psesc; p e"dl rnumexcady
Y purgi r ot transhicde. Hi
hirsutum e
Pe | amina f otéglade’r_ Sub epi der mt Hglandea |
negedea | ungul puagi gijnegr e, ~ n fiocawmndeltp
transl uci de B@minet o g A.
H. -
tetrapterum
Pe a mb'Eslpeafsgekte U g 0 a s Structurisec® ar e numa i
cauza numeroaselpapile glande negre | exterior
rotunjite, dens situate pe marginea
frunzei; buzunardranslucide mici,
H. rotunjite, sunt rare pe marginile limbului
montanum | foliar.

1.3.CompoziHa <c¢ hi mi c igenali Hypegcam i | or

Sunttoarea este o planttit wutilizafsala@i n
terapeutice. Cnct Dioscoride i UpericanaAskuron, | i :
Androsaimork Koris[33,34 . Di ver silraitneead i” enitifrfag bddkiinHin "~ n ¢
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este det er mi fHeat £ c hd emi c.tAntpadomnie,predudele fitoterapeutice
“nr egi sHypericitherbapli @z i nt £ e xt r ac tiut da $ubstdid Biologice , C
active: naftodiantroni, florglucinoli, biflavonoide, xantone, proantocianidine, acizi fenolici, ulei
volatil [33,35]. Cn mar e p ar tHee sunt dedicatstudiulli étockirid al specief.
perforattmCn prezentt otsumai amelst a idetel thanici altor speais p r
din g Hypericum L. [34, 36, 37].

Hipericina a fost inH a | i z ol a Hyperiadm perfosajue.c.i ade ctLtr e
(1830), areanumio , , hyper i €a mniPblaradenumioaf n , , [Bg.per i

Prezei precursorilor taninurilor condensafieicocianidina)a f o st studi a
MihalucA.” irunze, tul pini, muguri Hi HHiorBM &g s
descoperit | eucocswamitdao anrae .” "HIf Rdretsrpisleannudtidiei rt
'HiHazanoviciR, vi zea™Hinutoh <cat ehi n ealaouriat despracoriddumul | 1
flavonoidelor” m. perforatumi ar ~n @& Né i dirdkitdercetolul. @ anul 1956,
"ncedp estrealizate studii si st e mM4.tAdizi fenolisumtp r a

reprezentddde aciziicaf ei ¢ K i , descopeftd gne nlidb Perforatum Hiperforina, o
substafidcuacHuU n e a mptuitbeirontiicckt, H.pdrforatumk i za | fad £t ds$ Mu c
savafiH i ruHi " n p €97b. Primdilacara anmdtnat hiperfofina, 1la fost Gurevich
A.(1971), N@t9B5 ¥yt Tk A8 awstakilizstructuracesteid34, 35, 38].

1.31. Acumularea®di | o ccaad mEuwdbielaor chi mi ci
Cercettrile chimice car e Hyerici hevbaau constatatv i z
prezefidl  un ui Hi®l Wdieolsadisda aact i ve: pnsaefutdoodhiiapnetrr
floroglucinold] (hi per f or i riettanante,dolocignidinmefxantonen t )
pectine(tabelul 15) [39, 40, 41].
Tabelul15. Co mp u Hi i c hH. perfaratum@2, #3] speci a
Naftodiantrone Floroglucinoli

Hipericina R =CHs Hiperforina R

Pseudohipericina R = CH:OH Adhiperforina R=CHs
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Flavonoide

R1 on
OH OH
HO 0 HO 0
R2
OH OR
OH O OH 0
KemferolR1=H; R2=H Rutozida R = GlucozaRamnoza
Cvercetol R1 =H; R2 =0OH Hiperozida R = Calactoza
Miricetol R1 = OH; R2 = OH Izocvercitr ozidaR = Glucoza
Cvercitrozida R = Ramnoza
Biflavone

OH

OH

13, 118 -biapigenina (amentoflavong

Xantone
? 0O OH
HO 7 . g
S L
HO 0 OH
OCHs5 _ .
kielcorina 1,3,6,7-tetrahidroxixantona
Procianidine
OH
OH

(+)-Catehina

Procianidina B2
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Acizi fenolici

||(.1 COOH

SN HO

On OH

OH HO

Acid clorogenic Acid cafeic

Standardizarea produsului vegetal, conform DocumidataAnalitice de Normare, se
efectuea t ceprddutul total al derivdbbrd e ant r acen, exprimat " n
Conform prevedkar haoco mda p,uBaoaitéelavinchi peri cin
extracte de 0,20 , 1 5 %; 't aanieng i -ta r ma c o p e e aed.B(2008)ip rel anai L
pu'ld de 008%, iard u pFarmacopeea Statelor Unite ale Ameri€iinu mai plid de 0,2%.
FarmacopeeaedHFU20pe@pnnt @codlmantd Ld eu " i peexrtircaicn te |
din H. perforatumde0,1-0,3% [38].

Cele mai importante substth s ecundare se regbtsesc “n s

g. Hypericum[44]. ZobayedS.M.A. et al.au publicat date referitoarebai osi nt eza hi p

pseudohipericinei “n gl andel e negre, Hoca
perforatum D ©n Hi i aaut dpermodchwsctearaga hi per i ciebutarie 'Hi
secretoare ale florii, este deB5 o r i ma i Nk cuecelé ate frenpem@oacerddade

hi pericinkt Hi ’‘dre ¢isfeairdioithm dpeerrd ecn mutmid e g | de g
| ocalizarea d@%estora “n plantt [

Sursele bibliogredoiHhat ueéluat elaz tn dleflaide ra n
corHnut ul dé mipet alcepale ®,007%)3stamin®,099860)Hi "hutulrde
pseudohiperpet albe (0, 17[8p), sepale (0, 337%)

Varidid concentride i d e hH. pedoraturcdepinde dé condile de mediu, faza de
vegetaH e , r a p o fitt aomponentet ate planteit(fiofi, r un z e , tul pini)
timpul de colectare, coritHi | e de wuscar e Hi de pbLtstr auwne. (
conidutd e h i p eHyderiiherbav a mi at : T1de Liat 0arRiBamg/ g pOr
recalcul la produs | veget al usdatla 0, G2rmghgapont | a
“ntr e0,00 909%; “n Statel"entUrei-Ot02-%&IN0S8 Mnat &.iawc i i
determinatconcentrdHa d e hi p e r i'te aeneae ale spedildr déypericumgirt-flora
R 0o m©nH. perforatumi 0,163 g%;H. maculatumCrantzssp. immaculaturih 0,211 g%;H.
maculatumCrantzssp typicumi 0,496 g%H. tetrapteruniL. i 0,189 g%H. hirsutumi 0,096 g%

[47]. PravdivevaO. et al. au dozat totalul de antracendefila e x pr i mat “n hi g
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organe vegetative alBl. perforatum flori (0,81%), fructe (0,084%), tulpini (0,091%), frunze
(0, 262%8) )] i ghrficate ale tul pinii n OfHéedele) ,
(0,506%) A8]. Kitanov G. M.(2001)a comunicaprezeril hi per i ci nei 'Hi a p
din cele 36 de specii déypericumcercetate. Cantitt ea v ar i a z t H.empettifadium) , O (
pO©nt | a H bobsled[44],

Soelbergl.etalau prezentat bi Gsiuntugz d ehisperr fed roiam
ma i mult "~ n gl amaaplidi en taelnes |puicgneentHit e. Bi osi
celulele secretoare parenchi mat oase,b0.Sar e
observat faptylc £t hi per forina este sH. petff@matumZz at tspabuas
pistiluri), fructe HHlI  rfulnereal &€n Ipdaal i zarea hiper
petale (1,795%), sepale (2,255%), pistil (7,10534).[CoiriHn ut ul hi per fori nei
de 6, 9%, " nitleu8t BPoel dé Ib&fS]e z e

Prin HPLC/ MS a fosHadai e e milbactichecate zpedilerp t r
de Hypericumdin flora judéd | u i Bi h q care cdrsiitn@H peeoratum(7,89%), H.
maculatum(0,077%),H. tetrapterum( 0 , 1 0 B.%ijsuturh{0,67%) B6].

Studiul efectuat de Smelcerovic et al.a demonstratuncddinut spor it de
( mg/ g pr odH perfaratum(8,55)mg/§) K. tetrapterum(0,25 mg/g),H. maculatum
(0,18 mg/g)ma i r eHdhirsutum (05 mg/g)H H. olimpicum(0,02 mg/g) pentruprobele
colectate din f 152 Aldhumrpao rmpgoranchh nau tS edreb i5e,i4 § mg /
vegetal deH. perforatumdin Turcia; 14582 4 , 26 mdie aerielen " mEd or i He 1
perforatumd i n f | or a s [B@,nib Boratlspma alntta lail,e6¥6@[MmgJ,91,6
107,5mg/d n "Hplker aer i e ne ’Hnperioratanicutieatt” m $&la @ X644 chig7@ ,
“n b ob o aibpiH. perfomtunacultivat.” n 'HI58].e

Dintre metabolHsecundari majordin speciileg. Hypericumf a ¢ p avomomleleH2 f |

4%). Ac est grup <cupr i ndecveroiteotza, ndceicitbez i, it per d i

agliconilibericver cet ol , kemferol, miricetol ) ,tabdul f | a
15) [39, 53, 54, 55]. Con'lHutul de flavonoidess dovedi t a fi ma i mar e
planteimaimici " n frunze, tul pi58i 'Rie pétd. K89&)huostudiat f | c
| ocal i zar ea 'HiHI oan tsietcautnallsh perferdianRd bl mz i d & aet e
“n petal e (0, 544 %), sepal e (1, 588®r,ozeta
izocvercitrozida " n petale (2, 345%) , sepale (3,417%9
cvercetolul i~ n petal e (1, 905%) , sepal e (3, 598 %)

cverdtrinozidae st e pr ez efHtlte frd otro dHna MiEs]. Zimnat.&tralt i t L
(2013),prin tehnicaHPLC, audozatcoiHn ut ul de f 'l aeriena déi. gedoratum p L
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FIl avonozida dominantt a f os t(1,05%]pevarcetalul afast ( 2,
depistat “"n cantit adeg05%@7.0, 4%, i ar biapigen
Bi apigenina a fost i zol bobdciflorgi®int diun pfr i onma
perforatum CorilHutuleic r e Ht e p e p a r bohociler didrali; duepztv od & Lfrli o
deschid- coriidutul scade. & constatat faptuyt £+ Ilgpie@apina este lodcatli za
dezvoltarea plantelme pierde$4] . CHaaegehecoriHn ut ul acest ei5d. rep
Un alt grup de compucxki chi mi ci sHypeticunx ant
[58] . Cn sur s e-hmpofat un toMdd)e ak i ebdc,axrli% t n rtdbci
1,3,6,7;tetrahidroxixantohi " n  f r un z e W.iperfératumtabelulplb) 58, 59]d e
Procianidnelese consi dert di meri, tri meri, t et
epcatehinei, at £ r o’iHut ¢ Blyperici herba(produs vegetal uscat) este aproximativ de 12%.
I ndicele cantit artegistrat'crel f arzkaa de R'en fl l@xmryiEr rea ofe
Hyperici herbaa fost izolat dimerdi procianidina B2 [8].

Di n "Hpdenene deH. perforatumau fost izolate 6,2%le polizaharide, formate din

remeHal e acizilor glucuronici K i din monoz
Xilozt,4manozt |
1.32Compozw a chi mi ct a sdeaile@nuluHypericuinat i | di n

CiccarelliD. et al. (2001)au efectuat un studiu histochimic al structurilor secretaae.
H. perforatumHéau demonstrgtc £  u |l ei ul "™Hwmecel datni Ilglsaendeedre t r an
secretoare. Uleiul volatil a fogtentificatc u r eagent ul Nadidinfmuaglzand
canalele secretoare de tipdin pistil, de tip Bdin petale, sepale, pistiti de tip Cdin pistil [24].
Ested e mo n st r ‘@glandejorrtranslecile 8 canal el or s eHchirsutum ar e
H. tetrapterum25]. Din structurile secretoare, la spetiaelegansSteph. ex Willd., s u gt s i

nodul i interni “n mezof iileddlpiniforr[2fln z el or , al p
Cercettrile anterioare au demonstr dle un
aeriene deH. perforatum col ectate “n Turcia (0, 19%), I

(0, 08%), Uz beki st eonsiddrabil 0, 84)62, 63c6d].rRandamantul ukeindi
volatil din speciileg. Hypericumv ar i aztHe” mef Ummz a fenol ogi ct
(0, 07 %) , butonizare (0,082), 65 ICanttatea des ulei( O ,
volatil di f efHke “dre faunrecal ul de rtspO©ndire. De e
p Lie aeriene ale speciél. perforatum ¢ o | re cd iaft eer iHiinesudestuld-eaitelj este

de 0,030,12% [@], din flora Tadjikistanului de0,1-0,4% [67], la diferite populdtHdin Kosovo

i de 0,040,26% [@], din Serbiai de 0,030,93%, din Turcid de 0,040,5% [69] . Cn org
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vegetative, de asemenea atestato varile a “ltdauletvolatit "~ n TDr @8 e  n
1 0,12%, n t udapui n in ruerg desuteirolatit [28].

CompoziHa chi mi ct a ul e H.ypérforatumv oopiraatsavaritbrdsen s
deosebeHt e cal i t at’iHnwjorth uleitlai votatil de@atatidi..perfGratump o n e
din flora sudestuli Frariel sunt cari of iclagn ob ki dn,-fbusrpealt+heun ¢
muurolen, (Eb-f ar ne s en ki 66} dinfloraTadjikistaaublii germacien [} (13,7%),
Upinen (5,1%), cariofilen, 4lodecanol (4,5%) [B, cariofilen oxid (4,2%), biciclogermaen
(3, 8%) Ki s pdntflard ltaliei e (E)-caridiled(24)62 3 , 0 %) K i ge-r mac
20,8%) B1]. C mleiul volatil oBiut din H. perforatumdin Serbiaau fost identific3H134 de
componeitl ceea ce constitue 98, 7% di n t wincipdli dihd: geenacem Inp u 't
(18,6%), (E)cariofilen (11,2%),2net i | oct apni n(e9n, 5(%),,5%) , Dbi ci cl
(E)-b-ocimen (4,6%)70.. Datee r apor t at e di n Ufinerol¢5i1-67,3%)ested i a
componentul principal al uleiului diH. perforatum[71]. Hajdari A. et al. (2014)au determinat
compuHi i principal:] comuni p elypérici berbad celi ard t avtc
ci nci H od anl iKtots o vneetjl-octdn (1,H by b &aihen?3,d3 6 , 5 Hgriofilerd
(1,2-12,4%), cariofilen oxid (3;3 7 , 7 Petetradécanol (3;40,4%)p8 . Un grup de
au determinat compoia chi mi ct a wul ei ul ui vol ati |l din
deH. perfoatum, di ntre care 9 au fost crescut®utspo
mai sporit de componédd ma j-coarrii o(fbi | en, cari of i |rievolatil®dini d)
frunze; iar o cantitatmai mare de spatuleho, v i r i di ftétradecanol,” nc aprraotboel |
flori [ 71].

PUHne surse Dbi bl despgaor@Hniucteu | o fldia Locdunaptdezcit a
volatil, extras din speciilel. elegansH. hirsutumk H. tetrapterum SpeciaH. elegans c ol ect
din flora -epbontantSarbudi "Hen O,az8% dwel €'l fv oolt
aeriene proaomiHicomponketdict mapd i : umpdeean (131
nonan (6, 1%). Co nkbniudteurla bd d wlagii aval atoinl “n
uscate) alél. eleganscolectae”" n est ul Pol oHnei 0, 05 %0 B0 Pof s @
tulpini s-au depistat urme de ulei volatil. Compottémajori identificdH ~ n volatil @in flori
sunt: 2met i | oct ant & rilpsi, R2e3d4hunfuly (0,B0%) terpebd-ol (1 ,-0 9 %)
pinen (1,23%), sabinen-mgljld%} ancaripfiled (9,83%Hol) , d
Upinen (2e89p%neol (1, 45 %rpen (514%)-aimem(1,08%)73.2 %) |,

Componefid majori identificdH ~ n valatkil elé Hi tetrapterumd i n  Gr ec-i a
copaen (-lanyipir@r4d,7%), Gariofilen oxid (8,9%);mndecan (7, 4%) . C
deH. tetrapterumpr oveni t din | tali"®, ma jodpaecnti(@kd, 72
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longipinen (8,1%)Con'iHutul de ulei volatil I&H. tetrapterundin Grecia este de 0,2%, din Centrul
Italiei T de 0,1% 62, 69].

Cn fl ora s’pioHhirsutuis iantFertaanzeazt Ki ac Uhnu |l e
componeifHmajori: -n o nan ( 5uddéjan 30%i anr pl antele Ttwel ect
componeiH maj or i : nonan (24, 8%), undecan (13, 3
din |talia Cdimajoriailadestei specinspnt (E€E)farnesen (7,4 3, 8 %) K i
b-farnesen (7,8,4%) B1].

Fluctuald conrHnut ul ui d eH. hirbuauind evpoilnadtei Ide:n faza
produsul ui vegetal (proasptt sau wuscathe zo
aeriene (produs pef, codutlteste) de 0,14%; nf THpoaeraene kigcaten
colectde din flora Serbiei de 0,02%; n “lip &eriene, colectate din Centrul Italiei la diferite
altitudini, este de 0,08,06% p1, 69].

14 AcHunea farmacol ogict a principiilor ac

Cn pr ez énperforatanestecunaalintre cele maiilizate plantemedicinale n | u me

[72] . Pl anta arénborghmimidanigi-hdde poptlaaria r L
eczemel or, ar sur i | meiboliortiadle digestiv,dedresiédtnHei Btir &i,c e mi
moderateActualmenteH. perforatunp r e zi nt £ u n “ldnefectedor selemantelepesve.g r
DatorititHecommdzi chi mice, p | "Hanmaeologice: argifdngiced i f

antibacteriene, antivirale, a nfotosensibilizantd78,i v e ,
74, 75, 76].

Extractelehidroetanolice obH N u t e “itddenene gldd.rperforatum conHn Has e g
maj or e de compu Hi chimici: naftodi antrone
fenil propanici, proantocianidine. DB.eerfaaueme n e

se cofif substafel t a n a n tHwici deixantoree,rulei volatiH aminoacizi 58, 77].

Naftodiantrone Ne c £t ©nd Ipa i fmap tiwzlo,l acte a naftodi
pseudohipericinei) dill. perforatuma f ost | a “~nce@mui uln spre ant
rt mOnemai fdecperspecti vt dinthempolii daandl ve
biologice[77]. Contdutul derivaltbr de naftodiantroh” H. perforatunv a r i a D,85€0,30%.
Planta, de asemenea, ddac i c|l opseu,po it persieaiHpth op @ hi(fmiem L c
18)[51]. Ac e Ht i compuHiI"H a’un foed me ndteenlte f’ircfal o it e
ma i mu | t “n pungi | e pippopseudohigercina siént oconsalératep e
precur sor.i ai hi pericinei Hi'Hmid upste uedxophu npeerr

Este binecunoscut faptut £t pseudohi pericina poate fi tr

39



Protohipericina, pratp s eudohi peri ci na 'Hi ciclopseutlohi
ma i mi ci Hi sunt incluse “n termenul anal i
CorHnut ul de psewwdBHi¥P ereiscientmai 0O mMmalieode Hdac¢
al hipericinei (0,03,09%) [78].

OH O OH OH O OH OH O OH

HOE. H3HD‘.‘ OH Ho I I I
CH3: HO

RSO ANROOD O9®

oOH © OH OH O OH OH O OH

protohipericina protopseudohipericina  ciclopseudohipericina
Fig. 18. Naftodiantronele
Hi per i ci nidei $int stddéHpenrtap r o p'Hi et mant i t umor al e
antidepresive. Trebui e r emar c puternic agefiinatyradir i ¢

f ot odi na miltefotodindmice graoxidantetale hipericinei au fost folosite pentru tratarea

cancerul ui . asbriegeu i cumana, neficient I nduce
canceroase B . Cercentei I @ alvikaamd e moamshrir perceéi na
citomegal ovirusul u ma a virlldului febaep aftcaset a Hipeaicinaa b s o

mani festt o activitate semnificatib589 &8nt i d
Majorita t e a preparatel or anti depr es’iHvsmapticggear er ¢
noradrenalinei Hi a serotoninei sau inhibt
efectul inhibitor al extractului diRl. perforatumasupra absofigi sinaptozomale a monoaminelor

[80].

Feyzi ogtdlauBstudi at efect ul anti bacterian
dout "Hiondiiferite: expunerea | a I"'Hhami chea mmiag eurr
64 mg/ ml aeraaStaphylbcactus auredsitCC 29213HE. epidermidiATCC 12228
l@a" nt ud®gric |

Floroglucinoli. DerivaH i de florogl uci ik Id. Hypencam Dpie | «
c o mp u HiHsunt entifiddH H. perforatum hiperforina(2,04 , 5 %) pédorinaa@2h i
1,9%) ceconrHn o grupar e metibplAiceeHttiarcconmpeauki Hse g
reproductive(n fl ori apr oxi matiidyv, 5286, ~'nn ffi 4dead[68d lee n
75].

Sa demonstrain vitro ct  hi perforina inhibkt sau mo
neurotransnidt o a8 e [Me c a ni Shnantideprastvésiev i man i f iahsbaréa pr

recaptbLridi Si nafpt oc e Haarn.eraeAuca ot rdepmeéesi vi a
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d e mo n pddifeaté rhodele de depresie la animalele de laboratori(F@Ted swimming test
TSTT tail suspension test, learned helplessnesg test Est e un i nhibitor
serot eHhTi)n,t docbpami nt ( DA), nor epomieda i md -i( NEQ
A Hi -BMR@2.

Kurkin V. etal.audemonstratddunea anti depresi vt a hipe
ul ti ma a f os tHudneenao nnsetu& a@lttr oHbii cakc |

Silva B. et al. (2005) au dovedift apt ul ctHihi pepecifoei el e
semni f i c a'tteiantioxmante ple axteactdui etanolic din perforatun83).

FlavonoidePent ru a denmdihstamat pdepreeitte al e
ale produselor extctive dinplam e medi ci nal aztcdrtetbtter mode
comportamental telt t eBEET), nhesului déosuspend:z
[82]. Totalul de flavonoide ditd. perforatum  ° riH & udhereddotinapll deimobilitate a
Hoar eci [82]l.r N % M.det&Hau extras o serie de flavonoide #éinperforatumL., cum
ar fi hiperozida, izovercitrozida’H 8-O-glucuronida cvercetolulytoH ¢ o mp u Hi i au
activitatevizibilht [.8cHumesai vawint i depresi vkt a hiper
ckttre cercetHd oRAbs.Lt diumntFeadtecrsa at e sur séd bib
proprietatea ant iaaamnaduuidin Hypaicum monogynuid 6. HI n
literatura de specialitate sunt date referitoare la infeidlavonoidelor asupra aminelor biogene
(neurotransmdt o r i MoinN&,a6#HITn iHE i DA) . FIl avonoi del e e x
prin c r e'Hutukir dea bd oo mi ne, i mo b i Hdi lar©dind partaas t f
sinaptozomiloHb | ocheazt ac84i vitatea MAO |

Unele flavonoide, precum hiperozidajerdtrozidg izocverdtrozida'H i amentofl a

provoca un efect sedativ, careimplice nzodi azepi nel e GABA[AY Bilmai Ht i
B.etal.(2008) au studiat e f e c tHe | e pedosatam asHprd o r
excit olioxn e u digumdei neitocthdrialeCver cet ol ul kaempfer
au redus semnificativ moartea neacddNmelil-®+ , ¢
aspaic. ACHunea neuroprotectoare a fost tcCorzelaat £

meniderea poteiHa | ul u i electric transmembranar al |
cverceblul 'Hi cu biapigenina, reduc per oxi diluluea |
electric transmembranar, cauzat de stresudlativ indus deadenozindifosfafADP) Hi fie

Activitatea neuroprotectoare a kae®pferol ul

Biflavone.Bi f | avonel e sunt un grup de fl avone
Tr el C 0 mp wrdp: 3,&biapigeaima 0s0t, 5 %) , a me nt -ditvéretlvbana H
f ost i deH perfofaturt &bt @u toate acestea,asdemonstranvitroc £t ament of |
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se |l eagt cu receptorii benzodbaarzieeprian i hcd maati o
Anterior, a fost raportat faptd £t wunel e Dbi fl avonoide (incl usi
i nhi bitor ’Tdfesiolpazei Azadintgiupulillt &8 const atat c¢ct ame
ciclooxigenaza din epider mt, 'Hhlrt 4&a nafue omtaa
efectuatepp or cu'Hor ).det iGulidanleemt i i ahhbhgpnazdbateaHe a
au fost confirmate laaadi ni st r ar ea i ndimnaapea edenulaiureciiat ,"Hoparrie
indus cu ulei de croton. De asemenea,sdemonstrat o activitate
lainducerea d e mu | "#li  Halln cukcasagenan (E£3= 42 mg/kg) compardv cu efectul
antiinflamator al prednisofalui ( 35 mg/ kg) Hi cu cel al I ndo
amentoflavona nu a prezentat O activitate
Hobol ani, dar a nbagneizfiecstt aetv iod eancttti viint attees taunla
(EDs¢=9 , 6 mg / k g )'l¢ cu efectul@amtiinflaraatoaal indometacinei (3,8 mg/lE§ .

A fost demManstaranhtidepresivi Hi 5c78a anxi

Taninuri Oi. CopHtrowtiwlni dend ani nur i, "M pro
perforatum este de circa 15%. Subsi#En e t anant e dorocianidne aligomericer e
Sursele bibliograie ar at £t ct a f o9tr oicz @lna tdi ntibelud Smikea ¢ tc ¢

asemenea, au fost identiftbp r oci ani di na di merict supli men
tetr amartiedi na Hi epicatehina. ™Rr aartt and ica roil
antivirale.Darne xi st £t date bibliografice refer@.toar

Xantonele au fost detect at egefuliHypaiecumt Cml ¢
H. perforatumse coriid 1,367t et r ahi dr oxi xant on @oncéhtrdd Hel e | c
aproximativ 0,01%48 . Xant onel e "t aeeenedilfperforattnmau demmonsprat r

acHune anti7depresivi [ 8

1.5. Utilizarea “~n medi Hdiperfaratum pr odusel or

Suntt esteuraalintre cele mait udi ate plante medical e
interesul fiind axatpe potddal ul stu anti depresi v natdoateal
au fost caracteri zalHie a»t dran€ nxwelp uftgr mir i de

dintre primele meid u n i cunoscute ale suntt oarNafuralis a p
Historiled e Pl i ni u -@%dHrBbHt,r Adnuc(rza e " n care est
arsuri, dadi (Hi eatsig¢dr i nig & @&8n Studiul com@oZHeed [c h i mi ¢
efectelor farmacologice, pe care lelde c omponentel e din suntta
"ncep®©nd cu ani.i 194¥@r ipOmada Bwl goarreizdd,at Reiram,
Uzbekistan, Kazahstan, Ucraina. Comfida chi mi ct a sunbttoar ei a

42



au fost identificate mai multde 80 sigbstaieid i n gr upur i |l e de compuHi

efecte farmacot erthlppant¢if®ce, "n diferite pktr
Cn |iteratucaaphfpitdtardurnHi € mu mélteatérrealema i
sunkttoarei, car éal amedliaci bertt peppéaren reni
contondente, ulcere, varice, hemoroizi, mialgi r eumat i s m, | umbago,
cicatria cheloide. B8] . l ntern, "n medicina populart p
tul burtrjankeaerteadieve bronHite, astm, ul cer,
reumati s m. Decostunilsdamnel bade tit abdercutbeeitosoase,alme r
di zenteriei Hi "n calitate de remediu anti't

gastroint est i n eeleeailchitimpurspecidd.eerforatwmar e Do nBdat r e
largt “n medjctianamepulubrAcel or 90 outzeci Hi

Cu toate acestea, preparateletiddi nal e Hi , " n speci aldutul e
prin macer ar ea inflorescefieleryi del ens sl i nezihua de n
Botezttorul (24 i1 uni e) -3His taptoli m@rmxip,u sret M&E@an e o
popul are remenditir dtnankzeunrtoeplae t opi c 1. dleid deu | c ¢
sunttoare esteHbmladsi t yurthimr ameodr e tedri agdeilslt | ve H
[92]. Maceratul uleios, diHut din flori deH. perforatum(OleumHyperic) , est e ut i | i
|l argt ca "Mehedit u at manetint ul ul c e rne |Boors Bhdwnaa | H ea
Serbia, Ksovo, Turcia$3].

Cn ul ti mii cteléalcdotice standardizatet§nol60& sau metanoB0%) au
devenit tot ma i popul are “n Europa Hilor” n
depresive uHoare “H®©méda | antmadnefrlaatmea.t o Ac e a
preparatel or f it odged at p prezerieidesflavdniozide, sletoll ad ad e ’

substafel tanante,iar derivdaH i antracenuldnéea bd etsemmii [ | iazx
Flavonoidelei cver cet ol ul Hi hi pé&r oazdtdiayi s‘umt t icroantp
respamsabile de efectul antihipno{f®@4] . Ti nctura di n sunktdadsceatrale st

prin alHunea sa Hxeturraocttruolp EdIse aterdiiennep tde “ideeun L t
di ur e5l. Afostdojeditiinficc £ t iHhctewrta act ul wuscat’dmi n
anti depr esi viI5 76iMaiamnlte istadii au derodostrft™®cu nea ant i o X
extractelor polifenolice dii. perforatum prin captarea radicalildri ber i , per oxi de
prin capacitatea laie chelare a fierului/3, 88, 96].

Cn mHdrtedin Uniunea Europeant prdzanerdee!| e

tadidHonal e, de origine vegetaltit, wutilizate “n
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pOnt | a moder at e. (h pe®eatumsanhaiiterizate canatiicasente,dar d i T
“n SUA sunt <cl asi fneatac[®Bdr ept supli mente al

Cn medicina veterinar LH. pexfdratumsunt wtllizate drepta t
remedii antihelmintice [9.

ReacCld de fotosensibilizarea hi per i ci nel or deter mi nt t

sunttoar e, prinHisploailrem mensobad kit tprovoc
dispeptice, constipd e . Preparatel e din sunttoare sur
hipertensiune agtr i al Lt , ul c édHe pdee tnet,urctonmrsgurpcagent H

contraindicatt admi ni strarea acesokbdaz&ion ¢
medi camente din clasa inhibi8B8drilor select.i

1.6.Sinteza capitolului 1

Din surse bibliogr af igcHypercsineluddapmxenaty 484 s ¢ u
de specii, diHwinZatexomo3m cke gacspOndite | a
tropi cal e, mentamefcu expdd Ansatcteii. Hi

Di ver se [IHUuhdrcter iof'rtriki ndat e r ef efldietmaaarHd | &
microscopie ale speciilorg. Hipericum,r t s p©ndi t e ~ rPRMfH. perfomatumig.o nt &
elegansH. hirsutum H. tetrapteum,. H. montanum

Cea mai i mportantt caracteristict de dia
genul Hypericume st e | ocal i zar ea, f or ma ‘'Hi cul oar e.
metaboll[H s ecundar.i val or oHi . C e Ispeaiilede Hypeticmisuns t r u
concentrate ~ n sSupdférie strugue seardtoartdscutd sutunaraeke de
nodul i negr.i (gl ande negr e), egimgoradte pentru a n
recunoaHt er e a Hypercam Dinfredoate argamele gnalizatella 5 spetifereriéd
dintreele este maipronttht £t " n cazul structurilor secret

Cn Hende struct ur &speaisudiabepot i difered att uel jidiade if iu,
numtr uHa MHiozdi mensiunea coastelor |l ongitudi

Majoritatea Hf ucretrviilzoeraz bkt isitnu dH. yérfordtumt o c |
Actualmente sunt atestate tot mai multe date referitoazertpoziHa chi mi ct a al
Hypericum Var i abi | ot farmaedogiqe ale gpeaciloedmmBbypericums e dat or €
metaboliH| o r secundari: floroglbtuci maffitodhaper 61
pseudohi pgoinoi de) ,( hi pig cveratiozilg cvercetal,t kexpf d r o | [

bi fl &boapi geni nt) , aci zi fenil propani ci (¢
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xantone etc. Concentiha |"@sut ' inr i | e vegéddefambrvalro qqizdt ,” no

vegetativ, ar eal idéclidagce.r tsp©ndire Hi condi
Sursele bibliografice relateazt fenomenu

“n pungile colorate, | ocal i z H.tperfaatum Cdrildétd r i t

hi per i ci'lieadriene ddh pegoratum v ari a®Bide m@mr ahal de |
condi'lHclimatice.

Cn |l iteratura de specialitate, sunt pr
structurilor secretoare din spetfa perforatump car e a demonstr &tneckt n
gl andel e translucide THi “n canalele sgcre
Hypericumv ar i aziHe mef draea fenologict de dezvol't

Despraut i | i zarea frecventt 7, deasemahgacei rae | pad peu
mul tiple surse bibliografice, "ndeosebi “n
retcelii obi Hnuite, migrenei, bolilor tractu

H. perforatump r ezi nt £ un muedicitepentruatce i /9 t at ea ant
tratamentul depresi ei u Hdotherie cHii nmocdcee r aptlea nt

p r o p"Hfarmeatologice demonstrate vitro 'Hin vivo: antifungice, antibacterienantivirale,

anticonvulsive, antiinflamatoare, analgezic
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2. ANALIZA CHI MI RPRODUSELOR VEGETALE DIN SPECIILE
GENULUI HYPERICUM

2.1. OB'herea produselor vegetale
Produsée vegetale( p“Haeriene, flori, frunze, tulpinigu fosto b "Hi de latspeciileH.
perforatum H. elegans" n ptdurea satul ui T H.rhivsatunaH iH. r a i

tetrapterum” n R éHae rrvaat ur arlaki o,nudo dStisiudide e mp u ielnd m uc

au f ost dhoderecetale specielppgerforatum " n di f er i t'en cfeapzuet
butoni zar e, butoni zar e, "nfcrepat i fdiec a'rnef)l owrii
(colina satului Nimoreni, raionul laloe n i ; ptdurea satul ui T rno

s at ul ida, ralomupbGahul). Au fostolectatep Elie aeriene ded. perforatumdin colecid
C 1 PPM USMF ,Nicolae Testefln uDbu.pt recol tare Ki S Olbrt ar e

vegetale), produsele vegetale au fest pus e procesul ui de wuscare
umbr &, “n " ncktperi bine aerisite, apoi pr o
usat, ferit de lumint ki de umiditate.

Det er mi nafHaa aicceesrttoirt tspeci i a fost-kef ec

mi croscopi cuegemlegectated us@éotri fi car ea gudypericura c o p
a fost ef éiedewanactei s tni cfiulnec mo r fsobtapitplullc2eu,t i d & szclr
determinatoarele de planft€6, 17, 21, 22, 23, 25,100 " n c Olhquaplaneh er bar i z a
ptstraté@&éile berbarel or MWEakLdi nilin CB ata Hhc ad &
RezerviHe i "Hk ti icien.A6ati z a0 mac f 0s ¢ ooy aguitulimicradcdpului
optic binoculaA Mi ¢ (nod&ebMC 50 XP, Austria) a Cat edra de f ar mac
f ar ma cdnuwadrudBMF , NicolaeTestemialn u 0 , care dHepemamiloca
structurilor secretoare f o r maldutdlilor).c o n

Plantelespeciilor analizatd e z v o | t £ f rrutnrzeeg dar idaiepdesdifetiteH.
perforatumarefrunze ovatalungite, obtuze, glabréj. elegans’ ovatlanceolateH. hirsutumi
ovd sauova-alungite, denp ubes cent e p €eH H. tetrapteruargy abtuzedue r fad ram:
el i ptictovatau alungi't

Caracterke distinctive pentru frunzele speciilor g. Hypericum se bazeazt
par t i #eustrcturilot decretoare: tipyblande pigmentatehuzunaretranslucide, canale
secretoareorma (rotund, oval, alungit), culoara( r epipuiu sau translucid; localizara
(pe marginea | i mb (b frecvens @dense paa raréig.21)t supr af a

Anal i za mi cr o s pgforatumaparmisidentificaeaglanddoe negrecu
conlidut deantracenderivid, d e f docalizhtepeapexulkti, ma linghulun(feg 2.1 A,
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B), Hbuzunarelotranslucidemi ci , dens di st télintouldifoliar(fig. 21 G o at 1

R\

ferum

Fig. 2.1. Structuri secretare ale frunzelor speciilor din genulHypericum H. perforatum(A,
x4; B, x10;C, x40); H. elegangD, x4; E, x10; F, x40 H. hirsutum(G, x4; H, x40; |, x40);
H. tetrapterum(J, x4; K, x40; L, x40)

SpeciaH. eleganss e car act er i A peaimiul frpnzei anampetoretipuei e
structuri secretoaredeor mt sf erickt. Gl andele negre au f
21D, E), iatbuzunared t ransl|l uci de mici, denskfruazai(fig ost
2.1 F). Specidd. hirsutums-a evideridt anatomic prin: prezéd peambele suprafel ale frunzei
a tricomilor uni cel @.lH);dipsagladdelor irtgre, pteZebazumaelpri | e
translucide rotunde, n Bl lembylui foliar tfig 21 G, D.SpeceaH. p e |
tetrapterunse cractér z e az £  pagil m npreé¢ ®’@n negre pe margine
2. 1 J, bukupardidnsiuada pe taa s u @lmbufuidfig. 2.1 L).
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Structurilesecretoarde pesepalet florilor, deasemeneau rol diganostic determinarea
speciilor(fig. 2.2). Sepalelda sp.H. perforatumsuntalungitlanceolag, cu glande negre ovale pe
apexul limbului(fig. 2.2 A), dar rare pe margin (fig. 2.2 B), buzunarelgranslucided e f or mj
al unWii tceanal el e s @datrgalbbero aurfost identificatem t ¢ e npree rtvouarti
suprafégl(fig.2.2 B, C)

H_ perforatum

Fig. 2.2 Structuri secretoare alesepalelor speciilor din genuHypericunt H. perforatum(A,
x10; B, x4;C, x10);H. elegangD, x4; E, x10; F, x49) H. hirsutum(G, x40; H, x40; |, x40)H.
tetrapterum(J, x10; K, x40; L, x40)

Structurile distinctive ale sgH. elganssunt gl andel e negre ova
aspectcurbas i t uat e pe marginea ki vOrful sepal el
| oc al glade hegre, Bhatonvexe (fig 2.F); buzunareldransici d e de fad rumigi d:
se gbtsesc pdEsepaelart(fig. 2.8 &)p $packhahirsutums e car a @rner i z
prezerdl glandelor negres f er i c e, p e ilunpgulonargiiHie Wicua t @ p @xu

G, H; I).La specidH. tetrapterunglandele negre sferice sau cadlingite predominargs e o b s er

48



| a v @aifaupe margini (fig. 2.2 Jiarbuzunarelet r ansl uci de de f or mt
"ntreprer nariedgaf isgprafa L)

La toate speciile studiate petalele sunt libere, gathei, inegale, alungieliptice,t £ i at e
obl i cf Loac avy ®rzar ea, f or ma Hi cad roalreeaaz ks taw c

Hypericum(fig. 2.3).

Fig. 2.3. Structuri secretoare ale petalelor speciilor din genilypericunm H. perforatum(A,
x4; B, x4; C, x40; D, x40; E, x10MH. elegandF, x4; G, x4; H, x40; I, x4; J, x30H. hirsutum
(K, x4; L, x10; M, x10, N, x10)H. tetrapterum(J, x10; O, x4; P, x40; Q, x10, R, x40)

Pentru sp H. perforatum’HiH. eleganssunt caracteristice lgnde negre sfaforme,
localizatepe margireaoblict a petalelor (fig. 2.3\, C, F, B, iarlaH. elegansHd e f or mt o
rar localizate pe margigepetaleil a  Iffig.2.3.G. La ambele specibhuzunareldranslucide
ovale sau alungite suftcalizate” nt r e (fig.€.8 B, Drl) de asemeneauntmerildnateH i
canalelée secretoardfig. 2.3 E, J) SpeciaH. hirsutumse d e 0 s e dna&tdrhic @rinprezengl
glanddor negrede fomt o v a | pti, ¢ icaur per'margineaupetaleldrfig. 2.3 K L, M) Ha
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buzunarelotranslucide, alungitpet o auptafabl(fig. 2.3 M, N). Canalele secretoa(ég. 2.3
O, P)sunt meffdnatepep ar t e a s pepakor,ibuzwardled @ f or mbt dGrutal L
galbens-auobservat doar la baza petalelasp. H. tetrapterum(fig. 2.3Q, R).

Sunt importante caracteristicile tulpinilor pentru identificarea speciilor studidte
perforatumHH. elegans f or ma ci rcul art cud2gktlahisduni | at
forma circul art, ,pubecte nHdetrtapterinét eongmuabdi att e
longitudinale, suprafal g | abr Lt .

Astfel, screening-ul rezultatelor studiului microscopic la 4 speciitdgpericumdin flora
S p 0 nt RMh & perais evidéildrea ndicilor microscopici cu rol de identificare a speciilor:

p ar t i ‘#eustruatarilort seretoare (tipuli glande,buzunaréi canale secretoay distribuirea
Hi fBlepeehrunze Hi el emente florale); numtr

de pubescébl H&"Hbpaeriene.

2.2. Anal i za c gdnualuiHygeiicun. a speci il or
SolvenH i 'Hi ele utibzatepentry read | calitative deufost!l oa
preparetée n cor espundamrenac o p e eeg.X RidFa@aepeei Europiene
(Ph. Eur.).SolvernH i cu grad Ap e (atetonitril, acid acetie glacigly naefanol o
substariele de referitH utilizate pentru analize chimice prin metoda de cromatografie pe strat
subHr e ( CSS) ‘'Hi prin metoda de cr’ m@atRigi@sh f i e
procurate de la Sigmaldrich (rutozida,izocvercitrozidag cverceblul, apigenina7-glicozida 13,
1181 biapigeninaacidul clorogenic acidul cafeig hipericing hiperforing, HWI pharma services
GmbH (hiperozida)JHi Ph. Eur . Rwertitwzidgns st andard (
Reacli de identificare. Identificarea diferitogr upur i de camptéct aoh
p £He aeriene dél. perforatum, H. elegans., H. hirsutum H. tetrapterum
Identificarea substafelor tanante Prepararea probelor de analizg0 g produs vegetal
mLridn se extr agepuwrui fliOcOa tnhl, doee abpAtdeamindtéHbea p L
filtreazt prHnuwvhtéde 1 of og éiertcadtativedl0l0F ct uar e
l.La23mldesoliHe de anal i-Zapi ctet (Erdemaledyde A0 er . 'Hi
Culoareanegry er z ui e d’@lsubstaitlor amaete condensate
2.lalmldesoliHe de analizat se adaugt 2 ml de a:
10 %. C ialsybstaéelpréanante hidrolizabile e f or meazt un pecte,ci pi
precipitatulnusa f or mat, -aladtdgpt b e pls detataunrde fieklie s
amoniudel % 'Hi 0,1 g deaoliduteotcaotald negruveriuia, wene, a devedit

prezenbl substaitlor tanante condensate.
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3.La2mldesoliHe de analizat se adaugl2 eOtceéev dMrcr id
AbsenBicolora’ldi cafenid e n o t L & qubstai@oe tanante condensate.

Rezultatele redklor au demonstrat prezem substaiell or t anante Hond
aeriene din celd specii deHypericumanalizate.

Identificarea saponozidelorPeriru identificarea saponozidelsre pr egtt ekt e
1:10 | a baia de apt timp de 10 min.

Reada de formare a spumebe ialke pr ubet e, "~ n una’dgdeHCladau
0,1M, i ar T 5ml de NdQHWAM. Cn amb eslee aedparuuGbtep ce®t € u P
infuzie «Ki se ad®dupt eaedbkbugarced 9#edengaéddete | or
perforatum H. elegansH. tetrapterumssa f or mat o spumt egal tnda
prezeribl saponozidelor triterpenice,ar ~ n e p r uab ea detl veg a trH. hinsaftuoez i se
nusa observat spumit, fapt care relevi | ipsa

Identificarea alkaloizilor. Prepararea probelorde analiZzgbg de produskHveg
se pl asuplkabidel00mmlyssed a@gtml de HCI 1fmpHE5nmenete " nc
| a baia@al adeo taipd Lextradul ge trece ptintm fittre deh ©r 10fl.e [

Extractul sep | as'ermzépr ubet e, cOte 1 ml per epr
reacti veld .alCGnalporiezzielnor ar trebui s-portsae, f or
cu reactivulDragendorff precipitat brun, cu reactiviWagnerBouchardat cu solu'ld de tanini
precipitat amorfa | b u i s au ‘ddeladizu fosfomalinden& precp i t at gLl bui
schimbt culoarea ~ n al b aigrecipitat sllauipicric hprecigtatd e ,
gal ben. Clhiledauf osht eegati vabsetbic aé a at ei i stutlinte £ ~ r
deHypericum

Analiza cromatografic tpe strat sublde

Prin intermediulanalizei cromatografice pe strat Seb (CSS)s-a demonstrat prezé
flavonoidel or, hiperi ci rileaeriéde aleapedailoriddgperlcor f e

Pregtt iwideanaligab.10g de produs vegetidtrecupoim obt

sita, cu orificiiluen dellonmm,u sde pplreosdeaad z td e
al cool etilic de 70%. Bal onul pebaiadeaCmit bt ukea tre
timp de 90deminute; apob al o n u | iar se cOnttrekte KHalste

Extractul se filtr demmtte (gIlH e ee xr tHiddda2 3Lt i )mp d
Soluia de referik. soluH i de 0, 1%vede ertwtlgzihdtperozi dt

de hi pkazaist@ionnta.r gl £ c i dse Fa3z & i maelbceldt Flo:r mi ¢ an

acetat de etil (6:9:90). MigraielOcm.Fa z a moadadttatz2:de et i |l : aci d
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Migrarei 9,6 cmUs car e a p-lL05A Ctimp de:10 rifu@Detedie: s e pul ver i

placa cu o solie de 10 g/l reactiv NEU (diferd o r i | o xJ ent imeatnainnotl ®di a p
de 50 g/l de polietilenglicol 4000 (PEG)n met anol . Da@ted@®midmre and In
lumina UV la 366 nm 87, 104, 1(5].

Pl tcile cromatografice au fost analizate

Identificarmc o mpu Hi | o-a cédami zat s "n dout sisteme d

mo b i ltath e2 u(l 2. 1) . Pe pl Lci | etipuci decspotuti: BugreseéH i c e
galbenaport ocali e corespunzHdt abbacmp ®'Mioln@d ofr e nif
de culoare roHi e, @g2dpcteri stickt hipericine

Faza mobila: acid formic:apa:acetat de etil

- - .
= cvercetol
cvercetol
hipericina
hipericina . - .
hiperozida '
hiperOZid’ ac. .. ' clo:)c-enic
clorogenic E

rutozida
H} Be l!t Hh —= Hp He Ht Hh
Fig. 24. Cromatograma pe strat sublie a extractelor hidroetanolice d i n " deniene a
speciilor deHypericunt H. perforatum (Hp), H. elegang(He); H. tetrapterum(Ht),
H. hirsutum (Hh)

I ntensitatea s puilorgunticaracteristicile esisie (taelui 2. 1)arer f
stau | a baza i tlen tnitfriec Hypereaomadatizate. Ridzidaecm spot de
cul oar e-agaldeen i f gHcparforatunmHH sefeganstcuio Intensitate mai mare la
H.perforatumi ar “~ n e xt r a CHe aetieneadél.daetrapterunddH.chirsmtump £ p s e Ht

spot ul cCor esenun&prottourl rduet ozuldoare portocal i
prezent "~ n toate speciil e alHa&legansgpbta de cadoare c
portocale ¢ or e sgueurnczekttoolru |l u i este i dentificat | a
fluorescefd al bastr t, este atestat "~ n toate pl an

la H. perforatumHiper i ci na este pr euzdenattte ,” na vtSdHatr eo 'Hsf pi
Mai intense sunt spoturile l. perforatumH. elegans, H. tetrapterum S p o tcwRf=0,79,Hu
situat mai jos de hipericintddeste caracter.:i
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Tabel ul 2. 1. Val ftuoresteebiaR fo mipiu 'Ha U lode peacéha mi c i
cromatogramelesolu’Hor extractive din p L'ife aeriene a speciilor gnului Hypericum

Cul oarea spot
SOIU. hle , Rf Rf developare i
etanolice _d|n FluorescenH Culoarea Com_pqsul
p L'life aeriene faza faza chimic
ale speciilorde| mo b i || mobilkt spotu 'y sp otu ! identificat
Hypericum 1 2 lumina Iur_nlna'
UV 366 nm vi zib
0,69 0,91 roHi el gri-al bt 4 Hipericina
H. perforatum 0,94 0,96 gal ben oranj C;verce';ol
0,29 0,50 gal ben oran; Hiperozida
0,08 0,21 gal ben oran; Rutozida
0,24 0,44 al bast r { galbenverzig | Acid clorogenic
0,67 0,89 roHi el gri-al bt 4 Hipericina
H. elegans 0,94 0,97 gal ben oranj C;verce'FoI
' 0,29 0,49 gal ben oran; Hiperozida
0,08 0,20 gal ben oran; Rutozida
0,23 0,42 al bast r § galbenverzig | Acid clorogenic
0,67 0,89 roHi el gri-al bt 4 Hipericina
H. tetrapterum 0,94 0,97 gal ben oranj (?verce'FoI
' 0,29 0,49 gal ben oran; Hiperozida
0,23 0,41 al bast r 4 galbenverzue | Acid clorogenic
0,67 0,89 roHi e[l gri-al bt 4 Hipericina
H. hirsutum 0,94 0,97 gal ben oran; Cvercetol
0,29 0,49 gal ben oran; Hiperozida
0,23 0,41 al bast r { galbenverzig | Acid clorogenic
Pentrui dent i f i clarfeeohci ao fmgngnalizate solde hidroetanolice70%din
produsele vegetalélfperici herbg deH. perforatumc ol ect ate "n di ferite
Hi din diferite zone geografice: "~ nceput de
“nflorire “"n mast (4); "nceput de fructifi
Hypericiherbg col ectat | a nord (8) Hi | a'eldeuvteriity 9) .

toae procurate de la Sigmfedrich: rutozida (10), hiperozida (11), ieeercitrozida (12),

cvercitrozida (13), cvercetolul (14), apigeniné-glicozida (15),acidul clorogenic (16), acidul

cafeic (17), hi pericina (18). Dupt develop
zilei (A) 'Hi Ifige28V | a 366 nm (B) (
De remar catH fceopnteunetdiifijtluaH o” n st u dentificdH a U n f

solu'ie extractive din P\Hyperici herba cu excefld apigenina/-glicozidei (Rf = 0,58), care nu

sa regtsit “n prSpbele analizate (fig. 2 .
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Fig. 2.5. Cromatograma pe strat sufifle a extractelor hidroetanoliced i n "Hp defniene a

specieiH. perfotatum” n di f er i t éHd awie Zen e egeda@r af

Analiza prin metoda de cromatografie de lichidedé nal t £ pker f or man

Pentruigd nt i fi carea compe’Hi 1 @act € leédodetemendd i c e
perforatum H. elegansH. hirsutum H. tetrapterumy c ol ect ate “n faza de
fol osittdeHi crmematdeagr af i e de "H HRLG) Sdudile duefost n a
efechuater ul CHcratMedichmentuluk SMFnNn ANi c oTHamar 0Test er

Prepararea probelorde analiza2 ©0 e 5 g de pr o (Huslafiecarg speceel r
s-a extras cu 50 ml de soléi de acid citric de 0,2%, n aé tcioloil c de 8 0 %, p e
temperaturade 602 AC, ti mp de 45 de milla extraetive saudilirat © n d
print-un tampe  d e v-ant balon cotatcti o capacitate de 100 mA c e | e"irfiide a c
extraCld au fost aplicateepetatpentruprodusele respective. Extthta s umar £ se r L
temperatura dee@2dDtACp @nt slea cuwanpaktrageht put. dlicdtals® m
centrifugheazt ti-4npo@er pmini @@t @ r loEdhstaBDASE e S
i njecteazt “~n si st e midhiledeprepararé apgobetof ticufectudieo a t €
“n " nctp e pentrud preveni oxidarea thiperforinguib influeried luminii [106].

A fost folosit sistemul cromatografidin seriaJasco LC200Q echipat cu d
amestecator dinamic de presiune “naltdlsS, i nj
cu un kKir de diode ( DAR)ealizabpepraoarardmat i ccrto, mact
i n v &morsakill005-C4,4,6x100mm. Faza mobil t folosittd a f
A1 acetonitril, Bi solul¢ KH2POwO,1M+HPOZ0, 02 M Hi a fost pompat
1,5 ml/min. CompoZHa pentru hiperforinkt ki pentru ad
Solultd de etalonare cAne 80 mg/ | de hi per faBHcompohefiHsan f a
f ol osi tlgradremitsd 2% uA -8 minuB; 32703 % A 180 Bj n8te; 73
1013 minute. Apoi coloana se e€edaliLiOsBaxtLt ni
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de a injecta pHdeewmonareciiin ® a2 @ . m@G/olk ud &€ Oh iep & 10i
acid clorogenic, hiperozidt ki [M& apigenint

Produsele extractive din speciigenului HypericumconrHn un ansambl u
chimici din diverse grupuri. De aceéan s c o p u b e h s tpdacasdrdddtacid a fost
efectuatt |l a diferite lungimi-adefeodbubat! denp
UV pin compaareatimpilor de reteftd (R)alorc u st andar del e anidl i z
experimentale. C n ur ma ssat dechonstrbt ugrezés hiperforinei (Rd 3, 8 8 mi
adhiperforineifRa 4, 36 mi n) ~n e xt r #caerierde ddd. ipedforaduanl c o Blil |
l' i psa | or ‘HnelegamrsH.rhiesatume| tetrapterum

DeteCld derivdH|l or de f |l orogl uci nol a fost figf ect
Al1.1). Detedd derivdaH| o r de naftodiantront -a(efectyatela o c i |
l ungi me de undtahipericiteidRA 1Bm.2 P &) e ritinei (Rad e ud
min) a fost conf i Hypamidulandlizateffgord.2)e speci i | e de

Cn wur ma an al-ademonstrat prézéacaldlui clorogenidRa 4 , 4 mi n)
biapigenineifRa 1 0, 74 mi n ) hidroétanolieedirt patal speat tetypericum incluse
" ptudiu.DeteCHa ac e st earefectudl map uoHil usngi me de @HWL de

nEE

H. perforatumL. biapigenina H. elegans Steph.

bianigenina
ToE
o

acid . acid .
clorogenic clorogenic

4 5
al .
. . clorogenic . . . , . k .
320 L0 43 80 4 720 daa EE B 10.40 1120 am +oa L3 a0 a4 = a0 am 980 1040 1120
To==

T.min

H. hirsutum L.

acid .
clorogenic

H. tetrapterum Fries.
) acid . — -
clorogenic biapigenina

biapnigenina
am = aze u= T
an PRETE T R d__"_:.}EJ"ﬁ_ ‘ﬂz__‘_(/
SN, v VIS
; I'J'J lla:l 5'60 6' 0

320 ! 7w &0 sm em w04 1120 EEY fo 4m s Ew T sm g e 40 11
I I

Fig. 26. Cromatogramele HPLC ale extractelor hidraetanolicedin patru specii
genului Hypericum
La lungimea de wundt dd coompurdnm ae fFfast |
flavonozidelor: rutozidatRa 6 , 8 4 mi n ) tRa h,i @7 r ovarditozida(fRa 8, 1 8 mi
(fig. AL1.3).
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23 Analiza cantitativi a cgenupiHyparidumr ¢ hi mi

Dozarea fl avortrdehaelt oracrein a ndaerifveai te pro
t ul p i"Hmeeriene)pdin patru specii deypericum sa efectuat prin tehnica spextf ot o me t r
UV/ VI S, el abor avab.ethleg20@8)[1@]. Be aBemanead pritvutilizarea acestei
metode, a fost efectuat studi ul H perfeatamlc,i i é
“n Hende faza f enol ogDozatea flevonoidetor dm@noduselg eegetple a f
este bazaea ¢dge ¢ECtompgHtheciHi galobemacu MH sourutrrii
absorbafei au fost efectuate la spectrofotometrul W8 Agilent8 4 5 3cadfulnGiM USMF
ANi col a@nuest e mi

Determinarea spectrof ot omedaderivachhr desanttacert a | u
“n pr odu s aléspeciloeggHyperclme

Dozarea spectrofotaom@égr det paodlaveergedta
mLridn, trecut prin sita, cunbaoncufdopcodatdedatide 1

apoise adaugt 50 ml de alcool etilic de 70%.
apt timp de 90 de minute | a refl ux. Dupt ac
adaugt al cool eHall i cuipgondx 8 @a artaisvak isnea f i | tr

Prepararea soltiei de analizat1 mldesoliHe e xt r act i v-unbaloe cotatr a n
de 50 ml , s e "Heed aaul gcto 03 MolLk sdeebk Al LCdpl i ne Ht e ¢
(solu'ld de analizat A). Soltd dereferird s e pregttekte “nHéeéxtrac
se tranwmmebbdl dmtaocot at d3e p50c Lmitkrei sdoeeaabaiudut a
compl eteazt cu al cool "Hdeardferiitd e . 95% pOnt | a

Concomitent, S e Blsoki eeir md @ £ r & Oidstanddrd). 9,025 g b s t
(probt exactti) de-umutb@azioct coe¢ attr alres 5Or Il ~ &t
etilic de 70 %,a sdgeOmipctl laz elkitz ®sl qv earrtlec@o rAepk t e K
cott cu al coollddetailizat A a rdtezide). B A sdé ur @ mipsei dit
transtfuenr tbalnotnr cot at d#e2%l mbobIdltnddeudgk Cad
pO©nt | a c cetlie de ®5% (solildcde analizat B a rutozidei). SGdi de referild  a
rutozidei: 1 ml de solife A de r ut oziudnk bsael otnr acnostfaetr £d € n2
pi cktturHe ddee saocliud aceti c Ki se adollledeef@iitt | a
B a rutozidei) [18, 109].

AbsorbarfdsoltiHi | or anali zate se mbsoart | a | ui
mi nute dupt Tlippr[Hp a0dlar ea sol u
Totalul de flavonoidéX), expr i mat "~ n % cealhd wlad emta o wp

56



=[] Z z z Z z ~

N n

ccar e (2.1

= Z[]z Z z z

X1 cantitatea de flavonoide, %;

AT absorbaf#l soltildi de analizat;

Aoi absorbaril soltilgi de referifid ;

Mo I masa rutozidei, g;

mi masa produsului vegetal, g;

%.

produsad e v
t' BMUEVIUS 2. Q2o miBuy
f( If aw ovimdooetahelicetHii nc E vt o A

wipi erderea “n mast, | a uscar e,
Rezul t at spectofotbroetrikeraitatalului de flavonoiden
speciilorgHypericums unt prezentate “~n
compldec diul oar e ig a’l bteme
A h(BgxAd.47 1.8).
denott fapt uWect et O tridHeadidne” dhe |
fakpeaiaH. perfomtum(Mediana = 8,22; IQR = 0,19)

" n HftetraptermrgMediana® =~ n

aluminiu) suniprezentaté n

RezultateleoitHin u t e
(Mediana = 5,58; IQR = 0,0Hi n
Cel
8,57 IQR =0,53, i
2.2, tabelul A.1).

Tabelul 2.2.Totalul de flavonoide(%) ~ n

mai Hhomal decd6havonoi de

ar ,lamnoate spdcipeiotalul de flavonoide esteel mai mic (tabelul

pr odus alaeatelacdgpedial e

de Hypericum
Produse H. perforatum, H. elegans | H. hirsutum, | H. tetrapterum
vegetale Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR)
P t’IFaeriene 5,582 (0,019) | 3,688 (0,052) 2,943 (0,242) 4,327 (0,888)
Flori 8,223 (0,194) | 4,664 (0,025) 2,942 (0,343) 6,973 (0,057)
Frunze 7,477(0,024) | 5,400 (0,019) 5,763 (0,465) 8,576 (0,055)
Tulpini 1,537 (0,109) | 0,769 (0,027) n/d 1,443 (0,019)

N o t nfdi totalul de flavonoide nu-a determinat

Testul neparametri&ruskal-Wallis a demonstrat oifererd st ati sti ¢ se

totalului de fl avonoi déle demenetpedD®0471;laripd w®E | e

frunze p = 0,002).

Dozarea totalului derivell or de antracen, " pa efédtuat gnins e
i nter medi ul tehnici. spectr of ot'evan@.at al.i(2008) UV /
[107, 110, 111].

Prepamarea soluiei extractive1,0g de produs vegetidirecufim obt

de
de

siagdk orificidi -tn mmal ee eladepztodatrde

al cool etilic 70%poBabkenttl émpadea) @eantinote, bt e
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refl ux. Dupt iarascee acs@nat thraelkotreullk iet s i adp@gtt h
Extact ul se filtreazt Ki .se rtcorexkte timp d
Prepararea soltiei de analizat5 mlsoliHe extracti vkt din prod:
transfuenr kb alnotnr cot at de 5a0l cnololkiets d i i gepllinet
referird est e al c ool ®dolulertanalizate e mtAsbosaorrtb alna | ungi m
591 nm(fig. A1.9-1.12 [111].
Concentrdd derivaH| o r de antracen ( %) yprodusul vegetat a | «

absol ut uscat , se calculeazt conform for mul

= z z ~
X —H n care: (2.2)

X1 concentrdd derivaltbr de antracen, %;
A1 absorbarti soluidi de analizat;
7181 absorbaitl s peci Hiect de ,4%;per i ci nt
m1 masa produsului vegetal, g;
wipierderea “"n mast, | a uscare, %.

TotalulderivdHl or de antracen ( %) ,ma’in” médhdtidne u |
deH. elegangdMediana = @7, IQR = 0,00, urmatde H. perforatum(Mediana = ®2; IQR =
0,0(), H. tetrapterum(Mediana = Q.7; IQR = 0,00%, H. hirsutum(Mediana = 0,06; IQR =
0,0@). ConcentrdtHa acest ui gr up nd estemmiimana’ldp.H. petfdramim c i
(Mediana = 0,58; IQR = 0,004u r ma t H. elejans(Mediana = 0,53; IQR = 0,&), H.
tetrapterum(Mediana = 0,35; IQR = 0,00&H. hirsutum(Mediana=0,08; IQR=0,002. Cn fr
concentrdd derivaltbr de antracees t e mai j oast ¢ omp ar dhatevnaic u
sus:H. perforatumi Mediana = 0,26; IQR = 0,006l. elegans Mediana = 0,21; IQR = 0,004.
tetrapterumi Mediana = 0,21; IQR = 0,00%. hirsutumi Mediana = 0,14; IQR = 0,007 otalul
derivaltbr de antracef tulpini este cel mai jodi. perforatumi Mediana =0,036; IQR = 0,001,
H. elegandg Mediana = 0,03; IQR = 0,001 H. tetrapteruni Mediana = 0,035; IQR = 0,00H.
hirsutumi Mediana = 0,015; IQR = 0,00#ig. A2.6-2.9, tabelul AL.2).

Au fost determinate concentthi | e t ot al ul uderivdie of | deo@mit
p £he aeriene deH. perforatum " n depéemdénza de dezvoltar
colectare.

Con'ldutul de flavonoide (%) n “itp heriene deH. perforatumdepinde de faza de
dezvoltare. Coidin u t u | maxi m est éMediama =6,h0¢c @R @ 06yl(tabéluh f | o
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2.4). Totalul derivaltbr de antracer{%),

este maxim ~n

Tabelul 2.3. Con"iutul total d e

func'H e

faza

de

"nceputul ui

f aza

e X pr i ma tul hipericireic hHymeriil herlpat
(tabedul 23)n f | or i r e
fl avonoHdee Ha n dyperid leedg ~

fenol ogict

Fazelede dezvoltare a n
specie H. perforatum

Totalul de flavonoide, exprimat

% “n echi v,a
Me (IQR)

Totalul deriva™fbr, de antracen
exprimat “n %
hipericinei, Me (IQR)

Butonizare

5,848 (0,050)

0,263 (0,006)

Cnceput ul

6,103 (0,057)

0,285(0,005)

Cnflorire

5,786 (0,030)

0,268 (0,003)

Cnceputul f 4,872 (0,005) 0,195 (0,007)
Fructificare 4,872 (0,005) 0,125 (0,001
No tdferenat ot al ul ui de f | avonoi deivajopde antracen@p0=0 1 6
0,000122) n produsels¢e easalatzatec semnificati
Datele experimentale au demonstrat o concdétraa i mi ¢t al ul ui

p £He aerienecolectate la norduMd r 'Hun conH n u t

"H r (fabelul 24, tabelul AL.3).

ma i

Tabelul 24.ConHutult ot al de f | aWHodei & e Hyddid degbg 7 m a
funcHe de | ocul <colecttbtrii
Zona geogr af i ct| Totalul de flavonoide(%), | Totalul deriva™Hbr de antracen
H. perforatum exprimat ~ n| (%), exprimat “n ec
rutozidei, Me (IQR) hipericinei, Me (IQR)
Nord(s. T . Domd @He 4,33(0,082) 0,32(0,002)
Centru (s. Nimoreni, laloveni) 5,78(0,324) 0,27 (0,004)
Sud (s . [da,Cahul) 8,45 (0,117) 0,22(0,008)
No t diferenelet ot al ul ui de f | aericalloo dedaatracéni (p #,000 o t” anl

produsele analizateuntstatistic semnificatie

Cn Hende
de H. perforatum

aerienecolectatdasuda f o s

Anal i za
K defloroglucinol
CondiHi | e

fl oroglucinolilor
elegans H. hirsutum H. tetrapterums u nt
compuHi | or "He derienda4speciialag. Hygerncumd i n

“n tabhel ul 2.

zona
respoOndi t

met odei

t cel ma i

cpanmetoda BIRLC & polifenolilor, deriva™™H | o r

de
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geogr af i H)e sttoet arawite aatieghena npt:
" fdr, padtotdlué dea mdter ancoer’'mid €l ir v a

sctzut

de

dozar ki (HtézidaZ hiperozidap mp |
izocvercitrozidg biapigenina, acidul clorogenic), naftodiantronelor (hipericina, pseudohipericina),

( hi [iHe aefienerale rs@eciildda pbdfoitpne M. f o r |
pr ez eapitomlt22 [101]n Corsiwthl

fl or a

h n

" n a | cbleciatdanstudrl u

nafto

spontar



Cn urma studi-al diovedimp a bt de\antraxgnuekpriaite r i w
hi pericint, élbderenedé.ielegan§287 tng/d), fiindprmat de. perforatum
(2,06 mg/g). Totalul de Hlpeforatumoi p@n v alrddax L9
elegan}, totalul de acizhi dr ox i ci nami c i Heaeariene dénttrapterenil®7 ~ n
mg/g). RezultateledbBin ut e denot £t 'Hnrumttl o alree lco:mpadn chi i
este mai "~ nal t H.perfoatum fiind srmdt deV. etopptdruariH i e dlté specii,
supuse studiuluitabelul 2.5.

Tabelul 25. ConcentrdaHi | e unor c¢,0 mp iEkhariene hlé specidoigenului

Hypericum, determinate prin metoda HPLC

Speciilegenului Hypericum
Compuxi i chim H. H. elegans H. H.
perforatum - €1€d hirsutum | tetrapterum
ConHnut ul de compuxki chimici,
Hipericina 0,87 1,34 0,073 0,286
Pseudohipericina 1,19 1,53 0,018 0,340
Hiperforina + Adhiperforina ( exprimat . . .
, S D 27,9 I I I
n e c hihiperitinein t u |
Rutozida 16,6 3,41 3,39 3,61
Hiperozida 8,36 3,47 1,80 7,38
Izocvercitr ozida 4,27 1,27 1,20 6,86
Totalul de heterozide flavonolice,
exprimat “n echiva 30,3 5,92 10.9 21,1
Totalul acizilor hidroxicinamici ,
expri mat “n acidufui 2,21 1,82 1,90 10,7
clorogenic)
Rezul tatele au conf i r miypericf haerpatcalectade asp Hn pr
perforatum conHn ut u | de fl avonoi delt asidne aldi alegangta r e

hirsutum H. tetrapterum A c e as tltu csrtuarrie adei mpus necesiitat
cantitat i v,p thelaarienealespiHdperforatunjcolectatdi n f | or a spoi
cul tuHte BREeri ene d eolectatedit dolech CrPDPMuiar tete gitflora
sponitdainnt ¢ ©mpNingores.at ul ui

Met oda de annapllieznte nH Pt Gf o snt sptruedlivuat £ Hd i n
aj ust at e de ucru¢gla2nd3, 114. Pent ru i denti fi car ea Hi
flavonoidelor sa utilizat cromatograful de lichide de mod&gilent Technologiesseria 1200,
termostatul TCC G13116A, seria DE 63063824, detectorul DAD G 1315B,¥er#8603042,
injectorul manuaP/N 7725i, degazatorul G 1322A, seria YP 62359783.i2aaa r eal i z
ur mkt oarkeil edecolnudcir u: col oant &8 2590 mihxL£6tmmZ5 r b
Om; precoloana de -acetaii ttip; apbhza3mmob0) L
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glacial 1%; debitul 1 ml/min; temperatwtdOAC v ol umul de i Hi udtraviolatr e
360 nm. Substdde st andar d ut i lau fos tutezida, hiperozidegeereitroaida,e
cvercetol, 13, 118-biapigenina.

Pregttirea pr olb®g o(rmadset aenxaal citztaHypeatia@ hegba o d u
mLridn, trecut prin sita ¢ uunbatonduidapirodat de 100 enl, 1
duptseamdaugt 40 ml de alcool etilic de 70%¢
aptimp de 60 de minute, | a reflux. Apoi bal
pO©nt | dHanlats.au IExdie afcit | t r dimpmede 30kde miraite (sdldtec ®rxd K tae
Din extractul olidut sa u | u a t-au fransfelt” #in badon cotat de 10 mplumul a fost
adusp ©n t tualcoolettlicde 70%. Ulterior, sOld de analizat-atrecutprint-o me mb r a n
filtrantt cu di mensl2dlB ald. pori |l or de 0, 45 On

Identificarea derivdlbr de flavorol s-a efectuat prin compararea timpului de rd&em

substaielors t andar d Ki a c¢ompu(igid7dig.28.i n proba de

Norm. 3 B ¥ A
] I b
704 - & é
E N2 R
603 [To -
E g & tgyé@% & 0 )
503 N IF D
] I g | - AP
40 | P \ \l s @
] . (2]
ke | o
3 [ \ P \ n
203 ||'w f ﬁ% [ /\
E | ‘I 1 i I".‘
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-————— Y
0 2 4 [ 8 10 12 14 mi

Fig. 2.7. Cromatograma HPLC a solu’'léi formate din amestec @ substan'etstandard:
rut oz ihditp e(rlo)zcved tc i (t 2 )ocxercetd (4)(13 )8bi api geni nt

Anal i za cant i t a-arealizat pran cdmpaaavea arpeii adwerl iolrors de
chimici din extractele respective cu ariile picurilor sub%m de referifd : rutozid
hiperozida (2),cvercitrozida (3),cvercetolul (4), 13, lI8biapigenina (5) (fig. 2.7, fig. 2.8).
CorfHnut ul de f | avtdernaeriere: déd. peforatu¥h) “~“nn rpakpror t | a
absol ut us cthts tHa radadaulatsconbssntfoamulei 2.3:

X:ﬂjzl:zmz 'ZZSZ_;Z i - i - Hhn care: (2.3)

S aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;
Siti aria piculuiflavonoidului pe cromatograma sditi standard;

mstl masa substad de referifd ,; ¢

mpr I masa produsului vegetal, g;

W pierderea prin uscare, %.
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Fig. 28. Cromatograma HPLC a extractelorhidroetanolice( 7 0 %) ¢ aeriepetdeH.

perforatum col ectate di Hebl ecdH sa@BEraPaOPM ( A
Rezultateleadeitteami wer s udHi rteadbaetlieu|” nA 1t.adb
Tabelul 2.6. Con'utul (%) aunorf | avonoi de ~ n Hypericidewbaul Vv e
Produsul vegetal ConcentraHa ( %) compu Hi | c|)3r||8 ch
Hyperici herba Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol biapi’genina
PV din f100a ooy | o) | (008 | (0009 | (0020
PVdincolecHa C#Q P (Ol,gfl) (c?,'c?ozs) (cg),g);s) (c?,bzc?l) (8629?4)
Eval uarea comparativit a datelor pentru c
a arndferadidst at s emmicfti c artitozidk{p =19,6209, hipeozid (p = 0,0209,
cvercetol(p = 0,0201)H i Fbotapigenin8 ( p =, iad peltchedr)c i tiroadieredt
statistcnesemni fi cat i & c@Le fdeotmtt ,ud 4 &)cestui compus
se deosHMbeHt e pu
Substaréd maj or L “n ambel e produse este rL

cver ci t 13,dlg&b iddp i ,gwrsetohConcentrddi | e
0,081)Hi de h Meadianma €025; IQR =0,039 s-audovedita
din
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Mediana =0,76; IQR = 0,015 respectiv), iar coiutul de cvercetol(Mediana = 0,25; IQR =
0,001)Hi de-bil 8pi @gMedmnarD,28;IQR=0,034fost ma i mare ~n p
din coleéH a PEOPM. Corildutul decver ci t r o z i d todusernvegetatebne la gost p r
semni ficativ diferit (Mediana = 0, 498; I QR

ConHnut ul total de HlIlpaforattmoi de “"n floril e

CoiHnut ul total de Hfpertoratonmo if de t  nl edtiel@iMii Inea t
alUSMF ANi coldanel 0T e sutt @ rHPILOnell ammedo oatat de cbtr e
centru. Pentru cercetare-& utilizat cromatograful de lichid&himadzulLC-20AD, coloana
Phenomene&-18, 150x4,6 mnb € m, p r epvrtezcuot!to acmdip, debenm éucgenke.a 'H
Faza maeabickrBatict a9 d% smetfoorafmuckti fdi @t &aptkt i ntr
cu un debit de 1 ml/ minut,6 J’&Wide28dwin. Pehtu siudiu e c
a fost utilizat extractul hidetanolic(80%), obidut din flori deH. perforatum c ol ect at e
de “~ nf | or ifoseutlizate satildestandarddareferid: hi perozi da, ru
cvercetolul, 13, 118b i api geni na. Probel epridmetodaneEiio z at £ a o
susu t i | dasoenticoolul etilic 80% [12, 113, 114].

Valorile timpului de retefig¢ a pcurilor, de pe cromatogramele probei analizate, au fost

mai aproape de timpul de retlha substaelor dereferifti r ut oz i da Hig.2Mi per o

AT B | C
w tR = 1.463 B tR =1.493 | tR =1.504
a o "
El 10 st
il 100 i
i :~
i o]
i Dl e : IRt BN
A L o R AT K : S LR DI PR IR TR L3011
‘ ; ‘ T T | f | T ‘ T : T T : T 1‘
LUl 5 i [ L ‘ i} i il bl 0 ‘ m 2% i 1 Ll .
Fig. 29. Cromatogramele HPLC ale substarielor dereferind: t oai dt ( A) , hip

K i xteactudui hidroetanolic (80%) din Hyperici flores(C)
CoiHnut ul total de f |Hapedoramimdé n( Xap@wy t’ h af
absol ut substaith ts t'Ha radadaulat gonfam formulei 2.4:

X:'”‘ZDVZ< ~ " A n care (2.4)
fve 02 7

S aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;

Siti aria picului rutozidei/hiperozidei pe cromatograma 3elstandard;

63



mstl masa substael standard, g;

mpr I masa produsului vegetal, g;

W pierderea prin uscare, %.

Dozarea totalului de flavonoid@o) ~ n  Hperici flores sa ef ect uat “n
r ut oMedédna =14,67% IQR = 0,135  Hi | a Medignae *8z IQR &= 0,080.
Con'lHutul totd de flavonoide n f | ®l.rpérforatumd et e semni ficativ m
| a r u(tabzlal 27Y. £

Tabelul 2.7. Totalul de flavonoide determinat prin metoda HPLC, "~ #yperici flores
Parametrii statistici Totalul (%) de flavonoide, Totalul (%) de
"n echival en echivalentul rutozidei

X 8,787 14,683
95% | Limita de jos 8,741 14,603
Cl Limita de sus 8,832 14,763
SD 0,043 0,075
Me 8,772 14,668
IQR 0,080 0,135
Xmin; Xmax 8,739; 8,850 14,594, 14,799

24. Pierderea prin uscarea produselor vegetale

Pentru recalcularea cdsutului de substdpl active (totalul de flavonoide, derivile
antracen, ulei volatil)-a determinag r a d u | de umiditate a produs
efectuate abaor ataodrrwllui L de fitochi mie al Ca

f ar ma cdmgadruld $ MF

ANi c o ldaePéclesale vegetalm & ritell,0 g) s-au

int rodug usCadk if i co@&@nt Lpr & adlexbprodus (déschs)lsau meiHn ut

et uvt 3 oapasal an clOidgsEGawr tcc it ~ n-aexoind ddrcantinudtiS s

uscarea timp de 1 ort, apoi a ur mat retcire

probelor LO]]. Gradul de umiditata produsului vegetal X (%}a& cal cul at dupt |

o o =z ,

L = , h car e: (2.5)

mimasa produsului vegetal, “nainte de uscar

mimasgpr odusul ui vegetal, dupt uscare, g.
Pierdereprinus car e a produsel or veg8tale est

Tabelul 2.8. Pierdereaprin uscare a produselor vegetale

. X, %
Ds;:cr:;;g:a Produse vegetale) Proba 1 Proba 2 Valoa_rea
medie
H. perforatum P ¥'Haeriene 8,57 8,59 8,58
H. elegans P t'Hheriene 8,97 8,82 8,89
H. hirsutum P t'Haeriene 9,28 9,27 9,27
H. tetrapterum P t'Haeriene 9,80 8,64 9,22
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2.5. Sinteza capitolului 2
Auf ost i1 dentificate microscopic strwadtur
specii de sunttoare. Acestea st auHypericum@&z a d

perforatum H. elegars, H. hirsutum H. tetrapterun din flora RM. Structurile secretoare se

deosebesc dupt tip (gl ande, pungi , canal e)
purpuri e, i ncol or Eele mpanpobrtantetcaractetistici ldeoideantificare sumt e .
structurile secretoarale sepalelor, iazele morfologice sunt forma, pubes¢ah 'Hi numtr

coaste longitudinale pe tulpini.

A fost realizatscreeningul fitochimic a 4 specii din gentdypericumd i n f | or a s

cu scopul determi nktr i i  nparldductounidiei cvweatpauttad efs
scop, sa efectuat analec ompar ati vkt <calitativi THi cantii
studiate.

Analiza calitativit pHi oom@®SEHial dre moenrsd Iriad
p £He aerime ale speciilor supuse studiul(ll. perforatum H. elegans H. tetrapterum H.
hirsutum). Analiza HPLC a demonstrat preZerderivaltbr flavonolului (rutozida, hiperozida,
cvercitrozidacve r cet ol ul ) ‘Hi-biapigeminaj ha v © & dide. PNV3 stk lu8

Anal i za @anmeittoadtai vépect r&f &t o ndeetrnroitckk cV
fl avonoi de v a Hyperieump £Hh aecsepeeMediaind =€,BLb6& %:; flori Mediana
= 2,998,22%; frunze Mediana = 5,7858%, tulpini Mediana =1,431,543%. Totalul de
antracenderivid ( %) , " n recal cul | "#& adriengdaspdacidHi elegas e S |
(Medi ana = 0, 37 %; i ldHgerforatu@(, Me0d5i)a;n a n= fOl, o5r8i %; |
frunzei la H. elegans(Mediana = 0,8%; IQR = 0,006). Totalul de antracendetfida ( %) ,
recal cul | a 'Hhaenmeeeddl. parfordtum A nHehde faza fenol o
la" nceputuk(Meéei anfil er Orr 29%; HORde Do 0 ®dBEIY e o ¢
de antracergivdaH e st e nThkexaeriene déh. pepfdratumdin zona de nordMediana =
0,32%; IQR = 0,002)

Analiza cantitativi prin met oda HPIKC, 4
exprimat ~ n hi per i'lieaendne dHeetegaaq2,68vamg/g), fimddrmat de n
H. perforatum(2,06 mg/g). CoHnut ul t ot al de f | av él.peforadue) v ar
pOnt | a #H. el&gank mogt/ agl u(l de aci zi hi dr o'Reiaeriene a mi
de H. terapterum(10,7 mg/g). Rezultatele Gdnut e denot £ "Hinrumtutl o adree I ce
chimici, din diverse gr upur H. perfmatm @indmranat de n a |

H. tetrapterumH i de alte specii supuse studiul ui
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Cn uscreeaingului fitochimic al plantelor studiate-@ const at at , ctL
corHnut de c¢ o mp u Hlflavonoidetaiera’i n dfi Inél.rgerfargiumdcarea u  'Hi
devenit obiectul de studiu.

Rezulta el e cercetbtril or caract erdedldgriioracdeH.or 1
perforatum; rezultaele analizei calitative (redte de identificare, metoda de CSS, metoda HPLC
Hi doztridi sp etcatralf wlt wimed & i fcle dyperici parforai flores p r
au stat | aPbatacebhbordei imonografi eAFkhomac

S u n t i ldyperia perforati flores (Anexa 5)
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3.0BHNEREA | ST UCHIMICA L PRODUSELOR EXTRACTIVE
DIN SPECIA HYPERICUM PERFORATUM

31.Ob'Hner emaa | Hiz aa aléidlunvolatikdingpeciilegenului Hypericum

SpeciaH. perforatumL . se car act e rd dfesitarztipuri ger strutturip r e
secretoare: glander ans |l ucilde msa@adulciavmedgri «kKi trei tirf
Ul ei ul vol ati |l se sintetizeazt Ki se acumu
|l ocalizate "~ n frunz4. Frewedl awéesitatasaeqgstaristrictuki este’o n

dovadt Bliastecvethbhare i nt ens ezeridglangemrdransiuciddiE s t
acanal el or secr et oar H, hirsuwn Hatstrapteeum25h PUlHé surses p e «
bibliografice pun la dispo4d date referitoare la cdAn u t u | KiHal a ha oompgdzia
volatil din speciileH. elegansH. hirsutumk H. tetrapterum

Cn preste actual danalizar andament ulld kcih i aneiubyhwmolzi,
i zol atHlda na eprkirene ~ n f aH perfodaumH. BléghngH. hirsueumidi s p
H. tetrapterumc ol ect at e di RM.fl ora spontant a

Extrac’Hi anal i Hai cecmpmzice a ul éHeaeriendaor v ol
speciilor genuluiHypericum

Extracld uleiului volatil, din produsele vegetale uscéakei p r ,os@& ®fpctuat @rin
hi dr odi sgaiatulpr ez € mt at3.1 A.nMetbdagutr @ d e Bacnmmadogeea ~ n
RepubliciiBelarus(metoda BjH Farmacopeea de Statl. XIV (metoda 1)115, 116]

Fig. 3.1.Aparatul de extrac'té a uleiurilor volatile prin hidrodistilare (A): balon (1),
recipient gradat (2); refrigerent (3), dop (4); baloane cu produse vegetale (B);
recipiente gradate cu ulei volatil (C)
Procesul nconstaducerea direcHtt, a npprroeduunstu
baloane dalistilare cares e ~ scpetfdc dieect, iaamesec u | de vapor.i de

colecteazt, prin condensare “n refrUlgueseent
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colecteazt “"n partea gradatdustat reeci pdlemdgal
[115, 116]. Probele analizat¢100 g)sau i nt r o d uesde distilarebde 11@0@ mien
combi nare cu 20 (ig.B81B). Die manertul fidrbes amedteaul a fostsupus

di s ttimp der3iore [18]. Mostrele de ulei volati(fig. 3.1 C)au fost deshidratate cu PO
anhi dau pilasese; lat4 A1Q5 116, 117, 118]. Probele de ulei volatiF-au oBHn ut =
Laboratorul Pl ant e diArcaunmnstitutale d eHi Gevieat Ica gniad E

Protecld Plantelor

Dupt terminarea distiltrii K i d u phbtul luik c i r
procentualX) s e ¢ al|l chaZa ranaldi: ~ n
= Dﬂlz—z —, ' n «care (3.0

V 1 volumul uleiului volatil, ml;
m1 masa produsului vegetal, g;
wipierderea “"n mast, | a uscare, %.

Cn ur ma c-@&rcangdtat ttoale speciils ddypericume v al uat e pr
acumul eazt ul’kiaariéne, eodlinaitt iull ‘chrmbirma variazb. (
volatil a fost atestat |&l. perforatum(0,26%9, urmat deH. elegans(0,15%), H. tetrapterum
(0,13%), iar leH. hirsutumacest indice a fost cel maic L (9,094%). De asemeneaasatestat o
difereridH i l a nivel de c¢ uHoerforatumaalgilbeie, dinHuelegando | a t
gt !l bui eH,tetrapterumttH. hirsutumi g al bent .

Analiz a cant it atauleiudlorrolatilecsa eéfectuaapricromatografieg a z o a s t
i spectrometriede ma s(GC-MS), r eal i zatt cu aparatul Agi |l e
system, MS Agilent Technologies, tip 5975 C Mass Selective Detector; coloand$B®GBmM x
0,25 mm x 9% ferfllGetilstoran. (SBpararea-a r eal i z at “nH ur m
cromatografice: teperatura injectoruliid e 250AC; tempedat 288 ACet ¢
de tempdea&GOAC (10 grade/ min) poOnt T lhelu280A

debiti 1 ml/min; volum injectai 0, 1 Ol de ul ei v 0| a raficé a fosAn a |
realizatt prin intermediul sistemiHeuis pOF T
aut omatt a spect Auomated Mase Specaat RecoAvMRidbNS: Identification

System),produs de NIST [16, 117] . Anali za c¢chi mi cga efaectuat’lnei u

Laboratorul ChimaCo mp u Hi | or Nat ur dlIngtitutthlii de Bhinnel. ogi ¢ Act
Cn uleiul Vv l8. peaforatums-ad constataity4£ de icampofidiig. 3.2), dintre
care 33 au fost identifidd K i d'lecanatativn talvell 3.1). Totalul acestora constituie
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71, 277 %, i ncl usi v :-pinena(8,5749d)pxidl aecariofildn 12,119%) 948, , U
119].

Zeso

Fig.3.2Gazcr omat ogr ama ul e i belaeriene ded. paeaforatim di n p

Cercetbtrile “ntreprinse au Hdekgansgustprezail f a
49 de componéhlfig. 3.3,di nt r e saucenkficail8& Co mp u Hi i chi niigci
ma i " n a lg-gurjunen{14,538%gromadendren (13,99%), undecan (10,262M)pinen
(4,779%) tabelul3.1).

1 8207
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Cn

au fost identificaH22, componeiH i

ul e i uH. tetraptdruad-au tonsthtat 56 de compoiidfig. 3.4). Dintrea ¢ e Ht | a

maj or i fi

nd

u r mdongpinen i

( 8, 4 8-Gadinen (61#23%)4belul3.1).

Szundsnos

2 fesDT
2 3e+D7
2.2e+D7
2 1e+DT
Ze=07]
SesDT
BesDT
Te+DT:

SO
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1
1
1
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Fig.34.Gazcr omat ogr ama
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L _M.rIJJ |

200 1oloo 1zoo 1elop 1eloo taloo’ zZoloo’ Z='oo

ul e i'terdenene deHotétrapteruin  di n [
ul ei u’He 24 de camponéddictre care au fost identifidd

9, ce constituie 33,964%iq. 3.5, tabelul3.1). Componefiimajori identificdH ~n  ul e

acestei speciisunbxiddec ar i of i | en (10, 4Bcarifien (5,086%)0 |

Esundancs
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Tabelul 3.1 Compozitdc h i nauleitlui volatil din p L'lie aeriene de speciilor

genului Hypericum

Concentra’ld (%) componedH | o r

“'n

u

Timpulde | o b ui i H. H. H. H.
reten’leé, min ,
perforatum| elegans| tetrapterum | hirsutum

3,941 Nonan 0,782 0,574 1,036 2,743

4,496 U-Felandren 0,81

4,672 U-Pinen 8,574 4,779 0,232

5,305 3-Metilnonan 1,055

5,440 Sabinen 0,443

5,541 b-Pinen 3,216 0,378

5,757 pb-Mircen 0,589

6,573 p-Cimen 1,218

6,676 Limonen 0,389

7,097 2-Metildecan 1,576 0,837

7,744 cis-Linalool oxid 0,193

8,387 Undecan 2,096 10,262 3.157 4,279

10,497 Terpinen4-ol 0,675

10,839 UTerpineol 0,319

11,192 Decanal 1,213

12,718 Acid nonanoic 0,722

12,981 1-Decanol 0,19 1,207

13,536 2-Undecanon 0,282

13,682 Tridecan 0,513

15,116 ULongipinen 0,316

15,137 1-Undecanol 1,574

15,525 ULongipinen 8,489

15,755 Copaen 1,21 9,271

16,499 Dodecanal 0,412

16,753 pb-Cedren 4,155

16,989 b-Cariofilen 12,175 1,294 1,351

17,635 (+)-Longiciclen 0,407 2,912

17,727 U-Cariofilen 2,09 0,820 5,086

17,881 Hexadecan 0,242 0,642

18,129 1-Dodecanol 2,735 1,472

18,488 Aromadendren 2,158 13,9D 0,718

18,808 g-Gurjunen 14,532

19,396 t-Cadinen 0,651 3,047 6,423 1,492

20,337 Nerolidol 1,378 0,840

20,931 Cariofilen oxid 12,119 1,676 10,435

23,051 UBisabolol 0,428 1,036

24,786 Benzyl benzoat 0,137

27,059 1-Tetradecanol 0,569 1,072

29,876 Tunbergol 1,762 3,101 0,433 2,409

30,186 Heneicozan 0,266 0,528 0,762

30,325 Fitol 0,842 2,593 4,501 6,056

32,213 Tetracozan 0,436 0,318 0,702
Totalul (%) ¢ o mp u 'Hi | 71,277 61,587 47,224 33,964

identifica™H
Nu mL_r u:!c_) rr“rpeu Hi C 33 18 21 9
identifica™H
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Compararea rezultatelor anal i zeiextrasdimt i t
speciileH. perforatum H. elegans H. tetrapterum, H. hirsutund i n f | or aRMsnp o nt
per mi t dudantc teate mceste specii cbhn "~ n  ‘dHdiferteée mona n , unde

cadinen, tunbergol, fitolp-cariofilen, oxid de cariofilen aromadendrena-pinen (fig. 3.6)

13,900 mNonan

14 12,175 12,110 mUndecan

12 10.262 10,435 0é-Cadinen

10 - OFitol
= 8 4 6,423 @f-Cariofilen
s | mOxid de cariofilen

B Aromadendren

4

7

0 -

H. perforatum H. elegans H. hirsutum  H. tetrapterum

Fig.3.6.Co mp u 'Hi i comumiaimil @ii ul ui Vikelaai¢ne dle speciilor dp L r

genul Hypericum

Difererilles unt “ nr e g'idde compgorei majori drezeitt " n  ul ei ul
extras dind specii.@ uleiul volatil deH. perforatumcomponefHi  maj or i-gmeddngt £t c
anterior,suntb-c ar i of i l en (12, 175%), -pipeca@j BV 4PN ORI

H. elegans g-gurjunen (#,532%), aromadendren 81990%), undecan (1,@62%);" n ulei u
H. tetrapterumi dodecanal (271%), a-longipinen (8489%) iar° n  ude &l.i hirdutumi
cariofilen oxid (1435%)Hi tol {6,056%)(fig. 3.6).

Rezultatele olidute au evideitdt diferenele dintre speciile din gentdypericumdin flora
RM” n p rrandamentideHi ¢ dkmghioniceia uleiului volatil.

De asemenea;adozatcoiHn ut ul de u'leadrieng prdaspetd ale spetdei p L r
perforattmc ol ect ate din f 1l or a coledHan tCanRM2PYI)., P26 5 %)
intermediul metodei GBS, “~n ul eMlypéericiherbdd a ni F | o r @ucenstatat t a r

96dec o mp u Hi (fig A2i1)n32 dimtre care au fost identifith N sdueemi8 2, 2 6 %. C«
majori identificaH s u-gariafilerub (18,391%), germacreth D (15, 5-pitepal) , |
(12, 4 Fc-ee)menul(7,116%)AnalizaGC-MS auleiuluivolatil din produs vegetatultivat

a identificat 31 de& o mp u 'Hi dircceii78rdetermin&l(fig. A2.2), componeitimajori fiind:
germacrenal D ( 3 5, Zcariofejul (24 551%), biciclogermacreh(5,635%) fabelul3.2).
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Tabelul 3.2

Co mp u HiidentificaiH niinc iul @ii un | Hp &edeneadeH. |

perforatum, produse proaspete

Timpul ConHnutul (%) al compu
de CompuHi i ulei volatil
reten’le, Produs vegetal din flora | Produs vegetal din coleda
min spontant CnPDPM
3,935 Nonan 1,756 0,250
4,490 U-Felandren 0,747 0,113
4,647 U-Pinen 12,470 1,574
5,298 3-Metilnonan 1,002 0,166
5,435 b-Felandren 0,623 0,110
5,530 b-Pinen 3,177 0,546
5,752 b-Mircen 1,167 0,156
6,383 UTerpinen 0,280 0,045
6,566 o-Cimen 0,397 0,093
6,834 b-transOcimen 2,522 0,254
7,095 b-cis-Ocimen 7,116 0,894
7,393 g-Terpinen 0,661 0,121
7,462 Decan, 2metil 1,241 0,212
8,370 Undecan 0,502 0,127
8,508 Nonanal 0,037 T
10,496 (-)-Terpinen4-ol 0,499 0,365
10,836 U Terpeniol 0,184 0,098
12,708 Hexdecan 0,250 0,090
15,116 ULongipinen 0,106 0,189
15,630 Ylangen 0,138 0,160
15,746 Copaen 0,137 0,131
16,492 Tridecanal T 0,102
16,759 b-Cedren 3,144 1,228
16,995 b-Cariofilen 18,391 24,751
17,620 UHimacalen 0,240 0,268
17,734 U-Cariofilen 1,580 2,556
18,078 Ciclododecan 0,744 2,167
18,428 Germacren D 15,546 35,777
18,628 b-Farnezen 1,027 0,520
18,769 Biciclogermacren 3,644 5,635
18,954 U-Farnezen 0,936 1,481
19,382 U-Cadinen 1,466 1,239
20,254 Dodecanoic acid 0,534 T
NumticwimpuHdE a tHi 32 31
Totalulc o mp u Hd k o thpkoy 82,26 81,42

Rezultae | e

perforatum

compoziH e

crescut e

chi mict

spontan
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Anal i zt c o mpiutla tpiocentual al prncgai | or c omp u Hi (
volatile, i z ol at €t aeriene dpHt perforatum( pr odus vegetal apro
demonstrat prezé "~ n "Hn@an B b-tatr i of i | ®&pnenuluii PH | ©ngt
germacrenul se cofiHn e fi iHbharia n uvoeliautli |  di n pr dadaexisiul veg

de cariofileni © n  uvbla&il dim produs vegetalscat(fig. 3.7).

20 18,501
13

15,546
12,199 12,175

=
E‘:. 10
“ 8
[
4 3644 37177 3144
2
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= a = = = - = = = = = =
§ S B P OE EF R ZE & F B P
. 9 z - & z . . o 3 =
T g ¢+ ¢ E & 9 fE F & 0§ 2
< £ " & = S 4 =
2 3 e S g 2
Ulei volatil din produs vegetal proaspit Ulei volatil din produs vegetal uscat
Fig.37.ConHnut ul (%) comparativ al compuHilo

Hyperici herba
Put em c o n srileavblatile dintHyperici enerhasunto s u r s dermaceen Dcu

p r o p'Hinsectcide [120] ‘Hi cariafilene p-cariofilen, oxid de cariofelen)cu efecte
antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoar21[1122].
Analiza chi mict a ladpexieid. pauforatumol!l at i | di n f
Produsul vegetdypericifloresdt upt uscare a fost suegwdas hi
descri s.Gadetermeatad@mut ul de wulei volatil “~n fI
vegetal absolut uscatje culoare alg £ | bQuni eu | e i al constatht @5 deompomseri
dintre care 26 au fost identifi¢dfig. 3.8). Co mp u 'Hi i nbacariofiten (26s88%).toxid de

cari of i | e npinen(&7472@Uaabdfilen (81707%).

74



Ses0

1.2e-07 5.541

=oooooo] |
soooooo
4ooooo0

2000000

i

R

TR

LJLI.J L.ﬂd . h.ﬂJJ ;

12 FeEals dos

7

21.086

0 T

8.0 oloo  1zlo

T
o 1='D0 100 1s.00  =oloo  Z2oo =4

zs'oo =zsoo =200

=200’ =='oo’ =00
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tot al

(0]

Tabelul 3.3. CompoziHa chi mi ct a wul ei K. pedforatumo | at i |
Timpul Timpul
Nr Compu'H de Con’tutul , Nr CompuH de Con’utul ,
chimici reten’ld % ) chimici reten’ld %
(min) (min)
1 Nonan 3,944 1,113 14 | 1-Nonanol 13,680 0,263
2 U-Felandren 4,500 0,142 15 | 1-Undecanol 14,631 0,213
3 U-Pinen 4,675 8,747 16 | U-Longipinen 15,117 0,444
4 3-Metilnonan 5,308 0,66 17 | Acid n-decanoic| 15,760 0,159
5 b-Pinen 5,541 1,896 18 | b-Cariofilen 17,008 26,82
6 b-Mircen 5,761 0,478 19 | U-Cariofilen 17,733 3,707
7 p-Cimen 6,576 0,43 20 | Hexadecan 17,811 0,872
8 Limonen 6,678 0,248 21 | G-Cadinen 19,395 0,816
9 2-Metildecan 7,110 2,482 22 | Cariofilen oxid 20,924 13,286
10 | Undecan 8,394 1,406 23 | Heneicozan 30,185 0,170
11 | Terpinen4-ol 10,230 0,294 24 | Fitol 30,320 0,207
12 | UTerpineol 10,497 0,442 25 | Sclareol 31,275 0,789
13 | 2-Undecanon | 10,841 0,317 26 | Tetracozan 32,213 0,175
Totalul, % 65.456
Con'lHutuldeb-ca r i o f i lulevaolatil alrlorilorl(2682)e st e de dout
dec©t cel d i n Tiorlaeriena(produs edgetal usdatputein copficmrac tuleiul

volatil din flori poateint r a

antiinflamatoare [21, 122].

s

nHac oummpamrzi f or me
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3.2. Ob’ereaextractelor uscatedin produsele vegetale k& specieiH. perforatum
Extractele uscateEktracta siccai preparate solideb’iHute prin evaporarea solventului
utilizat la preparaea lor,au o pierdere prin uscare sau unebn ut ° cel pap52 [18@3F

Fluxul tehnologic de diHereae x t r act el or uscat39 este prezen

Controlul Maruntirea Umectarea Macerare repeteti
materiilor prime == produsului |w==  Produsului |ee | cuagitare;
T vegetal T vegetal Repercolare
solutie
cantarire hidroalcoolici
Concentrarea,

Separarea solutiei

EXtract uscat | qmm | evaporarea solutiei*™=Solutie extractivi .
P ’ ’ - extractive

extractive

—» Rezidiuu vegetal

Filtrare

Fig. 39. Procesul tehnologic de ofiiere d extractelor uscate

P ik aeriened e s unslatuo arod ect at “~n f aszpo ndtea n"tn fkl
colecHa Cn RD®WA, Nicolae Testemiin u o . Fl or i | ellesal prelenat d=| e
l a plante din fdéwgemlsaupsrctadant .n Ravad ikt uHia lt,r
prin sit_cu orificide 3SmmCn c al i t a4aetilizdt alcoslu étilic derdiferites concentih
Pentru evaporarea solventului din shke extractive sa utilizat evaporatorul rotatilzaborota
4017 digital.

Obunerea soldiilor extractive din Hyperici herba prin repercolare, cu fraionarea
produ s ul ui v eligggakea ticlu neternpinatr

Pentru determinarea gradului de exiishac o mp u ‘Hi | cualcobletilicdé diferiie
concentra (40%, 50%, 60%, 70%, 80%) 0 %) , a fost folosittkt m
frac'lanarea produsului vegetafiyperici herbd  ~ ‘iegadetcu ciclu neterminatig 3.10).

Pentru fiecare concentidde etanadd-a u f ol osi t c Ot actOmndibrgear c
100g d ethepidne uscate de. perforatum Produsul vegetal pentru primul percolator a fost
umectat cu 10 ml de etanolcuo concéra cor espunztittoar e; p&ste
i ntrodus “~ n pr-amageratitp ele 24 aé ad ca 20 nk éxtragent. Din primul
percolatorssuobHnut 80% din | ichidul extractiv “n r
caresa cont i nuat-aupobuttreilpartdne de lickid extgectiv mai diluate. Prima
portdnede | i chid extractiv (egalt cu masa prod
produsului din al doilea percolator; a doua’flore de lichid extractiv-a folosit pentru macerare,
iar a treial laextraCHe p © fidered adl0 ral produs finit (100%) din al doilea percolaor.
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treia por'ldne de lichid extractiv, mai diluat din al doilea percolator, a fost fdlopgntru
umectarea, macerarea, percolarea produsului vegetal din al treilea percolator. Repereolarea <
ef ect uat "iHer@rsaliidr extraotise incolore din fiecare percolatd2 124, 125, 126)].

PV —| PV Py
ol o v o] |l
=l = 2l =218
Z| g S| EIE
wg | 2| 5 e | B[ 8|z -
1 S| 3 |= 1 °1 2 1
| = |& | 2|8 l
S| 23 S| E|°
3
[ 1 2 ; ; 2 i i : '
0 ECcH — ™ o™
produs finit
3 < = i ;
s T e B % o~ g
4 A treia porfie s A treia portie 3 Atreis porfie
| Atrinporfiel | et ore " 6000
1 : 4
100% —— 100%
produs fenit produs fenit

Fig. 3.10. Schema de repercolarecufrdaéionar ea pr od u s UHegalecucidug et a
neterminat

Analizac a | i tasotul er extractive (produs semifinit) prin CSS

P © atreunieaextractebr ob'lHute din trei percolatoare;a8 ef ect uat anal
prin CSS, care a confirmat e p uproduseleegetaledio mp |
pri mul, atrdoli eéaar ®&ind atl e per c odcanpara compcEP r i r
chimict (1la2 B b, Be7)HI a @UlN, me2N;j, 3 pipyidnidddljextrabteN], |
hidroetanolice de diverse concefiitéfig. 311, fig. 3.12, fig. 3.13) [98, R]. Distarid de migrare
afostde8,8coCn s tawd iuu isl i zat C(ederefdritda r e lu Bup Epetdzoda & n
(Hi), izocvercitrozida (Icvt), cvercetolul Cv), acidul clorogenicA. cl.), acidul cafeic A. c.),
hipericina H) (fig.3.11, 3.12, 3.13)Toate substdile de referitHau fostprocurate de la Sigra
Aldrich.

Dupt developare, pl aca cromatografict a
366 nm. CnHpremeracsobVe col ec tamdreesauddenificatp r i m
rutozida (Rf= 0,22), hiperozida (Rf 0,42), izavercitrozida (Rf=0,56), cvercetolul (Rf=0,94),
acidul clorogenic (Rf 0,37), acidul cafeic (RE 0,92) hipericina (Rf= 0,75).

Cu alcool etilic de 70%-au obidut solulie extractive dinHyperici herbaprodus vegetal
colectat din fl or a HapPOmW an %fig.GEN) 4Nj) Hi din
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40%  50% 60% 70% T0% 80%.90%

~ . ..'
Cv Ac
L &G

-0.“

11" 2 2" 33" 44'"55"6 6" 77 11" 22" 33" 44" 5 5" 6 6 T7

Fig. 3.11. Cromatograma pe strat sub’ie a solu'lHor extractive, ob"ute cu etanol de
diverse concentrdi,d i n pr i mul rond de percol s
Cn acel aHi mo d “heaihidfoatasdlice 4@®Q) dirvabdoikeaf(sgp.l u3 . 4) H
t r ei | efig. 3120de percblatoareDrept rezultat, n  pr i mel e e x t-90%)ct e
colectate din al doilea ©nd de per col atawidentdicat:rutbeida éRé&=e0/h®,n e a ,
hiperozida (R 0,322),cevrcetolul (Rf= 0,95), acidul cafeic (Rf 0,93), acidul clorogenic (Rf
0,39),hipericina (Rf=0,78).

40% 50%_ ‘60_%. 70% 70‘;0 30%‘ﬁ90%
- B CO .,- ’

11" 2 2' 33 44°55"6 6" 77" 1 1 22" 33" 44" 855" 6 68 T

Fig. 3.12. Cromatograma pe strat sub’ie a solu'lHor extractive, ob"Hute cu etanol de
diverse concentrdi,d i n a | doi | edoare ©nd de perc
Cn urma analizei calitativ-80%xdinplti mekbl ea:
percolatoares-au identificat: hiperozida (Rf 0,42),rutozida (Rf= 0,22),izocvercitozida(Rf =
0,44), cvercitrozida (Rf= 0,56) cvercetolul (Rf= 0,94), acidul clorogenic (R& 0,37) acidul
cafeic (Rf=0,92) hipericina (Rf=0,75) fig. 3.13).

Ru
5'66'77

Fig. 3.13. Cromatogramape strat sub’ie a solu'lHor extractive, ob"Hute cu etanol de
diverse concentrai, di n al treilea r©nd de per
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Cn rezultatul anali zei CSS | a-urllouspotunilar z i
ob'lHute cu cele la substaielor de referiid , p cohstata prezér rutozidei, hiperozidei,
izocvercitrozideicve r cet ol ul ui , aci dul ui cl or ogeifinic, a
de solliH i extractive (prodiHsufteni €n uh idbutendint e ¢
Hyperici hebacu etanol (4® 0 %) di n pri mul , al doi | ea Hi d
a identificat niciun compus chimic, ce demo

ExtracHa prin aceastt me tiedtractve phuiurfiecare solZentd e
s-au reunit.Purificarea soltHi | or extracti ve, ’"pladdbalasttiHnde p!
pectine etc.),-a efectuat printermopetee c i pi t are (ptsp©mis8dldmpda t e
8ore Filtrareasolllore x t r acti ve pentridl omdeedcaniace-aHi m
a realizat prin AWOOnd a” mevi@éddrmeupricaangni Hi
concentreea sa realizat prin evaporare sub lida t emper at ura de dind 0AC
p £he aerienede H. perforatum ob’ldute la extragereau etanol de diverse conceriifad u p t
caracterele organoleptice au preagmulberi amorfe hi gr oscopice de cu
r oak i ¢ &, irasspeafiobalsamic.

Ob"tereasolu’ior extractive din produsele vegetale dél. perforatumprin macerare

facHonatt cu agitare

Solue extractivedinp tH aer i ene, f | aurfostobdGitepunmmaeerargli t
repet at L 50gue pogus vegatatau tratat cu 8 pad u n | a c OCdlceol€tii@ 0 m
de 70%. Fiecare extrdde a dur at 1 ort, cu separarea |

Agitarea a fost ef ec Fracdnile soldilor extractiva guifostaeurote. me
Extractulsa pbLtstrat [Bare, apeicadiltrat H srapefeduaevaporarea solventului
[126, 127].
Anali za cal it ald(produse semibitt)i mMek br ef eat uat t
reaCH i de cul oap @rmiliHieunife rcetcate fPraldnila dinefiecare produs veegtal.
Pentru identificarea flavonoidelsta efectuatreakla c i a ni d'd tusdllid de ad¢tatde e a
plumb [101], rezultatelefiind negative pentru toate probele analizate. Pentru identificarea
substafelor tanante-au realizat redble cusolitéd e g e | a tusolitéd 2% aHiaun de
amoniu, rezultateldiind negativg101]. Lipsa efectuluianalitic n ur ma anail maied¢ L
despre epuizasama x i ma | teloevegptaleadalizsite.
Randamentul extractelor uscate’H i pierderea prin uscare
Randament ul extractelor a fost calcul at
Determinareaiprdeifi prinuscaresa ef ect ucaupnt ho @ d udRRseda i st
X-g, capitolul IX. C.15.Sau utilizatf i ol e de =l©Oat & r ma € tFioleledcncs@taen t
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1,0g de extractuscat, 88n "~ n e fCuuwti mpa de0O$ roreex i csaet osck c'Hi

proceduraleuscare ontp @Qrutk | a at i nger qtabelul 3.4 i mase con
Tabelul3.4.Randament ul THi pi er der eszatepobhute dio s c a |
produsele vegetale dél. perforatum
Randamentul Pierderea prin
Extractele uscate :
extractului, % uscare %
Ob"iute prin metoda de repercolaredin Hyperici herba
Etanol de 40% 23.3 3,8
Etanol de 50% 33.3 3,7
Etanol de 60% 43.6 3,3
Etanol de 70% 34 3,2
Etanol de 80% 34.8 3,7
Etanol de 90% 33 3,6
Etanol de 70%, PV dincoletHa CRPDPM 34 3,5
Ob"iute prin metoda de repercolaredin diverse produse vegetale
Extractul din flori 50,54 2,7
Extractul din frunze 44,26 2,8
Extractul din tulpini 14,5 3,35
Extract ubbediirenetr fl or 45,16 3,65
Extr act UHgeridne, golefHtar Crf P D 42,66 2,55

Rezultatele conf i r nHo nfaatptt uclu cakg intaacreer aar efa
extrageregrincipiilor active din produsele vegetale ¢t perforatum Rezultatée ob’'lHute stau
la bazaoptimiz r i i  oecektradd#eli Adereaelx t r act el or uscate d

“n capitolul urmbttor

33Anal i za chimict aHext eadbpeléricnealespedidi e o
H. perforatum

Toate substadble dereferidpent ru st udi ul chimic calite
(metode spectrofotometrice, HPLC) a extractelor usaatest procuratele la SigmaAldrich.

Analiza calitativi a "Heixtdreacitded notri fuisccaartee

Substafele tanante -au identificatprin reacH i de <cul oar e Hi sed
uscatepb’H n u t e "Hakrienerip tnaetoda de repercolare (cu alcool efilimoncentrdide 40
90 %) 'Hi prin nmeatcielriaca ed e idaeepalPA) dicvird(FL) ftunze(FR),
tulpini (TU) deH. perforatum

Probele de analizgimg/ml) s-au predgtit prindi zol varea extract el
etil i ¢ apoar 164.

S-aurealizat readle cu soliHe de gel at i"Hhet dle®w aHia ucnu dseo |f
Dupt adt dHeair edae sgd luat sofilde adnea |1i%, a t” epalesceddpt terc wt
i ntensitat e "HmbidroetanaliceeOpdlesceidntai puid pronuriéd tsda observat n
ambele solt(hidroalcooliccHi  a @mleextsadtyui din tulpini (fig. A2.3, fig. A2.4).
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Cu alaun de fi er itate samo rciod o e mterga ait, eV eee da
prezefbisubstaitll or t anante coHOkesakteooChceoatikoan
deosebire de sdlide apoasef(g. A2.3, fig. A2.4.

Prezefel ¢ o mpcuaHi el haxtractele examinats-a demonstrat primetoda deCSS
[101, 102 128 129].

Prepararea sluwil or hidroetanolicedeanalizat 0,025g(pr obt exactt) de
s-auamestecat cu 20 ml de alcool etilic de 7&% Hi-ausin ut pe @AenEeratdradea pt
A ONnt |l a dizolvarea lecmpl adbs ¢©pt hAcicoe
ml cu alcool etilic de 70%a p'Hi-au §ltrat. Soluia substarii de referink. solu'td 0,1% de (+)
hidrat d €A) c aétamohH anza (meboutlanol : aci d ackatai c:
staW o n gprl tk:c i cromatografice de <su,/Sognaabdt i cloa
20x20 cm.Aplicare 100l s ub Migrarenip,5 ane scanmr @.a: 1p0185€C; | or

timp de 10 minuteDetedie: s-a pulverizat placacusdlde de 1% de vanil i nt

Catehinele apar " n forme).de spoturi roHii s
Catehinele au fostentificated upt col orarea ~na0,rdkKuHia G,p

cromatograma soltidor hidroetanolicecusoliHe de vani | i ni(figd3l4h.1 % ~ n

40% 50% 60% 70% 70% 80% 90% PA PA Flori Frunze Tulpini CA

\ e - ) fLspom. cultiy. )
extracte etanolice (%0) dm & herda extracte etanolice (70%%) dm PV martor
Fig. 3.14. I dentificarea Chiebtidieetamlge af i ct
cusoliHe de ded%i | i nt
De rcOexitractele examinate pe | i-avapl deats:

calitate de substae de referiftd sSliteldei0,1 % (BDhi dr at de ’Hia addgalio £ (
( GA) Hi debipeficintQH)1P@ z a mobi | L JHoramalizates raigragea fazeio | u
mobi |l e 'Hi u sae edecteatsimgar doliar hidvoetanslice Detecld s-a efectuat cu

solu'le de FeGdde 1% [L30]. Revelarea catehinelor-a realizat prin vizualizarea cromatogramelor
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“n | umi nAHUV laB6O nnpgrinn gulverizara cu soltile de FeCk 1%, catehinele apar ca

spotur de cul oare verd#29sau albastrt (fig. 3.

Aspectul spoturilor 1a vizualizare in lumina UV pana la revelare

40 50 60 70 70 80 90 EFl': Fr Ta CA GA HI
cultiv.
Rf Aspectul spoturilor la vizualizare in lumina vizibild dupa revelare
0.95
0.73
0.65
0.58
0.51

40 50 60 70 70 80 90 Fl1 Fr Tu CA GA HI
cultiv. . ’
Extracte, obtinutedin H. herba, cu Exﬁ:‘;t’:;::::edm Surl:}::;gteide
alcool etilic de diferite concentratii (%0) vegetale cu alcool etilic i

70%

Fig. 3.15. Identificarea cromatograficape strat subllea c at e hi n'ddapoasealen s o
extractelor uscate deH. perforatumcu solu'lé de FeCt de 1%

Pe cromatograma sdélor apoase la nivel de Rf = 0,51asl depistat spoturi colorate cu
FeCkde 1% " n albastru (fig. 3 . "d subpstaieloA tamahte z a
condensate (poli mer i "Hliel eoralgcionoel iccaet eHiii n'inc tc)

Dupt pulverizaiea dml tvainli d i nd (i Be€bdé ™80, pen H
ambele cromatograme, la nivel de sub#fand e "Hefhe€)Xirat de ca-0,8)hi nt
spoturilenusa u ¢ o | o sau albastrn, fapeo kiun d i Glunuigompus dimun alt grup
chimic. La lumina UV 360 nm culoarea spoturilor la nivel de Rf =@9495 a f ost 1

corespuns substd de referifdi hipericinei (fig. 3.5).

Anal i za cantit at i pributibzareaxnetodala spectrajotomairisec a t €
UV-VIS

@ extractele analizate (@nut e prin met oda )dugfostrdetgnainate o | &
prin spectrofotometri®&JV-VIS totaluld e p ol i f enol i ,"HIé dntracea3101li32) e 'H
133, 134).

Rezultateko b "Hi nfostpelucsatecu ajutorul statisticii descriptivéarpentru evaluarea

Cc 0 mp a raeetultatelbr-s aplicat testul neparametkecuskatWallis.
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Dozarea spect r-d$% atvtaluiniede polifendi UV

CorHnut ul total de pol iHyperioi berbgafostdeterminatprina c t
met oda s p e c tureattioutFadim@dcalteu(CHEM-LAB): 0,05 g de extract uscat
(Img/mhsa di zol vat “~n 20 ml-aadup Canltc o cal "BEeB). Lad0,5 ¢ sdo
midesolliAsa adtugat 2Fobn-Cotalted(el :rleCa)c,t iSv ml de apt
1 minut, daupdtagat a8ddnNacCode 20%. Anesteculsa | Lsat p
2 ore la temperatura caerei. Gradul de absorbéh a ame sda detetminatila s
spectrofotometruMetertechUV/ VI S SP 8001, | a | [u3,d32nTetald e u
de comemdii ci a f @echivaleet agud rgalie&AE)/gxtract usgatCurba de
cali brare a fost clinlseé r det lac pdntgradl,2 eng/mle g m t
respect ©nd modalitatea de |l ucru f ol d&find L
R?=0,999, iar ecudld de regresié y=0,22x + 0,003(fig. 3.16) [133, 134.

0.5
045 -

v=0,223x + 0,003
R*=0.9989

04 -
0,35
0,3 -

Eﬁ 0,25

'ﬂ: D.Z -
0,15 -
0,1 -

0,05 -

a 0.4 0.8 1,2 1,6 2

Fig. 3.16. Curba de calibrare a soluléi standard de acid galic

Dozarea spect r-9$ atotajuiniee flavomoide UV

Determinarea cantidateifvetct a a tf Idid &apnaoopsdset | oodt
Republicii Belarus monografiaHyperici herba bazat &t pe proprietat e
cheldaH cu <clorura de aluminiu,dwulwalre, agaatd ibfei
adaptatt pentru dozarea totfl®ul ui de fl avon

Probeede analizas e pr egk,t®Is cg ddem extr accaresies datan(sr
" nunbalon cotat 10 mhpoieadu gt 5 ml de etdabHnlutde s70 %;d ux
cot t, cu aceldaHSoliisioll v eche dmalliuzat Hi indEe co
metodei descrisé rsulxapitolul 2.3 [104]. Con'lHutul procentual al totalului de flavonoide,
expri mat ‘aralculadtugbamuthB.2[104,110:
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J_ =[] Z z z
— = z[]2

,, n car e: (3.2

¢ T absorbardl soltldi de analizat;
¢ ol absorbardsoliH e i de rutozidt;
mimasa extractul ui uscat lwuat “"n lucru, g;
Mo 1 masa rutozidei, g;
wipi erderea “n mast, |l a uscare, a extractul
Dozarea spect r-¥$ atovtauiniedé detiva'Hde ddtkacen
Anal i za a&darndHil toat idet antr acena eaf exttuatctdd
pr el uat tbiblibgrafice s uarpslei cat £t “~n anal i z adHuttde exicactu r i
de surHéloarrieu mE Hypericuemy Deel e hish Niefgir akt i
Prepararea probeide analiza , 05 g (pr obt e x apcltats)eradaet e »
balon cotat, cu o capacitate de 25 mlasé a 2 @ £ ml| de al cool etilic
“"ncktl zire pe baia de apHa PDapit deé Htod vHIr ese ¢
acel aHiSoldibdibMeunt £t seGttedecé&éi ptr o (' derconpararecaHi e
fost alcool ul e t abdoibaiei sech efecttatl %8. oMLl suunrgairneea d e u

[125, 133]. Con'ldutul procentual al derivell or de antracen "~ n recal
absolut uscat-acalcuat” n baza for mul ei 3. 3
L =zm’ “n care (33)

AT absorbartisolu'ldi analizate;
718iabsorbld s p eacsoliiHec £t de hi pericintkt, 1 %;
m1 masa probei, g.
Prin acest studiu-a identificat gradul de extrde a totalului de polifenoliut i | i z ©n

calitate de solvent alcoolul etilic de diverse concéta c on st at a ul pdifanplit u |

(expri mat “n echi v aseextrage la maxenund culalgdolul gtiiclde 60% ¢
(Mediana =10,69; IQR = 1,00) (tabelul 3).
Tot al ul de flavonoide ( %) eXpxtractahaBidut dim r u

Hyperici herbacu etanol 80%Nediana = 18,53; IQR = 0,08Con"dutul total de flavonoidé%)
“'n e xt r abddutouletanoie0&owin PVHyperici herba prelevatdino | e CAHP B P M

este egal cMediana =12,37% IQR =1,00 iardinpr odusul vegetal <col ect
egal cuMediana = 15,54; IQR = 0,1Xfabelul 35, tabelul A2.).
Contdutul (%) c e | ma i artfacerdérivdd ,d eex pr i mat -a” Wepi pés

extractul dinHyperici herba(Mediana =0,258 IQR =0,022) ob'iHut cualcool etilicde 70%H i
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cel mai’

34).Cn

s ¢ & x wiHat cut etahol de #0YMediana = 0,414; IQR = 0,004pabelul
e x t Tiatcu etahodes7®% dinHyperici herba prelevatdin colecld GjPDPM,

totalul de amtaceni este egal cu Mediana = 0,343; IQR = Of@dlfelul 35, tabelul A2.).

Tabelul 3.5. Totalul de polifenoli, flavonoide 'Hderiva™Hle antracen” n

ob"Hute din Hyperici herbacu alcool etilic” n

Extracte uscate/ | Totalul de polifenoli | Totalul de flavonoide Totalul deriva™itbr de
concent|(®),expri mat (%), exprima t ‘| antracen(%), e X pr i n
alcoolului etilic galic, Me (IQR) rutozidt, Me (IQR) hipericint, Me (IQR)
40% 6,62 (0,11) 8,75 (0,25) 0,26 (0,02)
50% 9,91 (0,48) 12,48 (0,30) 0,38 (0,03)
60% 10,69 (1,00) 15,07 (0,09) 0,39 (0,02)
70% 9,86 (0,38) 15,54 (0,25) 0,41 (0,004)
80% 9,64 (0,46) 18,53 (0,08) 0,36 (0,03)
90% 8,24 (0,73) 18,00 (0,13) n/a
70% (colech) 8,73 (4,89) 12,37 (1,00) 0,34 (0,01)
P < 0,000 < 0,00 < 0,0001
N o t nla: analizanuafoste f ect uat t
Eval uarea comparativit a datelor, " na
demonstrat semnifitle st at i0d)tceceta (pe<Op &®r mi t e de Tl

al cool ul u

sunttoar e

i etilic

j oHhac tc ounmp ur’tbi |l oi rmpcohritnai ncti

Totalul de polifenoli (Mediana 8,73; IQR= 4,89, flavonoide Mediana =12,37 IQR =

1,00

ddnivdHai antracenului Nlediana =0,34 IQR = 0,0])

“n ext,o@utdinl

Hyperici herbacu etanol d&0% (PV din coledd), a fost mai jos comparativ cu extractul ¢iN
din flora spordn Ytabelul 35).

Au fost determinate conceniki

Hyperici herba d
Hi a

galic/g extract usd¢aa u

i n

f ost

| e

opti me

cu

de
f | atotalulusdgpolifertola(B60o),a totalului de flavonoideB0%)
t ot a’lHudnwacenuluig(70%)e r i v a

Aplic@d metoda de macerare fflekco n at t

al cool et

extractel e
c o nkt46-90%r a

ur I
cCo
T dr

u !

I i

a @mg techivaient acpldui i f

extr aHi ,Mellisama =ab8,25 IQRu=h 35, apoi n

din frunze Mediana = 115,11; IQR = 1,085, "Hpetiene fMediana = 10818; IQR =2,J7 Hi

tulpini (Mediana = 33,51; IQR = 0,26117]. C n

e W wuscaaoigiut din Hyperici herba din

f
di

colecld CiPDPM, totalul de polifenoli (Mediana =108,33; IQR = 6,94) este aproape identic cu

di n
Cel

cel

14,47; IQR = 0,24)iar cd mai mici ~ n

extractul

f (tabelub36, Blpeilm2. 3 n &
ma i "Wt dedflavonoiddeoya

f ost

det er mi

e x t r ac t(Mebiand #5,07; IQR + @37)h.i

"t aereeet cultidate ncofutul de flavonoide este manare Mediana =
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12,65 IQR =0,49 , " n Tleon expaxtul didypericiherba di on  f | dVledianas=p o n
10,6Q IQR =0,75)(tabelul 36, tabelul A2.2.
Cn ext r ac fiite el etan®l dea70% din didelite orgaate plantej cea mamare

cantitate de derivhde antracer{%) se corHn e “ (Medifina 80r889 IQR =0,022,a p o i T
frunze Mediana=0,269; IQR=0,004;, " n extractul wuscat ddutn t u
(Medi ana = 0, 036; ul®&td=n Thebndekyltivate Camute ceterivald t

de antracef®b) este mai mare (Mediana = 0,437; IQR = 0,007), comparativ cu extractul uscat di
p £Haeriene colectatewlif | or a spontant ( Medi @betul 36 taltelul2 8 9 ;
A2.2).

Tabelul 36. Totaluilde pol i fenol i, "Hf ldeev camairdaec ethi ~dnie reix

ob’Hute din produsele vegetale dél. perforatum prin metoda de macerare

Totalul de Totalul de Totalul deriva™ibr de
Produsele vegetale| polifenoli (%), flavonoide (%), antracen (%),
exprimat exprimatexpri mat L
galic, Me (IQR) rutozidt, Me (IQR) Me (IQR)
(co:zémk%eﬁleg% o\ 10832 (6,94) 12,65 (0,49) 0,437 (0,007)
P L'iFaeriene
(flora s| 10,825 (2,77) 10,60 (0,75) 0,289 (0,011)
Flori
(flora sy 150910084 14,47 (0,24) 0,845 (0,022)
Frunze
(flora sy 11511 (1,03) 13,32 (0,30) 0,269 (0,004)
Tulpini
(flora s|j 3,348 (0,16) 5.070 (0,37) 0,036 (0,01)

Rezultatele prezentate "~ nctuakel ulm#dtdd ndé
polifenol i, fHcaant@cen afdseddiidinPy ldyperior feores.

Aplicarea testuluKruskal-Wallisa evidefidt diferengl statistic semnificative a rezultatelor
dozbtrili t ot al ul QOD002§, ae flavwhoidd(pe=rOMO001L3 ( Hi = dHai der
antracenului (p 4,3164E8), ce permitss £ ¢ 0 n ¢ brgaduéphantei n f | u acuritdéaeaz L
C 0 mp udHimici.o r

Determinareacart i t ati vt a f | av o metoddiedlPL&€r prin ut

Pentru anali za c¢ant HPLGstau willizatrha pftl ea veoxntoai adcetl
cktror sciHeme ed s uo bubcdpaddull.1. iISaueanalizat trei probde extracte
obtinute prin metoda de repercolati@ Hypericiherba di nt r e c a raeobldubdint e X
PV din flora spontant cu al diocolécld @tPiPMi rumail e 7
cu alcool etilic de 70%Patru probe dextracte uscate au fost’#ute prin metda de macerare

din Hyperici herbadin carec o mp u Hi i-au@tirasmcu etamol d®%, iar dinHyperici flores

86



T cu etanol de 80%. Ambele PVasu c ol ect at di n

ANi col a@anluest e mi

Extractele uscate au fost analizate prin metdd® L C

produselor vegetale d e s c¢ sulsuidchapitdluh23) cu utilizarea substaelor-standard: rutozida,

hiperozidagcvercitrozida,cvercetolul, 13, 118biapigening fig. 3.17, tabelul A2.3 [114].

E T
Nom. D I L8
: . gy @ N
604 Q& © & &
: * o N
L | 3¢
] 9 )
3[]_5 || | s ‘|§ Q.@' ‘ || E?L
2[] _; | || | &??s | I| |III|l IIII|
10 _; I| II II| I'I || ||le f \
0 N \n _ N 1/ —
1 1 1 | T 1 1 | 1 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 1
0 2 4 ] ] 10 12 14 min

Fig. 3.17. Cromatograma HPLC aunui amestec din 5 substaieistandard din grupul

flavonoidelor

Solu'le extractelor analizats-a u

pr egktt ildde 2my/mkuotnicleinzt @ nad

alcool etilic de70%'H i

d eSolgle #nalizate au fost filtrate prin membranele de filtru, cu o

pCGonitdutuldef | die 0 0,04 Slerttadiele pscae)s calculat

di mensiune a
dupt formula 3.4
oZ z, hz z z -
X = 1420 v Wn care: (3.4)
fow s 06+ =

S aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;
St aria piculuiflavonoidului pe cromatograma sditi standard;

msti masa substael de referitd, g

mpr T Masa extractului uscat, g;

W pierderea prin uscare, %.

Identificarea sa realizat prin compararea timpului de réigra unor flavonoide din

extractele analizate cu cele ale sub#an standard: rutozida (picul 1), hiperozida (picul 2),

cvercitrozida (picul 3)cvercetolul (picul 4)])3,118-biapigenina (picul 5§fig. 3.17, tabelul A2.3,

i de ntaplicak” nc ua nceelai

c

tabelul A2.4).

Cn f 8.18 suntgrezentate cromatogramele HPLC a extractelor udoatdyperici
herba obldute prin metoda de repercolar®€ ent ru anali zt au fost
extractuluscat ofH n u t cu etanol de 80% din produsul
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extractuloBHnut cu et anol de 70% din produsul vec
ob'lAut cu etanol de 70% din produsul vegetaleHa C 1 P D(Rab&IUI(AZ.3)
Norm. ] T 9
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E { q“: %ng
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Norm. ]
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] "
1504 NS
2 ¥ 0 b
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300 % bR
: g F
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] vooR
2004 \‘ 1
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Fig.3.8.Cr omat ogramel e HPLC ale extractelor wus
metoda de repercolare cu frac™Hi onarea produ
Cn 8 sunt prezd8ntate cromatogramele HPUE extractelor uscate ddute din
ptHl e aeriene, col ectat éHad i G PFOPoM a( Bs)p,o nu tainlt

macerarefrationat £, cu agitare.
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Fig. 3.19. Cromatogramele HPLCpentruanal i za <cal i t a unorfldvontide c a n

“n extr ac t'lutedain Hyperia hedapinbmetoda de macerare cu agitare
Cromatogramele HPLC ale extractelor uscaltddute prin macerarefrddonat £ cu
din Hyperici florescolectaed i n f | or a s poéthat ROBAEPM( AB) Hsunbl prc

figura 320 (tabelul A2.3.
Norm. ] T ‘,“9'5 ‘;\%
160 < SF S
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Fig. 320. Cromatogramele HPLCpentruanal i za cal i t aatniovt f'Hiavoarmr

extractele uscateob’ute din Hyperici floresprin metoda de macerare cu agitare
Anali za calitativit prin et moa sus HderhoGstraa  f

prezefidl a c e seaxtmactede analizatandiferentde p r o v e prodeistoiHeegetale(flora
spont ant "HsCauP D® ®@bdneeotrdtd flavonoidelor identificee sa cal cul at
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compararea curil or
(fig. 3.17-3.20, tabelul A2.3, tabelul A2.4).
Cn

identificate” n

ariilor pi c 0 mp u'lordtaodard c h i
t al@edli ult ad.edunt prezeAtdtev@lorile concentrator flavonoidelor

e X t r a,olt'iule dinHyperieherma(PV dinf | or a
prin metoda de repercolace alcool etilic de 7@ 80% Rezultatele otin u t e
de f | de mdypergidarbad ifn cfaltarvae s
folosindca solvenglcoolul dilic de 80%. Sa demonstrat, d@semenea, un cdaut de flavonoide
(rutozi d&tgverdidl, |3dI8idz iagpghi geni nt)
70% dinHyperici herbad i n
PV din cole¢ld. Cn
cantitate(%) v a r i a zMediaha =7,18p © n tMediaaa =8,70, iar concentrdd de 13]18-
maeoia siki di-ac ad & n sdtea th

spontant
dewmot t
cantitate avonoi
s "plut cuialtool etificde x t r
f | or a cvergtwmzida sercdiie maimul t " n extr

t r e’ lHuteeprn reperclare o mp u s u | maj or este

bi apigeni nt e sComeenttitaa ormd
extractul uscat dlut cu alcool etilic de 80% diHyperici herba(Mediana = 3,41; IQR = 0,018)
colectaed i n f | o r,@masde extractal BbLn u t cool et iusi c
vegetal Mediana=2,88;IQR=0,100; i ar "THnuptoba ebanhe bheriethe
din colect¢, corflidutul a fost mai miqgMediana =2,55 IQR = 0,030. Concentrdd cea mai

cu al
7 C

ridi

cceetcdtolsd e d et er mi

di nTHpber aeri ene

0,823 IQR =0,018 , i

a fost mai it (0,39%). Concentild 13118-b i api geni nei
ct
(%)

aproape. |

Tabelul 3.7. ConcentraH a

dent i

ar

e X tHyperitherdacultivat cositiutulddecvercd?oV/

unor

n auscatéolH neuxtt & accu edlec oo |
dMediand 40,898 QR s 0,09 Hia, n Lr d/egadaxt | v

“'n

" n -a dovedit aafic t e |

f 1 avonoi'due dih IHypegict t r a c

herbaprin repercolare

Extractele uscate Concentra’td (%) compuhior chimici, Me (IQR)
analizate Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.’”8'.
iapigenina
PV din flora 870 3,41 0,85 0,93 0,40
solventi alcool etilic 80% | (0,0,128) (0,018) (0,033) (0,10) (0,032)
PV din flora 824 2,88 0,75 0,83 0,37
solventi alcool etilic 70% | (0,086) (0,100) (0,055) (0,018) (0,031)
PV din colecCld, 7,18 2,55 1,28 0,39 0,35
solventi alcool etilic 70% | (0,064) (0,030) (0,079) (0,012) (0,022)
Analiza HPLC afostap |l i cat £ 'Hi " n c a durdifelite exttacteddeu | u

S U n t tobldute @rin metoda de macerare fldo nat t Mg iatean florig i rHi
f ol nd etabelll B8 Datek cufrifs n'H i
tabelul 38 r e | @ iedmpusul chimic predominamtin flavonoidele analizate a fost rutozida,

cu

O0Si ‘sonl veeanlti taaltceo od eu |
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ur mat t d e cvérditrpzel radeezri cdekt, BII8-BHi a pdieg-a stabilit an.on'kut mai
“"nalt de r ut ozi ldypericihrerbgcanparé cuegtractele diiyperid? flores
ConcentaHa de hi per oconcahttdd deave mat t dedwrir ¢ te t ol3,118-Hi C
bi api gextractukdinflorif | or a s-p donedibanfitmai mare, compéracu alte
extracte analizate Se r e mar cinbelé expacteobHncutt e” ndi n  f | oHrii (
cul tivat £l de IHlBmiceemitgeani nt a f o gactebmodidute diar e
Hyperici herba[135].

Tabelul 38. ConcentraHa ( %) wunor f |l avonoi HyperiCinerb&rkit r ac

Hyperici flores ob’tute prin metoda de macerare

Concentra’ld (%) compuHlor chimici, Me (IQR)

Extractele uscate 13118-

analizate Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi .
iapigenina

Hyperici herbadin flora 6,39 2,32 0,65 0,16 0,18
spont ant| (0,127) (0,140) (0,051) (0,001) (0,006)

Hyperici herbadin 7,01 2,40 1,09 0,57 0,38
coeccHa Cn PDHR (0,031) (0,052) (0,077) (0,012) (0,004)

Hyperici floresdin flora 4,50 2,54 1,47 0,57 1,49
spont ant| (0,343) (0,034) (0,244) (0,023) (0,166)

Hyperici flores din 4,24 2,51 0,95 0,57 0,62
coeccHa Cn PDHR (0,094) (0,059) (0,079) (0,031) (0,015)

Aplicarea testului Kruskal-Wallis a evideridt difereriel statistic semnificative a
con'iutului (%) rutozidei (p =0,000002, hiperozidei (p %©,000007, cvercitrozidei (p =0,000002,
cvercetolului (p =0,000002  'H3,lI8-diapigenininei(p =0,00000 "~ n e X’iHotapit el e
macerarece permitea considera concenttha ¢ o mp u 'Hd ke p e n debigandl plantei
“n care se acum@diéspectei Hi de | ocul rktsp

Cn toate probel e atodateioliate e ePViHbdpsi ehimicn t
principal este rutozi(Mediana =4,24-8,69%, p<0,05, urmat.d e h i p Med@mmi=43R- (
3,41%,p<0,05 . Rezul tatele analizelor HPLC au con
cu alcool etilicd e 8 0 %. Aceastt st ar epoothparaleacdmutuluiide e st
compuHi"H a’nra | é x thlyparicithexba eb’'lddte pnin metoda de repercolare cu alcool
etilic de 80%H i deCorcéntéHa de rutozi dt Hi c e a Hygexici hi p
herba( f | or a s p o nt,aolute ldiin macerbré icuv acbdl ptilic de 70% este

nesemni f i c actompardivirca iextractele didute prin repercolare. Aceste rezultate

denott faptul ct met oda ThHeea proguselor extraetiveedbi.t e ¢
perforatumf i i nd de scurtt @dduirbator e()d u’idect eetodaeder eax |
repercolare (durata de extieei 52 de zi |l e) . Cn toate probel

concentrdd rindiferite: cvercitrozida,cve r c i t o | ubiapigéhina. Cdidutul Im&xim de
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cvercitrozi dt “"Heaesient afaEtcd eerl tei fdii ndtphktrh pr o Ima ma
PV din cole¢ld (Mediana =1,09 IQR = 0,077. Concentrdd decve r cet ol , “n extr
Hyperici herbaa fostmai j oas Lt Hempair ar ut o z i cdeacitrozitlaitgbeldr o z i
A2.5, tabelliA2.6). Concentrdd de I3,1I8b i api geni nt, i ndécohcentrdaet d e
alcool, este aproape i Heaerieneobiute prinrepeccaldtee e x t r

ConcentrdHa de f |l avonoi de eekobbddutaponsnadenare dirdflosif e r |
conHnut ul de rut ozd ddovHd didte & i fpi€tkeracgenala ngp wW'kici:
chimici cvercitrozidacve r c et o | tbigp i 'Hjie nli3n,al laBiH naurt £ tmeati  ulivn a | t
Cu extractele uscate dityperici herba

Acest studiu a demonstsewicackuf sdr cipe Igkel

cu efecte anti d@pmesi ve Hi anxiolitice |

3.4. Optimizarea metodei de obiiere a extractelor uscate

ObHnerea extractelor uscate este foarte
rAaHonal e a produsel or vegetal e, deoarece r al
este | a maxi m, c e eHarnaederapeuticenarcanej36. pr opr i et L

Rezultateledescrise” rsubcapitall 3.2 au demonstrat prezés diverselor grupuri de
compuHi f e nol iktflavonbidendcizi éecokiciy che Hpitera aer i ene Hi
s untt oaconbormcadateloe din literatura de specialitate, se extnagim cu alcool etilic.
Rezultat el e "HomrasaHcdpitolul3.2pdovedsefna p t wirageatdl opam™ n
extragerea maxima ¢ o mp u 'Hi | oHypeficeherbadestecetanoldlid@® 0 %. a cCenl a Hi
subcapitoke st e descrisihemet ada x te aolibdde lalmratoiunsetmdat e
de macerare fréd o na tglitare caresa dovedi t a f i  maomparaiypcu d L
metoda de repercolarecufidoo nar ea pr o d u SHaghlei iniclyretgremitah | " n |

Rei eHi nd din cel-a deteaninattcentile optame tdeextiagere,a s
compuki | ori nbifdaoctii Wbie s un thittimpulper extraiHuem L rrualp odr et
produsiilv eget al 'Bin e tems fog mateipairproba deHyperici floresa©t 0 1 0
g,lacaresa a d kolug hidraalcoo |l i ct de 80% “n raport de 1:
c 0 mp udHimici earealizat prin cinciciclurideextrd¢de , pentru probel e |
pentru proba IVtabelul 39). Perioada de timp necekaoerciclu de extrade la 4 probe supuse
studiuluia variat: proal i 60 de minute, proba 7145 de minute, proba ITl 30 de minute, proba
IVi15minuteAgi t area a f ost ef elatemparatira camerchaldgilet a t
extractive din fiecareciclsa u  p £ st f &6 gré laltemperatade +5C, apois-a efectuat

filtrarea | a vid. Cnl Lt ur ar Hoa extsaotivevsa medlizatllau i [

92



temperatura de +4Q la evaporatorul rotatiaborota 4011digital. Autenticitatea (culoarea,
mirosul, gustul) produsel@xtractiveofHn ut e est e pr 8Hie n't ra 28L3¢.1nr d ¢

Tabelul 3.9. Autenticitatea extractelor uscate dinHyperici flores

Numbr ul probei, ti mijeuy
Nr. ciclului culoarea extractelor uscate _
de extraci¢ | I Il IV Mirosul | Gustul
60 min 45 min 30 min 15 min
I purpurie | purpurie purpurie purpurie specific, amar,
borda bordo . bordo pl t c| astringent
Il o .| brunr oK i & s
rokKi 4@ r okKi ¢ roHi a
bordo verde bordo
1l , verdeb r u 1 , .
nch br un nchi
Y, ,brun (Eafenlu (Eafenlu _ bordo
nch nch nchi
Vv cafeniu cafeniu brunt bordo
“nch| “nch “nchi

Pentru a calcula eficiéd extr act i vi sa determibbcahttatea(d)at e
substafelor extractivedin Hyperici flores S-a efectuat dozarea subs#or extractive din flori
uscate ded. perforatump r i n t ehnikSa eadkc.scXli\s,t MHKFFRled.®X-a3. 00
A fost determinat randamentul substdar extradlv e ,0 qadeftodus vegetal uscét4,72%.)

Pentru a calcula eficiél extratHe i , a fost determinat ran
e X t r abiipericidflores separapentru fiecareciclu de extradd (tabelul 310). Randamentul
procentual agéxtractului uscat raportat la masa produsului vegetal absolut uscat (Ya #glclat
"n baza 518% 18kl ei 3.

m Lz

, unde: (35)

X1 masa reziduului uscat, @ut per ciclu de extral, g;
m1 masa produsului vegetal, absolut uscat, g.
Eficacitatea extrati S (%) substdell or s o | (bhidicedcoolic & gt@desul

310sa cal cul at “&a(l3hB&:a formul ei 3.
1z

, unde: (3.6
F

Yirandamentul extractul ui uscat “n recalcul
Eicantitat ea pr slaextattiveadin prodasul segdiag %.a n

Cn rezultatul e X p eHunii pagametu &i procesalui de fexdiigca st
substarelor extractive din P\Hyperici flores  Cn t r u & @pului asdpla vaedamentului
extraCldi este unubintre cei mai importdifparametri, au fost folosite perioade diferite de timp
(15, 30, 45, 60 de minute) per ciclu de exidaftabelul 3.10).
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Tabelul310. Car acteristicil e Chieretaextraxtuliinvseat " n pr
din Hyperici flores

Nr. d/o a Timpul per ciclu de extrac’lé, min
ciclului Proba | i 60 Proba Il 7 45 Proba Ill T 30 Proba IV i 15
de

0, [0) [0) [0) 0, 0, [0) 0,
extracte 9|V % [S.% [ X9 Y, % |S,% |X.g|Y.% |S,% X.g|Y.% |S %

I 2,27 124,38 |54,51 | 2,36 |25,40 |56,80 |2,30 (24,74 |55,32 |2,05 [22,10 |49,42
] 0,929,553 (21,31 0,8 | 8,88 19,68 |0,% [10,28 |22,99 |0,81 | 8,88 |19,86
1" 0,40| 4,40 | 9,83 | 0,34 | 3,70 | 8,25 |0,3L | 3,29 | 7,40 |0,40| 4,38 | 9,79
v 0,22| 2,3 |514 | 0,24 | 257 | 575 |0,18| 1,96 | 4,38 |0,25| 2,73 | 6,10
\% 0,13| 1,46 | 3,26 | 0,23 |1,39 | 3,11 |0,16| 1,74 | 3,89 |0,19| 2,10 | 4,69
VI T T T ) ) T T T ) 0,16 | 1,72 | 3,85
Totalul

3,96 42,61 |94,05| 3,90 |41,94 | 93,59 3,91 | 41,98|93,98|3,86|41,91| 93,71

N o t,L£8 Bnu a fost determinat

Extracld sa r e al i z a’iHerep Soliltor ektractive imcolore, inclusip ©n £ | &
decol orarea produsul ui veget al . I-llIExa refgeeatewna
cinci cicluri cu perioad de extradd a unei fraddde 60, 45, 30 de minute, respectiv; iaVaa
probt a fost extrast de Hase or ialcincileaciduad ur
f ost eeamaniacttt mast de pextbraa cctu ws cdautr,a’'id’'de6d e t
de minute S-a remar@t o eficacitate mai mare de extragere a subgtatnor s ol ubi | e
comparativca | t e pr obe. Masa totalt 'Hi randament u
prin “nsumar ea maentuprobtlelllaxtresed md ameirelti u lpeint U o
IVextrasE n Hase <cicluent atRez ullti ntddledtutimritérzh & Hi
randament t ot Hultedinprobeld-lil,caaentue lde f @b £ s e nimduf i c e

proba 1V, l a care ambi. par ametr.i (masa to
faptul ui'dsat edrxtcrt a@t "n Hase cicluri. Ma s a
extraCldi substatell or sol ubil e " nfaktomlai etmalriic ~de p8

extracld per ciclu de 60 de minute.

Pentru a demonstra gradula "aoaampuHie oef ic
macerare fratllonat £t cu agi tare cu d,sa aeféeclat geenminacen c |
cantitativi alotHit glolbfi unie nfolladtveo neoxildirate.c t el e s u

Con’hhutul total al flavonoidelor di n extractel@Heudeabedi ha
timpul unui ciclu de extrac’te

Concentrdd flavonoiddor n  p r o b e | -a calgutabcu ajutoauk cerbei de calibrare
stabilite T“ltcu smldHead emfebnicadepm éipar are este desc
33.Cur ba de cal i brar e antenvautconzentierio,004-0,006 mgiml r e a
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Gradul de absorbat -agititpeste 40de minutea o | u n g i mzZnmdCeridutul wtal d e
de flavonoide a fost calculat prin intermediul éttiade egresie a curbei de calibrage= 23,429
+ 0,0013, R = 0,9992.Rezultatele suntncluse” n

ptabelal &2i¥t at £ ~ n

t a hle ibrustatistiBa. desigrt i v £

rezultatebr este

Tabelul 311. ConHnut ul comparativ al totalului de
Hypericiflores" n fHenade ordinea cicl®l ui Hi ti
. . Timpul de extrac’lé a unui ciclu, min
Nr dloeft'rg'(‘;';'“' de Probali 60 | Proball i 45 | Proballl i 30| Proba IVi 15
Totalul de flavonoide, mge c hi val ent r ut o Me; ORI
I 32,44, 2,08 32,45; 1,98 30,02; 1,28 25,63; 3,64
Il 13,29; 0,51 11,53; 0,89 12,58; 0,49 9,27; 0,84
11 5,76; 0,24 4,13; 0,23 3,15; 0,46 5,17; 0,09
v 2,47, 0,24 3,15; 0,22 2,10; 0,12 3,20; 0,20
V 1,16; 0,09 1,16; 0,06 1,67;0,18 2,57; 0,09
Suma medianeloy 55,35 52,42 49,52 45,84
mg/g

Prin acest studiv-aud ovedi t

ur mkt oar el e:

fl

avonoi d

Hyperici floresprin metoda de macerare ffhico n a t L re,cwduratg de texdrag perciclu de

60 de minute. Practic, au fost optimizate unele cétdb extragere (concentia deextragent,

numbtr ul "Hlie kixtdwawrcllep pecomptiHaCcedeschi meaai e .
demonstrat apt ul c¢ct masa extiHactp®Indr | adea Ica ngriam
"n toate 4 probe; ri edsep escet i mi, c Hoorteaal zutl, ddee fllI
extraCld.Val oar ea mioutdlundtal de polifenolifMediana=55,38g/ g) an u
cinci extraciia fost la proba I.

ConHnutul total de polifen’@daor dliimeeax tHi a dte
unui ciclu de extrac'le

Cn acest €ebBmpetriulmetnat @alonde polifenoli ~n
tehnica deapitolul3 s ¢cunm asmwbmiiel @aj des tdamal i Satl ua
cott dustaipkatt "n baloane cotate de 25-aml

exprimat ' n
substari#l i

e ccha lviad e (nsragcAlceuld euididiiarlil aurbei de calibrare a
(acid gaHausohHa t phad barteegd-tni ta
stoc (Img/ml) din care-au efectuat diliH i cohcentrdi0,001-0,006 mg/mlAbsorbaridf i e c £ r e
soluHs-a cititl a d £31, 138].Rezultels-auéalzubart m “ [n
de regresiey =88,486x + 0,0211, R= 0,9990.

cer cet ti2iacestemuenptr dviedianbHibbaterea n t
inter anamtislul st @atr i st i

standard

l ungi mea eia z a

Rezul tatele

ca descriptivt a rezul
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“n extracthHypeeciflaresscat Bledde or di nea ci
prezentat®8 "  n tabelul A
Tabelul 312.ConHnut ul total de pol i fHypedciflores” n
de ordinea Hi i mpul per
Timpul de extrac’'lé a unui ciclu, min
Nr d/o al ciclului Probali 60 | Proballi 45 | Proballl i 30 | Proba IVi 15
de extraClé Totalul de polifenoli, mg-echivalentacidu | ui ¢l or ogeni
Me; IQR
I 57,16; 2,21 57,40; 2,44 56,77; 1,22 54,08; 7,75
Il 22,29;1,18 19,51; 0,45 24,62; 0,47 19,69; 1,34
1 11,29; 0,32 7,96; 0,35 6,69; 0,53 10,81; 0,15
v 5,43; 0,52 6,69; 0,45 4,79; 0,40 6,94, 0,25
\% 3,87;0,12 3,21;0,94 3,75; 0,01 5,51; 0,25
Totalul, mg/g 100,04 94,77 96,62 97,03

Totalul polifenolic sumativ & dovedit a fi maximNlediana = 100,04; IQR = 0,12) n

produsul extracticutimpul de extrade per ciclu d&0 de minute.

Anal i

Anal i

Z a

Z a

c a d¢ramategtafie\pd_strai sulble a

c al

itati vt a

CSS[104, 14Q]. Soldie deanalizat & extractelor uscates u

Au fost analizate probele u o
dur at t

cifrele 1, 2, 3,4, 5
(7),

7gl ucozi dt

per
Au

(13),

hi per i cfig.8321). ( 18)

Fig.321.Cr omat ogr amel e

Cn

intensitatea culorii spoturilor substehl o r

ur ma

e x ami

dur at t
c ifig. BaiB § e
ut i ubstarehde eeferiiitf rmuttt cozairdetl e( 6s) ,
| ut ewrcitrozida(9)(c&icitrozida@ @), cvercetol (11), apigan L

f ost

compuHil or
produsel o+efectdtpria c t i
ptit ‘recgnicentradde2 mg/ml.

pleede 60cde mihutefi. B21LAg x tHi a « u

Ob6dmneatei ¢l uril or

‘ pne

chi mi

96

-»
0121415
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cicludeextratHe, ce deniduubtmagdesghuec ompuHi | or chi mic
Prin intermediul CSS,; n e xt r act elypearici loessa tlising drei olasele

c omp u Hi: flavdbnozohe t e , hi per i ci rCalbaea spoturilar,ovalazile RE f e |
substarelor de referitd 'Hi ale compuHiIHofnckexxmiract elde
prezentate3 n tabelul 3.1
Tabelul3.13.As pect ul sRpa t wo mp abiimici identifica™™
Culoarea Rf.cm
Substarikle de referind : durata de extrac’lé | durata de extrac’lé
spoturilor ) .
60 de minute 15 minute
Rutozida(SigmaAldrich) portocalie 0,202 0,21
Hiperozida(SigmaAldrich) portocalie 0,404 0,42
Luteolina(SigmaAldrich) gal bs 0,94 0,94
|zocvercitrozida(SigmaAldrich) portocalie 0,45 0,46
Cvercitrozida(EDQM) portocalie 0,61 0,62
Cvercetolul(SigmaAldrich) portocalie 0,96 0,95
Apigenina(SigmaAldrich) verzuie 0,97 0,96
Apigenina7-O-b-D-glucozida .
(SigmaAldrich) verzuie 0,52 0,52
AmentoflavongSigmaAldrich) verzuie 0,95 0,944
13,118-biapigenina(SigmaAldrich) verzuie 0,947 0,95
Acidul clorogeniqSigmaAldrich) al bas 0,38 0,38
Acidul cafeic(SigmaAldrich) al basg 0,94 0,94
Hipericina(SigmaAldrich) r o Hi 0,78 0,78
Utilizond met oda s p e c tcapitoful@.B,a fost dorat totdlu) de d e <

f 1 av on @dhidagenty rutozidgi ~ n  pr o d ukygelice hebhadHddgperiailflaes
“naint eHe e Hie x ¢ ugab poddpidealzomlretdicd e 8 0 %, c u "Hered ur ¢
perfraCHune d@n 1luroma .-aeonstatettitcrH oicorisutel flavonoiddor ~ RV
Hypericifloresd e | a 5, 91 % MHenaip®ne da OMHBIY 8 &MypéridB W L
herbacoriidutul total de flavonoide-aredude | a 4, 91 % p©nt | a 0, 2
Astfel, sau stabilit unii parametri optinpentruob’lderea extractului uscat din flori de
sunttoar e, ut i | i z ©niHlo nnaettto dcau daeg i nhkawleetitia 8G%#x tfrra
timpul de extraddi 5 or e ; nfradhdbii 6,k i chp u | d eercielx it 60 mioutdj e

raportul dintre produdu veget al Hi solvent 1:20.

35 Validarea metodei de dozare a fl avonc
A fost validatt met & de dszpre a totaldui de tflavonade,r i
preluatt din |teeiHat ajastebbpbozplroatcadtur ac
flori FHaerighe deH. pérforatum Autorii (Kurchin, 2008) au optimizat metoda
f ar macopei cprodusudui vagetdiiypiercibherba[133)].
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Tehnicade lucrvAu fostpr e g L t | teanalzat dirbegtlactele uscatel n f | or i
p £Haeriene n ¢ o Teclmginl cualcool etilic de 70% (st de analizat A). Tehnicile de
prepararea sollildi de analizat (soltd de analizat B)asoluligi de referiftdH i soldlgi standard
de r ud wreti dd esalcapitold 23[133h S-a construit curba de calibrare a rutozidei cu
ur mt becadke adreptei de regresie Y = 23,8570,0017, R= 0,9998. Concentiid (mg/g
mast uscatf) avomnal dleyi ~ e exalrcawltaetl &{§183p487,aft cer,

141, 142, 14B
=
F - n care: (3.7)

Ci conrlHutul total de flavonoide, mgchivalent rutozidég extract uscat;

XTconcentraHa de rutozidt, determinatt din curba
V 1 volumul extractului, ml;

m1 masa extractului uscat, g.

Liniaritate. Liniaritatea unui procedeu@en al i zt constt "~ n capac
interiorul unui interval dat, la rezultate direct projdmale concentfédi substarei de analizat,
dintrun anumit eHantion. Altfel Sspus, i Nidn&a ns i
conentraH e i -un"damenmiu limitat{44, 145|.

S-a determinat absorbdtia3 e 'Ha nt i OHa n ep rdeegisha Uscate Hypenci
herbacu concentrddi de 1, 2, 3, 4,ad®&, u6 dHil4g 148 hgfbein[ |
trasatec ©treei tcur be de et al onar e Tldahaizate(fig.1382 tabelul e i
A3. 1), i ar wvalorile 7~ nregi s wutilizotd enetaacelomaisnici s u [
p £t r aHneS-sedecbdd regresieliniarey = 0,10783 + 0,0029; coeficientul de cofida (rxy)
0,9997; coeficientul de regresi€R?) 0,9995 {abelul A3.2).Met oda este consid
R2nu este mai mic de 0,984, 148].

1-

0,8 -

0,6

¢ ,nm

0,4 -

0,2

0 T T T 1
0 Con@entraddi a ex6tr act &

Fig. 322. Dependeriblabsorban’ei de concentrak extractului uscat ob'Hut din
Hyperici herba
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Din extractul uscadef | or i , a f Ok stoc, puroecgntentia tdd 10 sng/rhl u
(solventul utilizat solu'td hidraalcoo | | ¢ & s-an &), 7 ml, 0,8 ml, 0,9 ml, 1 ml, 1,1 ml, 1,2

ml, 1,-&umi ntialosdea st ahe de 10 ml , ul takooletdic s u
de 70% Au fost preparate sold cu concentrdd de 0,028; 0,032; 0,036;0210; 0,044,0,048;
0,060 mg/ml;s-a determinat absorbdh soluidor la 412 n m. Cerxuwetftastl eef e
triplicat, fiind trasate trei curbe de etalonare alecelore i d et e 23nEcudidrregresieif i g -
liniare afostcalculatp r i n met oda cel or mai mi c i pLtrate
0,2
0,15
E
< 0,1
0,05
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08
ConcentraHi a extractul u

Fig. 323. Dependerblabsorban’ei de concentrald extractului uscat ol'tut

din Hyperici flores

EcuaHa r egresi ei l ini are pentru dozaryea t ¢
2,806x + 0,068, R?= 0,9969(tabelul A3.4).

Precizia Sc o p u | proceduri.i a fost demonstrar
metodeipentrua ¢ e e a Hi probt genereazt rezultate si.
cadr ul acel eeacxi sesiuni experi ment alode. P

Repetabilitat§145]. Repetabilitatea f ost det er mi nat tidpextractusdab z a
d i n "Hepakriene cu concenttha 5 mg/ ml Hi did Img/mll' or iace e a o
acel ea™i" ncarmdif or mi tvatl ¢ daoi Lpreerfiootlaad £t scurt L
acel aHi set de reacti vi 'HiValoarea medier at totaduiuipoe r e
flavonoide, “"n ambele extracte, abaterea st
oblHutea f ost c al c prbgamduiSBSS veasjuned 24 uls unt prezent
3.14. Corildutul totalal flavonoiddor din probele testate a fost calculat prin €kide regresie a
curbeid e et al onar ey=22851%r00017, &+ 079998)Candild de admisibilitate
prevede faptulficktconsned erddtatp bradrpd® thl. atélev + |
rel evat e 4an attmemreeMnadide UScatdanalizatea c e a s ttHhe cao nfdast a

ce indickt precizia metodeil
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Tabelul 3.14. Evaluarea r e p e’ anbetodeisgedtrofotometrice UV-VIS de dozarea

totalului de f | av on oHypesici hembaHHypericidlaces el e u's
Extract uscat din Hyperici herba(5 mg/ml) Extract uscat din Hyperici flores(1 mg/ml)
Abs, nm mg/ g n Abs, nm mg/ g n
uscat uscat

0,553 35,416 0,111 49,767

0,558 35,660 Media 35,025 0,109 48,884 Media 49,914

0,538 34,385 SD0,64Q 0,113 50,650 SDO0,72%

0,540 34,513 RSD 1,83% 0,113 50,650 RSD 1,44%

0,539 34,449 0,112 50,209

0,559 35,724 0,110 49,326

Pentrustabilirea preciziemetodei validatea f o st determinatt THi
(reproducti bi)llbl]. Sotueli i hhedemeddant e déhbeeerd r a
(5 mg/ ml ) ig/ml)du fost ahalizatd € ¢ Lt r e doi Claboratoe, tat t o r
“n zil pediferftecare diset E@d et e s5.Malorldstafiskce t u C
determinate prin intermediprogramuluiSPSSversiunea24 unt pr ez entbHie “'nn
tabelul A35.

Tabelul 3.15. Evaluarea preciziei intermediare a metodespectrofotometrice U\-VIS de

dozare a totalului de flavonoide n e xt r a c t é&lyperici hesbahbHypericidloras

Cercet tt o Extractul uscat din Extractul uscat din
Hyperici herba  (5mg/ml) Hyperici flores(1 mg/ml)
Ziua | Zivaall-a Ziua | Zivaall-a
Parametrii C, mg/ig C, mg/ig C, mgig C, mglg
statistici | extract uscat extract uscat | extract uscat | extract uscat
36,297 35,087 51,092 49,767
35,851 35,150 50,209 50,209
Analiticul 1 35,660 36,106 50,650 50,650
35,787 35,341 50,209 51,092
35,723 36,297 51,092 50,650
35,914 35,194 51,092 50,209
M, mg/g extract 35,872 35,529 50,724 50,429
uscat
SD 0,226 0,530 0,434 0,463
RSD, % 0,630 1,419 0,855 0,918
P 0,229 0,277
35,023 35,372 49,326 50,209
34,513 35,341 49,326 49,326
Analiticul |1 35,533 34,813 50,209 50,650
34,768 34,895 50,209 49,326
35,277 35,150 49,767 49,767
34,895 35,023 49,767 49,767
M, mg/g extract 35,001 35,099 49,767 49,840
uscat
SD 0,364 0,230 0,394 0,516
RSD, % 1,039 0,655 0,791 1,035
P 0,520 0,867
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Con'utul totalal flavonoiddor = probele testate a fost calculat prin éude regresie a
graficul ui de et al onar &algile RIDratestate la probelé ahalizaie n d
nu deptHesc 2%3%vpapoOnid®Wd@i hd ,alceaB8ta rezultt
determimr e cantitati vt a tot al ul uhutediedifdrile 8Wden o i
sunttoare Bcopepteciziie da@a rcepdoducReiulaiele i t a
obHnut e nu di f er Lt vabilealt(tabslul 8.15)sustman mar flecdenwdlul de ,
semnificdld p<0,05ce denott reproductibilitatea met o

ExactitateaEx act i t atea met odei a tétadukiitde flsvioreoidel | i 1
“n r ecal cusoliiHeanatizate de exiragdtiuscat diypericiflorespr i n adtugar
c a n"Hde substaid st a b2 HB.dS-aplr e gséldidicu 3 nivek de concentrd prin
adtugar ea [llddealn arli zdeet s(oll umg/ ml ) a c ®stec (0B, 8
mg/ml) a rutozidei (substéstandard)ce corespunde la 80%, 100 120% didn cc
infHal £ a r u fldestod[184 155, 156). Alsfod sut ef ect uat e pentaut e
fiecareconcentrdHe . Cr i t e r iiHeste pracentulemedidadndamentultde recuperare
Val oarea medie a acestui indicator trebuie
rezul tatul ui smpedcitu o fro tnoentect dreilcee %ifldl]. Concertrddi e S
substaiell or active din probel e de eubadettaldnaré e a
rutozidei, iarandamentul de e gdadoist stabilit prin intermediul formulei de calcu63.

Randament ul dea rdeegtbtesrimien aRi8[ld@)p ts f or mul a

2:%* fr 7o , unde (38)

Cexp1 valorile experimentale, mg/ml;
Creori valorile teoretice, mg/ml.

Rezul tatel e pr oc e dilimetodei spextrofmtonzetride lda determiare e X
a totalului de flavonoide, din extractul uscatidbt din flori deH. perforatumsuntprezemn at e
tabelul 3.5.

Tabelul 3.16. Determinarea exactitt. "Hihetodei spectrofotometrice UVVIS de dozare a

totalului de f 1l avon édlyperieifores extr act ul
Concentra’'ta Cantitatea de
totalului de substarid Concen Concen | Randamen Prelucrarea
fl avono standard tra"la tra"la -tul de ;
n statil st
solu'k adtuga|teorecal cu regts
. rezultatelor
anal iz mg/ml mg/ml mg/ml %
mg/ml
0,0055 0,016 0,0215 0,0212 98,60 R,% =100,42
0,0055 0,016 0,0215 0,0214 99,53 "Y=2,3690
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0,0055 0,016 0,0215 | 0,0220 102,32 S=1,5391

om =1, 1
0,0055 0,020 0,0255 0,0250 98,04 CV,%=1,5327
0,0055 0,020 0,0255 0,0260 101,96
0,0055 0,020 0,0255 0,0254 99,61
0,0055 0,024 0,0295 0,0297 100,68
0,0055 0,024 0,0295 0,0300 101,69
0,0055 0,024 0,0295 0,0301 101,35

Concentrdd probelorde exactitate -a determinat cu ajutorul graficului de etalonare
rutozicei. Soluld stoc asubstéBist andar d a fost pregttitt pri
" n 5dkcoohetilicde 70%, apoi prindiliii au f o s tie derapatjzhttale tutezides,o |
“n coiHéenter ®, 02, 0, 036CNn6z0H4t A u-Huatestrindiod & £ mi
e X a Gttmetodei validate v al oarea medi e a (108 42eHalimgande ul u
r eg k(38j041@2,32%, abaterea standard (Ith8%h.at i v a r ¢

Met oda spectr-vif®9tdaeanedazarke Uav t ot al ul ui d
din Hyperici herbaHi  Hyperici flores( val i datt "~ n conformitat
liniaritate, precizie (repetabilitate; e pr oduct i bi |)] exacttadeac op er ime d |

condiHi | e necesar e Hi poate fi folositkt “n sc

3.6. Standardizarea extractelor uscate

Cercettrile au fost efectuate “"n cadrul
a USMF ANicdahaé HestamtcadElabbrardaamlad i @ttgr st w@in
controulmedi camentel or din c¢adr uldnGPpMrustahdartiZZndsE A
extractelor uscate diHyperici flores'H Hyperici herbaau fost selecttl ur mkt or i i p
standardizare: descriere, identificare, dozare, piegtet@ s car e Hi stabilita

Descriere Descrierea extractelor uscate din floHyperici perforati flores extractum
siccum)  'Hi “Hddriene Kyperici perforati herba exactum siccurfy obbidute prin metoda de
macerare frdél o n aubdapitdlul3.5) sa realizat conform prevederil&iarmacopeeEuropere,
ed. 9.0, mo n o0 g rExtfacteadin fFar mac o peieedt aRKeant€in L d i n
Farmacopeea de Stat a Fed@ea Ruse ed.aXIV -a

Extracul uscat din florir e p r eopulbere brurpur pur i e, hi grosco|
bal samic, pltcut 'Hi c uluusnc agtu'ietierrendpadru, | baesrt er i bnr
hi groscopict, cpl twonutmiHiosc w &id.id2dgmi sct, astring
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Fig. 324. Extracteleuscaedin flori (A) d’Hin "Hpekiane @)
Identificare. Parametrul de calitatet dent i fi carea compuHil or

deH. perforatum- a fost cercetat prin intermediulrédd | or cal i tati ve Hi &
fiind espbraptéeolele 3.2 'Hi 3.3

Dozare Metoda de dozarspectrofoome t r itcott ad ul ui de fl avon
supuse experimentul ui é&.sCoréddutd precentual slttotalului des u b
flavonoider ec al cul atsa ‘eh e bacafarmuleddn

Pierderea prin uscareTestulPierdere” n  mpansuscaresa ef ect uat "~ n e
met oda dé&R ed aXak capitalul al IX-lea C.15. Rezultatele experimentului sunt
prezentate7 "n tabelul 3.1

Tabelul 3.17. Pierderea prin uscare a extractelor uscate €lH. perforatum

Denumirea probe Pierdereaprin uscare, % MR 'S D
analizate Probal| Proba2 | Proba3 | Proba 4
EX”aCt?I'O‘r’iscat din | 355 3,56 3,53 3,83 3, 62K0
Extractul uscat din -
0 tlaeriene 3,90 3,68 3,61 3,54 3, 68NO0
Datele experimentale dintabele | ev i f apt ul C ta expractelor dissatee a

nu de B’ He Ht e
Determinarea metalelor greleCon'lHutul de metale grele (MG) extractele uscate d.

perforatuma f o st det er midean c € despécmbbcopieaatordiedin tadrul

Institutului de Chimie alAcademieide t ielaMo |l dovei |, u t spektiome®iai de me
absorble a8 o mi c t . CGe efecteat la specrofommetrul de ab3dre a t AAE3. c L
Prepararea probelari mp | i cat c alecx tnraargeear euas cnaetttal el or g

[157, 158, 159, 16Q].
Obw ner ea Cone twld@dpdelitan, cOnttrit ~ 0g pde aprad
de anali zat (c©ntiktritkt cu precizie), di str

creuzetul cu exXtar aoctt esnep e rledtSuArgt e tHitemp 1 0 1
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carbonizeazt prin cal ci natreemap eursactautrtt, den 6cOu0p
minute; se ofide un reziduu alc e n kairlk ur me Dd@Ltcicrabboai zar e
mineralizatecu acizi[157, 158, 160].

Extragerea metalelor . Qenredta ddinn ccileeusite ta
umezeHte cu cO©teva picttdeiadedapkodi st dl hu
cu o st iHslet "dhe td ezaesHt e pcOap Himp de 30fde reimute.eCildeitul | a |
creuzet ul ui-unbaondotatide 50md @iatrku N~ ftid t ru cu pori mi
CUHNGdi l uat. Creuzetul Hi filtrSuHaesspabmpl
pO©nt | a’iHatolbalonului€e nl ast t i nppntrdsedinenrta, ap@solvld se
foose Ht e pentru analizt. Cn acelaHi mod se pr
uscat.t Met oda se bazeazt’idimseectrgselactive a padidildin atbnsior b
el ementul ui deter mi nat Caphcivatea dedabsédy a0 \apodla r e a
atomici este direct propdto n a |l £ “ldiamucetement chimic din sistemul de atomizare
[151. Prin aceastt met odiMaa dfeo Nt ,"dnPtheextHinri aucatt €d
‘Hi pdiHaeriene ded. perforatumCoriHn ut u | de MG “"n probe se

39[157]:

ZA “A €
L %ZU,'n car e: (39
XiconcentrtHa depMGbananall i zatt, mln
VivolumulsoliHei de $enuHt, cm

AriconcentritHa de méHald € ncesfpd Wt mg/ dm
Aoi concentrtHa de met al “n p’oba de control, mg/ c
m1 masa extractului uscat, g;
K1 coeficientul de reducere a maseli, este egal cu

CorHnut ul de MG ~ n iHetprim macearaeclfrdédomsad &t e ,c uo a
PV Hyperici herbaHHyperici floress unt prezent8ate " n tabel ul 3

Tabelul 3.18. Concentra’td de metalegrelée n e xt r act H pedoratusic at e d

Nr Denumirea. Denumirea pargCenu|Cenuka i I
dlo robelor analizate unitatea de mitota "~ n "wddHC
P Ni Pb Cd % de 10%

1. Extract _u_scat din 5.88 <05 0.18 ] ]
Hyperici flores

2. Extract'u'scat din <20 <05 <0,09 43 ]
Hyperid herba

Cn ambel e exiHmadtee NigorPdbgntQda nu a deptck
(LMA)faH de nor mel e BaX\da £53t0€09.15(CdE ®g/kg,&ld 6 mg/kg)
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Hi FR ed.aX-a p. 420 (cel mult 4%).
St abi

extracteloruscate a fost determinag ”

r el

at

i vi

itatea

de

Hi

n ti

t .eStreebniulli

mp

pentru3 serii din fiecare extracp Lt st r at e

depz i t at e

sunttoar e,

fiecare 3 luniE n

indicelui de stabilitate a produselextractive

368d e

par ametr.i

Determinarea aspectuluggealizat’ n
d e c uidestestare3pc e i lowrdie)
temp28le ACu HLN2 A€ , a0 as est at

gust :a

FR, ed.aX-a

|l a o
Hi

zil

Cn

s

n

de

pe
pri mul

| oc

ferit

de

readde
BlacdelBravgt impEm ad aurr dai
n recipiente
nt.

| umi

E n"Hacaelerdtgés-a

e. Extraldtaebei aise atHe

tdhe ewalHa b itde rt naet
| +a2 5t Ne2mipCe, a alt au
De t & 4stmieted @t
di
Testarea
fHa r meorr mad reg ,d eEn earpred ia-afutr dau tk i
a nf i deec atr ees t6aall choileai an ide tdstaréedtarea e

efectuat

di n

calitate:[l6®WF.crier e,

conf or mi

prezentat e9Hin “tna BGalbwell uld. 13.

Tabelul 3.19. Parametri de calitate (descriere)ai extracteloruscatep L st r at e

s

tate

a

e Xt r ateetseri
mae culodre norasr i

il agrmadifisat @iloadea extractelor testate. Rezultatele experimentului sunt

pLor ii

dent

Cc WExtnaatadiv e d e

(

c

n ckindobi Hnui t e

Peri- Extractul uscat din H. flores Extractul uscat din H. herba

0ada ["geriaol | Seria02 | Seria03 Seria01 | Seria02 | Seria03
Data de X - - Data - - X

testare | Descrie | Descrie | Descrie Descriee | Descrie | Descrie-

(luni) re re re re re re
10.06.15 0 Corespun.|Corespun.| Corespun. | 12.06.15 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
10.09.15 3 Corespun.|Corespun.| Corespun. | 12.09.15 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
12.12.15 6 Corespun.|Corespun.| Corespun. | 12.12.15 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
14.03.16 9 Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.03.16 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
11.06.16 12 Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.06.16 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
11.12.16 18 |Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.12.16 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
12.06.17 24  |Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.06.17 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
12.12.17 30 |Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.12.17 | Corespun. | Corespun. |Corespun.
12.06.18 36  |Corespun.|Corespun.| Corespun. | 15.06.18 | Corespun. | Corespun. |Corespun.

Tabelul 3.20. Parametri de calitate (descriere)ai extracteloru s cat e pbLstr at

la temperatura de +40AC

Peri- Extractul uscat din H. flores Extractul uscat din H. herba
oada Seria 01 | Seria 02| Seria 03 Seria01| Seria02 | Seria 03

Data de . : . Data . :
testare Descriee | Descrie | Descrie- Descrie- Descriere Descrie-

(luni) re re re re re

10.06.15 0 Corespun. |Corespun.|Corespun.|12.06.15|Corespun.| Corespun. [Corespun.
02.07.15 3 Corespun. |Corespun.|Corespun.|04.07.15|Corespun.| Corespun. [Corespun.
25.07.15 3 Corespun. |Corespun.|Corespun.|27.07.15|Corespun.| Corespun. [Corespun.

105



17.08.15 9 Corespun. [Corespun. Corespun. 19.08.15 Corespun. [Corespun. Corespun.
09.09.15 12 Corespun. (Corespun. Corespun. 11.09.15 Corespun. [Corespun. Corespun.
25.10.15 18 Corespun. [Corespun. Corespun. 27.10.15 Corespun. [Corespun. Corespun.
10.12.15 24 Corespun. [Corespun. Corespun. 12.12.15 Corespun. [Corespun. Corespun.
25.01.16 30 Corespun. [Corespun. Corespun. 27.01.16 Corespun. [Corespun. Corespun.
04.04.16 36 Corespun. [Corespun. Corespun. 02.04.16 Corespun. [Corespun. Corespun.

Identificarea commpundifocacéda mcoimpuHil or
chimice (flavonoide, derivklde antracen, azifenolic)” n  pr o b eslteu dds wd ws e ( p
condiHi  nor ma Itimp del42 delleni)-s dfecteaspric r o mat ogr afie du p'tn s
tehnica Hasmacsheéa FEukPR 0 PadramdHiced®epubliciiBelarus “n
monografiaHyperici herba.

Afostr eal amatbtza <calitati™ikl epreéexpeCSiSmentm
subcapitolul3.5, aextractelor usdap t s t” rna tt e l@temperaturaidé40AC t i mp de
luni. Cn f i 2§ suntprezehtateromatogramele extractelascate dirHyperici flores(seria
01- Hf01, seria 02 Hf02, seria 03 Hf O 3Hypeitti herba(seria 01 HhO1, seria 02 Hh02,
sera03 Hh 0 3 ) 'Hele de teterétt rafozidal 1, cvercetoluli 2; hiperozida 3, luteolina
I 4, izogevercitrozidal 5, cvercitrozidal 6, acidul clorogeni¢ 7, acidul cafeid 8, hipericinai
9). Distaridlde migrare afoes de 9, 5 ¢ m. develofpabeplacaisa u € ¢ a hiu P &
l umi nt 3B6MIM( & =

Hf03 HhOI Hh02 HO3

Fig. 3.25. | denti ficarea compuHi | oHypeficefloresiHi c idi hn
Hyperici herba, p L s ttempetatira teat40AC, 42 de Lini
@ ur ma exanogramelarée Xt rca otmalt o r 42 lusi b eemmeratpra det r e
+ 4 0 AuCost identificte: rutozida(Rf = 0,77), hiperozida(Rf = 0,41) izocvercitrozida (Rf =
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0,47), acidul c lhpeiong(Bfri0,é7).( Rf = 0, 43) 'Hi
Dozarea totalului de flavonoiddrezultatele procedurii de dozare a totalului de flavonoide
“n  ext r dypdri@ heebaHHyperici floresp Lt st r at e “~ n "tHmoanaleps e r i
termen lung, latemperau r a deMHiEr 2582t emper at ur a di@belelet 0 AC
3.2L'Hi 23. 2
Tabelul3.21.ConHnut ul total de f | av o hypérid#oreSsHi e xt |
Hypericiherbapt st r at e | a t e mfCpetaanenlung de +25N.

Perioada de ConHnut ul de fl avomnaiode dte x
testare, luni Seria01 | Seria 02 | Seria 03
Extractul uscat din flori
0 14, 328N0 14, 369 N( 14, 370N0
3 14, 287N0 14, 205N( 14, 282N0
6 14, 246N0 14, 164N( 14, 246N0
9 14, 205N0 14, 122N( 14, 123N0
12 14, 122N0 14, 040 N( 14, 040N0
18 13, 956N0 13, 958N( 13, 999N0
24 13, 875N0 13, 917 N(¢( 13, 834N0
30 13,587N0 13, 875N( 13,587N0
36 13, 505N0 13, 669 N( 13, 546N0
42 12, 460N0 12, 393N( 12, 269N0
Extractul ‘Udbemgeaet din ptr
0 13,678N0 13, 637N( 13, 636N0
3 13, 595N0 13, 554 N¢( 13, 595N0
6 1355 3 N0, 1 13,44 NO, 1 13,513N0
9 13, 513N0 13, 513N( 13, 431N0O0
12 13, 472N0 13, 430KN(¢( 13, 389N0
18 13, 431N0 13, 389 N( 13, 307N0
24 13, 307N0 13, 348N( 13, 266 N0
30 13, 183N0 13, 266 N( 13, 181N0
36 13, 142N0 13, 139N(¢( 13, 098N0
42 11,911N 0, 1 8 11, 906 N( 11, 988N0

Tabelul 3.2.ConHnut ul total de f I av o hyperid#oreSHi e xt |
Hypericiherbgpt st rate | a t &mperatura de

Perioada de ConHnut ul de fl avonoi de, e X
testare, luni Seria01 | Seria02 | Seria03
Extractul uscat din flori

0 14, 585N( 14, 654N¢( 14, 669NO0
3 14,528N( 14, 627N( 14, 561N0
6 14,527N( 14, 569 N( 14, 486 N0
9 14, 501N( 14, 543N¢( 14. 419N0O0
12 14, 442N( 14, 483N( 144QN0, 07
18 144100, 14 14, 400N 14, 359N0
24 14, 277N( 14, 318N( 14, 277N0
30 14, 236N( 14, 154N¢( 14, 113N0O0
36 14, 154N(¢ 14, 113N¢( 14, 072N0
42 12, 466N( 12, 632N( 12, 130N0
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Perioada de ConHnut ul de fl avonoi de, e X
testare, luni Seria01 | Seria02 | Seria03
Extractul ledeaet din ptr

0 13, 840N( 13, 963N 13, 882N0

3 13, 799N( 13, 882 N( 13, 881NO0

6 13, 758N( 13, 840N( 13, 758N0

9 13,676N( 13, 717N( 13, 715N0

12 13,594N( 13, 635N( 13,93 N0, 2 1

18 13,553N( 13, 511N¢( 1341 1 NO, O

24 13, 470N(¢ 13, 429N¢( 13, 338N0

30 13, 429N( 13, 346 N( 13, 305N0

36 13, 346N( 13, 304N¢( 13, 264N0

42 12, 110N(¢( 12, 193N 12, 028N0

Datelec upr i nseenmtttalf @alpe ul ct t e Hypexicipedtforatl e v
herba extractum sicon’'H i p leyperiai perforati flores extractum siccuraste de 36 de luni
conformFS ed.aXlIV-a, 1.1.0009.18, comutul totalului de flavonoid€ n aceas,nk pe
as ¢ tsul5%.

Indici numerici pentru extractele uscate

Cominutul de fierDet er mi nar ea | i mi t ei TldutedihHygerici =~ n
herba 'H iHyperici floresa f o st efectuatt, prin inter med
ExtractaH i | X FRoedla3xa(&ontrolul limiteidefer)y Cn ext r ac fidatllée a n ¢
fier nu a deptHi4d%. | imita cel mult de 0,0

Ce n u Kk a. Cereetar@dndicilor numerit Cenu Ga'HCehaka insolub
HCI10%a f ost r eMyperiadherbaHypereifldresdii pentr u e xXHuteact e

ale lor. Cercetareaafostefacat £ con#loom <teirpuwl at e Cemurdan ¢ @

dnFar macopeeed .Bell,or2u0sok6 Hi ~n md8edaxX\a-§ 20a8. 1. 2
Pentru studiu,au | uat c©te 2 g de extract us caut 'H
efectuat n 2 repettri. Hmrdémeéax ac e rudHdudccrreissd’ tan “iobemr

determinare a metalelgrele (subcapitolul 8) [159, 160].
CorHnut ul dek c(ed)u kste tcoatfachuléil@&zt "n baza
O (@O z100O ," n car e: (3.10
mimasa cenuHii, g,;
m, T masa produsului vegetal/extractului uscat, g.

Cenuka insolubilt ~ nCeaxaiFthn wptibiccaldnarearpiolei d e
(temperatura de 60C) s e p u-onecretizet terptlan” N v ol unkides & 0dind o |
m| HClI de 10%. Creuzetuki sse acro@telrzZé&mptdeldp st
minute. Suspensiaddn ut £ s eh Grrteiceec dper a fnip lo tr roazei la caldcinarauf i n L
| ast .c emFiuHLr ul se spal t c UlHesep tedid nestre §eidemtifidk.  f i
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cu indicator universal). Filtrul cuzei d u u | i nsol ubi | “n HCI se |
calcineazt | aCemperta¢Hra de E0iOda) or 'Hi ap
CoifHnut ul procenthuiallt den caemiuddta li prstod dus e t e

Hi “n extr dlodrferdttens a s ¢ a t deuufbbewda3.11:

£ o 0Oz 0 ,"n care: (3.11)
mimasa cenuHid.i total e, g;

mimasa cenuHi.I insolubile “n HCI 10 %, g,

m, T masa probei de analizat, g

TestulCenuka insolubilt sa atedtoechor hndbibea
" RS edaXlV-as monografia 1.5.3.0005.15. RezW®BItat
Tabelul 3.23. CenuHa total t ‘Hi cenuka insolub

produs el e extractg estatede d. paforatum

. : . Cenuka insol
Denumirea probei analizate Cenuka % o clorhidric de 10%, %
Produsul vegetdl Hyperici herba 3,64 -

Produsul vegetdl Hyperici flores 11,34 0,95
Extractul uscat ditdyperici herba 11,56 -
Extractul uscat ditdyperici flores 8,23 -

3.7. Sinteza capitolului 3

SpeciaH. perforatums e c ar a c t eun coftgutmnzakim gerulei wdatil 0,26%
(produs us cH¢legank B.rietrapteranse coiide0,15% (produs uscat), respectiv
0,13% (produs uscat) ulei volatil, igk hirsutums e d e o0 s e e gorildat mmim idenulerr
volatil i 0,094% (produs uscat). ComfHmajori ai uleiul volatil separat din speciile analizate
sunt diferitd H. perforatumi b-cariofilen (12,175%)poxid dec ar i of i | en -pinén2 , 1 1
(8,574%);H. elegansi g-gurjunen (13,99%), aromadendren (13,99%), undecan (10,262%);
tetrapterumi dodecanall 9 , 2 7 do¥gjpinen (8,489%);H. hirsutum.i oxid de cariofilen
(10,435%), fitol (6,056%). Compondihcomuni ai uleiului volatil deH. perforatumH. elegans
H. tetrapterumk iH. hirsutums unt : nonanul , undecanul ,” ncad
concentradil diferite.

A fost ef axd mma rkta tainvddi chemiceaolenplor zolatile izolate din
Hypericiherba(p r o d us v e g euscajl carp a deraosstrat preZéidi © n "Hnarimab-i t L
cariofilenului,a-p i n e n udrmacrendd D. S@ determinat cOlin ut  ‘genrarha c rdeen [
ul ei ul vol ati |l din produs viegretuwll eipuloaw@ltdt

vecetal uscat. leiurile volatile cu cofHnNn u t “nal t de aceHti comp
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anti bacHe8d auensB. cdreusHE.coli[120, 121, 122].

S-astabilitgraduldeextrdde a ¢ o mp u 'Hi | Hyperict herbaprin metothded i n
repercolarecufréllonar ea pr o d u SHagale inicly retgreninaddu alcoal etilicide
diverse concentii(40-90%). A fost dedr mi n at £ "Hcao nocpetnit nmtaetidic cadare o o |
se extrag maxi mal compuHii chimici de natur
de polifenoli cu alcool etilic de 60%, totalul de flavonoide cu alcool etilic de 8Déstalul
derivaltbr de antraceii de70%.

SauobiHute xt r act e {Hsedeagq, féori, tiunze, tulpinirdel. perforatum prin
metoda de macerare ffelconat £t cu agitar e; iar plenarea me
produsul ui "Hegalpe wicu netérminatpat fost ddute extracte uscate din PV
Hyperici herba colectate din f | Hraa CsjpPdDrPtMa nWS MIFi
Testemigdn u 0 .

Identificarea substaelor tanante, flavonoidelor, acizilor fenolididerivalbr de antracen
“n extr act-aéfectatpinadadiHz atcal §t ati ve An@3$S zHI c@md
comparati vtk a WlemonextaacHyeleciehermbl Hypdri@ flosan
flavonoidelor:rutozidt, hiperozid, cvercitrozid., cvercetol,|3,118-biapigenir.

Determinar ea total ul ui ide sa rgalzétipfire metdda ;
spectrofotometrict. Pr i ‘ircantitativooadmp HHPILIC ahui miocs
flavonoidelor: rutozida, hiperozidayercitrozida cvercetou | Hi-bila3p,ilgleBni na ~ n
uscate ofidute din Hyperici herba’H iHyperici flores produsée vegetale colectate din flora
spontant Hd QfifMDRMI ec

Prin HPLC afost determinat cdhin u t u | 13, 1I8b&@pigeninden e xt r act el
comparati v cu'Hexateraetnel. e Daitrel gbtrhi bl i ograf i
ef ect e ananxiotltie > 76]s i v 'Hi

Rezultatele cercettrilor au st'Bacompii b @z a
fenol i ci LYHiextracteler nstaer ddiyperici herbaH Hyperici flores identificarea
compuHi | or f Blcaldative,pinmpt odardacCSS, dozar-ea
VIS a totalului de flavonoide.

@ vederea dlerii randamentului maxim de extragere a principiilor active din PV
Hypericifloresau f ost st a b’iHdpiinie de luiwr@leretodei de macetare fiee n a t L
cuagitare raportul dintre produsul velietrad péHt ate
durata de timp per extrd¢ (60 de minute).

A fost efectuattit validarea metodei spect
“n e xetuscate, odl ut e di n ‘Hdewene deHHperfordtunm Sapdavedit, prin
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determi naHea BkiacHirtatpreci ziei, ct metoda
determinarea cantitatiechl aul at & blauirude zi Ida
A fost efectuatti st and aH geiforatum(ldyperigpperfochts s e |
herba extractum siccunH iHyperici perforati flores extractum siccymprin examinarea
ur mildriodicidecalitated escr i erea extractel or, liddidunt i f
de alcool, cofidutului de metale grele, cGdutuluid e f i er 'Hi dozarea tot
S-a determinattermenul de valabilitate pentru extractele uscaté;lobut e ddim f |
p £HaerieneStudiileau fost realizatp e 8 &tiide fiecaree x t r act , ambal at e
sticlt 7~ nt un edepotitatdalobferidee “lrucnhiin®dd 'Wibi Hiondt e (
de 25N2AC, umiditatea relativit #@® AE€0NE®) r Hic
fosttestated u pt ur mbt or i i parametri de calitate:
au fost stabile pentru o perioadt de 36 de
S-au sabilit indicii numeric¢ pentru extractele difl. perforatum pierderea prin uscare
limita de fierHde metalegrele enuka totalt Hi cenuka insolu
Toate rezultatele dlute: optimizarea metodei de prepararexsractelor uscate prin
macerarefralilonat £ cu agitare;Hanaé¢iizdhectl itaan et
metodei specbfotometrice de dozare a totalului de flavonoide; determinarea termenului de
valabilitate a extractului uscat didyperici flores valorile indicior numeri¢, au stat la baza
el abor trii Proiectul ui de monogr Hdyperieperfomti ma c

flores extractum siccutfAnexa 6)
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4. CERCETIFRIRMACOLOGI CE ALE EXTRACTELOR
ALE ULEIULUI VOLATIL DIN H. PERFORATUM

4. 1. St u dHantioxidamte ai extractelor uscate, oiiute din Hyperici herba
'HHyperici flores

A fost determinatt act i poalfenaliceeaH nmuntte dikii rd
aeri ene 'HH.peddraumT ¢ © r a r €lgantexdante\a extradctelor uscate;ldbte

din produsele vegetale miénate, sa ef ect uat |l a Catedra de
f ar ma ¢ euusprijincltProiectului institidnal St udi ul biologic Oi f
medicinale cu a8 une anti oxidantt, anti i,n581a0mM83A0 ar
Ast fel , evidbhnixidaataa eat@adtelorsi ted e c t u a todeleda chptar@n d

radicalului organic DPPHH i de dec o lradicautuieAB®S"; @ af beh det e
capacitatea de chelarde*.

Determinarea activitt"H antioxidante prin reac’td cu radicalul DPPH (2,2-difenil -1-
picrilhidrazil )

Metoda DPPH (22lifenil--pi cr i | hi drazil) este 0 meto
utilizatt “Hl dresdampeuwkialbarl idhhi mi ci de aH "~ nd
lor de a dona hidrogenul. Molecula2aifenil-1-picrilhidrazie st e car acteri zat |
l i ber stabil “"n virtutea delocalizktrii el ec
nu di meri zBHaz£tn "EBdeDPPHteracH o n ecaun antioxidant RH) care
poate dona un atom de hidrogen, séHabe f or ma -Hedes t uDPB Rd 41l gal
[163.ReaHa i mpl i ct o schi mbare de&d.cul oare de |

ot o¥e

N
|
M =
G,N@,NO, + RH ~ o NO, R-
N0 NO;
2,2-difenil-1-picrilhidrazil ... 2,2-difenil-1-picrilhidrazin
Fig.41.ReatHa DPPHLradical ul ui l i 8 r cu un

Tehnica de lucru Solu'ld-stoc de DPPHSigmaAldrichya f ost pregtti t t
de DPPH nunbalon cotat de 100 ml, elcool etilicd e 96 % Hi a f ost pbkst
+4AC.

Pr egtt iWei dealucre & miwe soliig stoc de DPPH-a u t r a n-snfbalona t
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cotat deauw 0dimlu aHicuat©Oaol étilictle®®6% ot L
Pr egtt iwitoreda analipat S4a u p r e gife stoc {1 mg/ml) din extracte uscate
" ralcool etilicde 80%. Din sollid stoc aextractului ofdut din flori sau preparat mai multe
solucu concentrddi | e de: 20; 15; 1 0lds t70,c5 ;a 5e, x4t @&l c/t nul
aeriend cuconcentreHi | e de: 40; 30; 20; 15; 10, 7, 5;
Pr e g Lpgrabeloede analizat la 0,75 ml de extracte hidroetanolice, cu concéftra
di ferite, a Hetsan alditogDRPH(2EngH)lamesteala f ost agi
plas at | rctimprdé 30 deeminute. Apai f 0 s t Labsérisaiila larngimead e undt &
nm, folosind drept solid de referiitd a me s t e c udalcootdtilic de 26, % la cates-au
a dt wganmlsoliteéde analizat Pent r u p rdecgrird, 1,5 de sqidie DRPE a
fost amestecat dd, 75ml alcool etilicde 80%, folosind drept soli¢ de referifdalcool etilicde
96 %. Cn calitate de ant i ox(Acths @rganics,tDemmdrd) md &
intervalul de concenttidde 17 , 5 Og/ ml g b "Wiicunba defcalibrare: R0,9724;
y=8,326+8,155% [166, 167, 168, 169, 170Q].
Capacitatea de captare a r adumuladilui DPF
AO% = — F,"'A ‘iTAT:?I 81100, unde: 4.1)
Acont.T absorbatédsoltildi DPPHf £ r £ extr act ;

Aexir.1 absorbarbl extractului testat.

Determinarea activitt"H antioxidante prin reac"t cu radical-cationul ABTSA *

Metoda TEAC Trolox Equivalents Antioxidant Capadty s e bazeazt p
antioxidaritbr de a anihila radicalul cationic ABTSHi de a reduce, 222 f o
azinchis-(3-et i | b e n z6atid saltoroc). iRadicalul ABTS'este generat prin oxidarea
ABTS cu persul fat de 'ilgnare de astomii dekidrogen§3. Reducereh u s
ABTS**de ¢ t tdonatoul de hidrogenantioxidant,e st e ML pui at sc tddlar e a
l ungi mea de undt de 7 3Mcatiomradicadin(ABTS Yrde culoarea c e

al bavsetrrzktui e se transformbt ~ digédy[d7a sa neutr:
CHHh CEH-_,
NH,* N K2320s NH,* N
048 i 038
3 S>= ,“=< :©\NH; (potassium pemulfatel 3 3>= ,N=< J@\NHJ
N8 50y . @/ N 8 505
n* e
CaHg CzHy
ABTS ABTS+: Bluish-green

Fig. 4.2.Reacld de formarea cationr adi cal ul [A7l] ABTSA+
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Cn alitate de antioxidant standargoate fi utilizat Troloxul @-hidroxi-2,5,7,8
tetrametilchromai2-acid carboxilic)i anal ogul vi tami nRezultatele susto | u
exprimate prin capacitatea ant7/i,u/g.i dantt ech

Tehnica de lucru.S-a obidut soldid stoc de ABTS cu o concentilade 2 mM (0,011
de sare de ABTfAIfa AesarGmbH &KG)au f ost di zol vat & décnloate0 m
a | b averzuie.tSollld de persulfat de potasiu cu o concéldrde 70 MM afostobinut £ pr
dizolvarea a 0,0946 g #&S,0s(Merck)” B ml de apt pur i-CaiionubABES Ul
saobidut prinreadd al0 mlde solildst oc de AB T®Lml de parsilfpt deHiotasau
(70 mM). Pentru formarea radicaluluiamesteeaptasal a “~nt uneri c | a t e mg
de 16 ore. Cnaint e OdeoBlerf ietckt uan r fealcodbetilihdelDeRaetl to 1
p ©n t abkosbaiidde Q 7 0 0 NO, 0 2 0 . Sbldld de kictu3-4 preparat din 1 ml solé
de ABTS' *H | 24 ml . Anestecud de reéld a conldd 0 , 3 ml de extrac
2,7 ml de solild ABTS" *Read de reducere a decurs la temperatura camerei, tirGprdeute,
iar procentul de inhibié s-a calculad u p £t & 42 mu |
% Inhibi "t¢ = [(Abso1 Abst )/Abso] * 100 unde: 4.2
AbsoT absorbarisoluldi ABTS
Abs 1 absorbariiprobeloranalizate

Concomitent, sa pr e gidstoctasubstdis t andar d Tr @lddex25” n
mM (0,062 gsau di z ol v a talcoolretilid, @in caré audost preparate saijucu
concentrd diferite (2,53 0 OM) piiemed qunbei de ketalonare. Valoarea coeficientului
TEAC a fost exprigi matotbt” deOMnTarl dlzax . Rezul t
Trolox echivalent MTE/g) 'Hi au fuotsitl iczaG@ncdu lcautreb a d3e0 eQ Myl
R2=0,9600 y=3,0133x+12,112)f{g. 4.3) [173].

120 -
¥ =3,0133x = 12,112
100 R*= 0,96

80 -

60 -
40 -

Decolorare, %o

20 -+

0 = T T T ]

0 10 20 30 40
C.uM

Fig. 4.3. Curba de etalonare pentruTrolox la decolorareacation-radicalului ABTSA+

Toate mbsurttorile au fost efectmat @b élnu
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prinMe'Hi  (taReRil A4.1, tabelul A4.2Activitateaantioxidant.a fostexprimdt™ n ec hi v a
Troloxe gnl. ValorileobH n u t e ochgaaitate de inhibare a radicalului liber DRRH-Hambele
extracte ca fiind una bunt, dar totuki tmai
con'ldutului sporit de flavonoide comparativ cue x t r a c t ‘iHderiedei (tabelydta)r Prin
aplicarea testului neparametiguskal-Wallis H s-a determinat valoarea p<0,05,€ee mni f i C
exise n difarerikl statistie semnificativé nt r e acti vitatea antdaoxi
DPPH a extract el Oeidewmeferdd i(zTartéel 2810)df a2 6 ®1HOS00 I )N
Tabelul41.Act i vi tatea anti oxi dakypekici herbatiyperiaic t e |
floresdet er mi nat tele@PPH i mfeB ToS
DPPH, IC500g/ n ABTS, ¢ M Totalul de flavonoide mg

Probe de analizat Me (IQR) mast Uys Ru/g extract uscat,
Me (IQR) Me (IQR)
Extract uscat din
Hyperici herba 22,15 (1,11) 23,12 (5,87) 37,74 (1,95)
Extract uscat din 13,08 (1,130 28,80 (0,16) 66,49 (2,68)

Hyperici flores
Trolox 4,18 (1,810) - -
N o t rhg RU/g extract uscdtt ot al ul de f | avonoiedtel rutnzdei/g e X p

extract uscat
Testul ABTS a demonstrdta pt u | ct extractul pol i fenc

ant i ox il ma mdrecompardiv c u e x t r a tHaenidne (thbell 4.p)Eonform

testului neparametri8pearmang= 0, 787), a fosHededmobpesttatht
extractelor uscate de a reducere catamticalul ABTS *Hi c o '’ de flatonoale Testul
ABTS a demonstrat faptul c¢ct extractul wuscat

ma i puternict (p HeO¢c006 8 t'Hemeriecne.th domppta

Capacitatead e chel ar e a i oextrdcteleuscdte f i er de c &L

Fierul reprezilat Un dEemkatea&smai mu | t
Tot uHi , "Hh € e ipiHoontekwsdtelc u uHuricmept b, deatironi, Hi
convertindus e -0 fartkrf er oast, cu un gr a,d ’die forsioftl eurbiiclti
i nsol ubn @rd impobdant | t r ansfer ul de el ectroni F
Hi “n sinteza adenozinei trifosfat Hi a ac

cataliza formarea oxigenuluiaetiv prin readredox. Readile FentonH Haba-Weissale HO»
cuFé'genereazt radadarcaliindidrotxidswcl oxidativ
l'i pidel or, pr-dui. Ba meddnat faptultit aa cled¢ int asociablilor
inflamatoare, degeneratitei careerului174].

Metoda se bazeenrntbl pr f édakatiddtetoiavegetple. Eezorima
poate forma cant i'tRezand extaduiipJvegetatee r ceuy fortharda L
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complexului, ce induce diminuarea culguiirpuri aacestuia. M sur ar ea gr adul ul
cul orii per mi t'ldde ehelare anmmetakilai cuaagutorul \chelatdrilor exidten ~ n
extractele vegetale 75)].

TehnicadelucruCapacitatea de c¢chéd aaempaukfiileorrul c
extracteleuscateobHn ut e "Hd iare rp tern e H perfochium fal droistda et e |
met oda des Oinis Batal{B894)c ut me ci 79%.j0,05sntl dersalliie FeCh 2
mM (Alfa Aesar GmbH & KGlsauadaugat | aHé&éOpredbdbbide( F@adfosy / ml
infHat £ fpugar eaad a 2ZHD &d (Aesrs Brgahiod, Austrjade 5 mM.
Amesteculsa agi t aa bisnat Hin sr eptemperatudaecamer@bsonbarielu t e
solu'i¢i s-a determinat la 562 nm. Procentul de infile  al ¢ o mp | -EeX walcaldulatf e r

“n bazad4dF or mul ei
p &1 i i "W-—_—""+100,unde: (4.3)

Ao absorbafd soltigi de control;
As i absorbaf#d soltior din extractele analizate/substaistandard.

Cn cal it aHes da-a diiirdatBDTA (MiMedia Laboratories Pvt, Ltd.un
agentchelator caree a p t ierdi métalici. Rezultatée studiului sunte x p r i nMetHe | QR
(n=9). Acesteaau fost evaluatprins t at i st i c(wmbeldl &4.3)H iesplt neparametric
Kruskal-Wallis H. Diferenele au fostconsideratestatisticsemnificative(p =0,000009.

Acest studiu a demonstrat o capacitate de chelare a fig#)gientruambele extractde
sunttadiaduema mai r e d’ld sHEDTA(D33%; IQR h a8 aExtractuluscatdin
flori a fost atestatu o valoaremai mare(4598%; IQR 2,98 p = 0,000004" n c Oolhquar a
extractuld i n"Haertemeg(35,63%; IQR 3,90 p = 7,9869E9).

4.2. Testarea adidinii antiinflamatoare in vivo

Extractde uscate a fostob'lHute dinHyperici herbak Hyperici flores colectate din flora
s p o n t cdlactd C PDPM prin intermediul metodei de meyarefralHo nat £ ,caressa g i t
audizolvat "n ser fi"xi dloedi dedd 0®, 90,/ k g.

Det er mi n a rierantipflaroaparaleeptobelor supuse studiulai f ost ef e
“n LabogHRcaafoirzuilo!l o gi e odnmadrulUniversit Hale $tandin Moldova.
Investigalle preclinice H itoxico-farmacologice au fost aprobate €2o mi t et ul de
Cercettbtrii, USNHEnNAN, -vgbhlae2dire2d.032018d. A4.1).

Experimentelgcare au vizat activitatea antiinflamatoare a extractetoated i n  f | or
p E£Haeriene déd. perforatumau fost efectuatmvivope 35 de Hobol ani al

Cu masa cup¢erlbOng Reatiant ir ef llarmat ori e acutt (ed

116



admini strarea intraplantart, “n | abaldpdest e
histamint 1&, 30 ndeodusntutle, dupt administr
analizat e, a ser ulswib s fide mfigdsll o (§# ad didadenad deSsétliu K i
de50 mg/kg) {ig. 4.4).

Fig. 4.4. Administrarea solulor de diclofenac de sodiu (A), extract polifenolic (B),
hi staminkt (C)
Animalele au fost distribuita ¢ © tnéotarb[176, 177, 178179]:

. lotul-martori administraeaintraplanta £t a c©te 0,1 ml ser fizi ol

. lotul de control introduwcereantraperitonedl a 1c @tl e ser f i z intaplantgki ca d ¢

c ©0,lemlsoliHe hi stamint de 1 %,;

. lotul de referifdi introducereaintraperitonedla  c1@nril sollild diclofenac de sodif0 mg/kg

Hi i ntir aapOdamitdcdaldh i st ami nt de 1 %;

. lotul experimentail introducereantraperitonedla c1@ni seluild extract uscat (100 mg/ml) din

Hypericiherba(f | or a spont amtad OdMltsalliHe r aipd aaamiamt de

. lotul experimentail introducereantraperitonedla c1@ni selu'ld extract uscat (100 mg/ml) din

Hypericiflores( f | or a spont &ni)0d®itsadiHet hapgltami akt de

. lotul experimentail introducereantraperitonedla c1@ni seluld extract uscat (100 mg/ml) din

Hyperici herba(coleéHa CR CP M) Hi ai (xdt@itsapHea rtiasrt ami nt  de

. lotul experimentail introducereantraperitonedla c1@ni selu'ld extract uscat (100 mg/ml) din

Hyperici flores(coleéH a POPAM)  'Hii itn tar @dp@itsddHea rhi st ami nkt de
Extinderea edemul ui a fost determinatt p

prin diferentl de greutate “~ntre membfgaedabentstumiatt da

sacrificarea ani mal el or sub anestezie eteri
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S

Fig.4.5.L £ bHe posterioareale Ho b o | asntunl bt ( csat SO mftpradtt (dreapta);
suprafa’®l e x t eA),jsupemfa’klp I(antBar £ (

Activitatea antiinflamatoarea xt r act el or anali zat e, esti
fost expoicmat &, " cuplatubden poatnol&xtinderea inflamdldi (%) a fost
calculatbd u p £ fdoArliadh | a
{ HOTRHTHE T "HU CHZUEHITEIHTHIA &1 7 B HOITRIHTHA &1 7 H "H(4.4)

Inhibi'ld inflamaHe i ( %) a fost cal7z1réatt dupt for

POL PO ,
—I ——=%100," n car e: (4.5)
=

%mc i extinderea inflanmidgi (%), lotul de control;
%m i extindereanflamalidi (%), lotul tratat.

Statistica descrprrpdi et at &4eDatelé dudodt@Bluolate & s
ut i | i z @noda,utmatsle testubosthoc Dunnet{tabelul 4.2) Rezultatele sunt exprimate
prinmedaHi a b at e rApalizapostheca @vaderidt diferenklstatistic e mni f i cat i
lotul d e control K i t oat B exhnorarea extineer edexnplug rHii me r
nesemificative (p>0,05)la examinara inhibi'H e i edemul ui , compar ©n
experimentale cu rezultatul lotului de refédn

Lotul de control sa caracterizatprito dezvol tare rapidt a eoc
agentului flogogen, cu cea mai mar e ext-i nde
a dovedit a fi | a ani mal el e rezultateldegtriaatelor uscate r e
dinHyperici herba24,686) Hypericiflores(28,1%) , ob™Hi nut e din prodtdt
din flora sdgaeaaud afndst Amaistaeproape de rezulta
comparativcu extracteo b "Hi nut e di n Hyperid lhetba28,330 e d¥pieriai floees
(28,1%)di n col ecH a @\PDPM (tabelul 4.
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Tabelul 4.2. Ac’Hinea antiinflamatoare a extractelor uscatedin Hyperici floresH i

Hyperici herbaasupra edemuluiindusdeh i st ami nt

e Masa | Eyiinderea | Inhibi't
: : Ukl IEbu Bl . :
Loturi experimentale neinflamate. | inflamate, ederpulw, ederpulw,
g NSD g NSD %NS D %NS D

1. thql—mgrtor I intraplantar 0,1 m| 0. 763N 0, 800N 534862 b
ser fiziologic de 0,9%
2. Lotul de control 1 intraperitoneal
1 ml ser fiziologic de 09% 0, 934N 1, 348N 44,2\7,914 "
intraplantar 0,1 ml soltie hi ¢ p=2,4272E8
de 1%
3. Lotul de referin"Hi intraperitoneal
1 ml soltile diclofenac de sodiuded 0, 926N( 1,5N09 0 2215\,45 499085,53
mg/kg; intraplantar 0,1 ml solté p = 0,000003
hi stamint de 1%
4. Lotul experimental i
intraperitone al 1 ml extract (100 ~ <
mg/kg) din Hyperici herba(flora 1, 038N( 1, 289N 2_4 , 842 N 44’%)Nl0’01

e n p=0,000292 | p=0,785
spontant); int'Hdaq
hi stamint de 1%
5. Lotul experimental i
intraperitoneal 1 ml extract (100 < J
mg/kg) Hyperici flores(flora 0, 944N( 1, 2 20N 2_% 061'(’)50%1\1 3 %O?g N
S p o n tirdraplantar 0,1 ml solig p=1 p=0
hi stamint de 1%
6. Lotul experimental i
intraperitone al 1 ml extract (100 ~ -
mg/kg) Hyperici herba(colecld 0,807N( 1, 148K 2 iofgoség N3 5:'011%’?4\'
C PDRM); intraplantar 0,1 ml P=5 P=5
soliHe hi stamint d
7. Lotul experimental 1
intraperiton eal 1 ml extract (100 < ~
mg/kg) din Hyperici flores(colecld | 0, 9568 ( 1, 257§ °2: ®BN 2 7. TN
CkPDPM); intrapl p="5 p=5
soliHe histamint d
Not(=5numtrahi i@l e " n fiecare | ot

Sec onsi deéknka amatihflamatoare a extratiruscatde suntt oare s

prin reducefrfHia cpaeprinheaarbeil 't utnkiHi fFledgceger@.l wic

Ac'ldnea antiinflamatoare este s i g u r a fiutul sperit de substas biologic active” n
extracteleusst e dHa ar p & nfleri d&H. pedaratum(flavonoide, substakitanante, acizi

fenolich.Cn | i teraturstebhdrecprcsali tbapt el cCt ac:e

efecte antioxidante, antiinflamatoare, scad permeabilitatea capildréfoiy8].

4. 3. StudHiulamtcitbadtteeri ene ki antif'dngic
aeri ene Hdperfdratumr i de
Activitatea antimicrobiant a ext rpaztivee!l or

gramnegati ve) Hi fungi™Hi ni htabhas @it toa luil c & K& ni ynof .8 §
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Extractele uscate au fost'ébnut e din produsele veget al
Studi ulHiacatnitvibtatct eri ene (bacteri os t-adectar K|
prin intermediul metodeidedide " n serie “n medi ul rcarrtedd t i
2%, pH=7,00,Acti vitatea anti bacteriant a f @dstaleen

microorganismelor grarpozitive: Staphylococcus aured09-P, Enterococcus faecaliaTCC
2592,
aeruginosaATCC 27853.

Probel e

-megativg:EEseherichia colATCC 2592,Proteus vulgaridHX 1922, Pseudomonas

analizate (10
+40°C. Culturile investigate de microorganisme, crescute timp de 24 de ore pe agar peptona
fHes ti zsoptolnatcee odwe scdlouw ur t
standardului optic de turbiditate cu’blerea inoculatelor ce cdin 1 de
de nocllledtrealcd edwrf cstuddial @
Ulterior, culturile obldute au fost supuse procesului de termostatare, la temperaturCdengy

de 24 de Cn de |
t ul pi coflutulfextractelor cercetated, 181, 182, 18B

uar &4a abcatcitweirtitost at i

mg / ml ) catempératsatde d i

“nclinat, au de S

ml n cerpi

un 1 m | medi u. [

or e. calitate ot Gekt ec ocnut raocl e

Eval f ost ef ec
de

det er mi

ce (CMI) a
mi croorgani smel or “'n
de
peptonatt cu
tabel ul 4.

ant iubsaccatteer i oabn™Hi

crexktere a me dai u |l
"Blin

gel ozt

nat crexKktere B®a mi c

pe
prezenBate ' n
Tabelul 4.3.

prae @e saubl suei n
repetatt t er molduteat a |
sunt
Activitatea nau teex
Hyperici herbaHHyperici flores

Testcul t ur £t Jgantt er i ant

Extract uscat
analizat

Staphylococcug
aureus
209 P

Enterococcus
faecalis
ATCC 19433

Escherichia
coli
ATCC 5922

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 2785

Proteus
vulgaris
HX 19222

CMI |CMB | CMI | CMB | CMI |CMB | CMI | CMB | CMI | CMB

Extractul
uscat din
Hyperici flores
Extractul
uscat din
Hyperici herba
No t GMIT concentrd@ a

37,5 | 300 75 300 | >300|>300| >300 | >300|>300|>300

150 | 300 300 | >300| >300 | >300| >300 | >300|>300|> 300

mi ni mie; CMBT concamtr@ a mi ni mt bacter

cer cet tr uscatdid elyperiti flore$ aanmanifestat c L
bact ® aurea9m t inc LcBlenc & eatpBo@ ,t5 clig/ ml
19433 He den d&HtOhd md e lcaftlmisbhctegenet e s -
tatea bact erconoesttdhet i mai emaree ed/rd d2M@ £ O

Rezul tatele

activitate
E. faecalisA T CC

acti vi
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activitata detsd raitke faabdlisi ap o p iHee witer 800 Og/ ml

cu celelalte testulturi bacterien& ©~ ndconcentrdde ma i mare de 300 Og/
Hyperici herbap o s edt act i vi t dt 8. aorau09r i” ;s tcast oiecdsh t fr &
Og/ mI'H kB.daclcadisATCC 19433 He densdedt g/ ml, iar
fal dec uletsur i |l e i ncluse “emrdsléeuchaiu mate eégi 8@
4.3) [183].

Pe | ©ngt activitatea antibacteriant a f

analizate pe tulpinile fungiceCandida albicans Aspergillus niger Aspergillus fumigatux i
Penicillium Extractele uscate analizg@a u di zol vatt @t eapitl #4PE)t ¢ M@
l nocul atele din culturile de fundizi $epusDha
amestecarea inoculatelor cu ¢ ale extractelor uscate tul
temperaturade 28 pe par cur sul Caalbidansz pehtra 48décet ~n caz
Activitatea fungistatiHet de@ 1 oBisadeatceér mk
fungilor, “n mediu nuf ni teidemabdeipcrho cde s ulawi cdeea
fungil or Bl a Dbpepe s GbEooupneubagedimpde L zil€( albicans timp
de 48 de ore). Rezultatele experimentale su
Tabelul44. Acti vit at exractelortuscdteco bgHi ot @ di n
Hyperici herbaH Hyperici flores

Activitateaantif ungi ct pe tul pini N
Extractele analizate C. albicans As. niger As. fumigatus Penicillium
CMI CMF CMI CMF CMI CMF CMI CMF
Extractul uscat din >300 | > 300 ; ; ; ; ; ;

Hyperici flores

Extractul uscat din

Hyperici herba
NotGMIi concentr@® a mi ni mie;, CMET concemtida mi ni mt f ungi

>600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600

Datele obiHute rdev. ur mbL t oar el e: e Retaeriane tiéd. pegforatusnc a t
nuposedbpHianti f un giQ abicans, Ag. mgerpAs.tfummatus, Penicillium
Activitatea anti fungi cH pedorammatfos i c § tt U d iHa @&c d o
albicans ATCC 1023. Extractul analizat a manifestat’tha n i fungistatict
concentrtHi mai mari de 300 Og/ ml

Datele experimentale au demonstrat fapt
mani festH pnopbiaeteriene mai " pa@lzti @ i vernHHI a
antifungicefa’d  @.albicans.

44, St udi WHIi anttii wiatckt er ileurd e i kuil uai n tVvitddriemeg il c
de H. perforatum
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Uleiul volatil d i n "Hepdenene deH. perforatuma fost oblHut prin metoda de
hidrodistilare | a Catedr a de farmacognozi
Testemidd n u 84, 185

St udi u lNdardilcattariené @ Weiului volatil analizatfost efectuat primetoda de
di | uar e -ummediuvenutiitie lichidn(tiulion peptonat din carne de 2%, cu=pH0).C n
calitate de culturi de referid , au fost folosite microorgani
4.3).Ini'Ha | ul ei ul vol dit mét ial ff @rsma ndii dHo,luaky ob’uneim
peptonatd i n carne 1%.8®rPeenardosnsfm®mwsi’Hute doul t
mi croorgani smele respective crescute pe gel
soliHe i z cet ccniocturd de s o're constitule 600 mii de eorpi Miceokhiemi© n
per 1 ml de mediu (standar d ‘ddganirota fasteutilizat r b i
bulionul din carné n s Fat©nc u a c e |l e a KiHut dé uldivplatiln Tuburile au fo&t ¢ o
agitate Ki termostSt at enpl det émpeir at8rdeder ¢

Proprietatea antifungict a uSaburopeltupinide ol a
Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candidaieansk Penicillium Uleiul volatil a fost
dizolvat, infHa | , “n dimetil foHmambdh, fapoiSdkulndel $ L :
1 %. |l nocul atele au fost pred€&€tite e Sabuoul It i
ti mp de zd dteev Dupt a me st #Heuteiule wolatl, tulbudlaiau f@dt pudeo r
“n termost at °C#&mpude7miedar gentrG.ralhicarsi2tignp de 48 de ore BD,

181, 186].

Eval uar éithactermgtatice (CMBafoss f ect uat t "l deahsdiprocesuluif un

de crektere a microorgani smel or “n meda ul

det er mi nat "dlin poraczcae saudsueéen de crektere ‘@e mic

repetatt, ppenagtel ozéupe termostatare ulteri

obHnut e sunt prézentate “"n tabelul 4.
Tabelul 4.5. Activitatea aHypgenicherlmat er i ant

Proba Microorganismele testate,%
de Staphylococcug Enterococcus| Escherichia | Pseudomonal Proteus
anali- aureus faecalis coli s aeruginosa| vulgaris
zat 209 P ATCC 9433 ATCC 5922 ATCC 2785 HX 19222
Uleiul CMI CMB CMI CMB CMI CMB | CMI | CMB | CMI | CMB
volatil 0,5 0,125 P P P -
0,0009 0.0037 0,0009 0.25 O 0| 00,005 O 0Of 05 0,5

Not@Mliconcentr® a mi ni mie; CMET concemtr&ba mi ni mk fungi

Rezultatele oiHnut e au demonstr at H.aperforattmp ok e d L «
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activitate badoar&idi aset amiiccrio o'r yperithve:tS.rmerdusk IEg r a n
faecalis(CMI constituie 0,0009%); iarfl de <cel el alte cul turi ba
este mai mare de 0, 5% (t abledluuvolatihsa2 Ima nA ¢ teis v
raport cuS. aureux i EcfaecaliscuCMI d e : 0,5% Ki 0, 125 % "Hea pi
00030, 25% dupt 48 ‘idde(tabelul d.5).dCencentldc uba bacter i
bactericidt al e prno,ladtiuddeu milce io oir-megdtivic €. codi | e
ATCC 25922 P. vulgarisH X 1 9 ZP2a2rugindsaATCC 27853) suntmai mar de 0,5%.
Activitatea fungi st atid delabsel fpa sotc edaitl @i midi
f u n g inedu nutritivlichidi ar acti vitatea f ungilddeabtcsa f
procesul ui de creHt'@er e gaepeandbdrazpogincupard tiomp £ n
de 7 zile, iapentruC. albicansi timp de 48 de ore. Rezultatele @ er i ment al e sun:

tabelul 46.
Tabelul46. Acti vitatea ant i f Hypgricihdtbhaa ul ei ul

Microorganismele testate %
Probade | Conce | C. albicans | As. fumigatus| As. niger Penicillium
analizat n-
tra’ta |CMI |[CMF | CMI | CMF | CMI |CMF CMI | CMF
1% T [ [ [ T T 1 T
Uleiul 0,5% T T T [ T T 1 1
(Ie“tj'l 0,25% + + + + + + + +
volatlt /5 12506 |+ n + T T T n T
0,062% + + + + + + + +

NotGMIi concentr@® a mi ni mie;, CMET concemtid@aiini ni mkt fungi c
Cn ur ma & fost dveditlfaptulc £ ul ei ul Hypedcuna peiforatund i n

mani festt activitatde diea onierriooostgaatnii astime & ® a lgtn
concentrdd de 0,0009% f&d 8.@ureuk09Pk i ~ n ‘HdaenOclB5aotfad aH. daecalis
Activitatea ba6StagauRO®P ddeon st irtapioe t 0 c @.Gagcaldd, i
i 0,25%.ConcentrdHi | e bacteriostatict kKi ebmacsteddided!
microorganismele gramegative(E. coli ATCC 25922,P. vulgarisHX 19222 P. aeruginosa
ATCC 27853 suntmai mar de 0,5%{186].

Uleiul volatil dinHyperici herbaa d e mo n s t fHantifungice @i rd ee ttbkoat e
i ncl use ~ ncoscenuddde0,5% ©rcte ddigypedctherbapoat e ser vi 0
pentr u ueduikolatiecrue g r "bhntifungece pronuiete.

4. 5. St ud'iaclte aextracteloriuscate
A fost determinatt tuscateoiHute dinHgpariciderhaldit di ™
Hypericiflores(f | or a sqoleciHC #DBRMaBis MF A Ni c o THa @ ACEst sSutlie mii
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sared i zat “~ n cadervuall uLaarbeo rparteocrluilnuiic t alkdi Mcl i ni c

Toxi ci t a-&cde@rmiaat prim rhetedlozelor fixe cu stabilirea clasei de toxicitate
conform ghidului TG 423Acute Toxic Class Methpdrecomandat de Organitha Ec on o m
pentruCooper ar e Ki DeBZ B8 189 ar eSt (@B @D) a] f ost ef e
del aborator (mascul2i3 'Hiunfie e |-2e6u gona HHO rdiset &k Sdbec
cu vOr4tlaunie Bi -250(g.Aenwmlale adl éost hdh ut e “lHde laboratord i
(cutii standard de mas¢t (e desthii(tempdratumee®ia, u a
umi ditatea relativit a aer pénru anirdatele 8e0l&bpratoiH i
corespundeau cefilor san t ar e Hi nor mealforstde f &l i mprimtcacre
autoapeducte Hr ana ac uf ols2 osries tHaatrad an t eex pdeer iimmeint ul u
dupt administraCre ad ijHrzieite dxgermerite s raauc ifios™H & ©n
repartizdH “n | ot ur i6mamagbd reemed eCHEthedEumasa cor pol
au fostrepartiZzdd “unial o ©t e [188, 10019 192 193, 194].

Solulle extractebru s cat e, testate 2000omg/ &g ,5@u I
“n cadr ul Catedrei de farmacognozi e Hi bot
fostdz ol vate " n vaedidiim <domstodwowmtgi c tpentdhadmidistederd:

enteral t 'Hi i arécr “arfp ral pattu admmiatdare inttagastriHdbHo b o | a n i
grupurile de cotrol saadministrae nt er al Hi i ntraperi%dy4,4%| s e
196, 197).

Timp de 14 ziles-a monitorizat comportaméenu | ani mal el ordecbnant
activitatea motorie, redd laexcitaiH f i zi ci (| u idian r ,e szpg amdto)r,i ef
a mucoasel or. De asemen e ddapramelbremptome daimtoxicid st r
K i decesul ani mal el oidi sa Datdmninatuvizual.cRemtro efectuaseh
studiul ui organel or inteHnetei ©woOoOBKpEe mamean't
ani mal el e decedatpet Ke u tceel@7d88 Mm8%riAGgb u[nlde ( du

Extracteleuscatedin Hyperici herbaHHyperici floressau  “ ncadr at “~n cl

previtzut e de gohfordrazultat€)dE @iute4 @ 8 t e r mi n aldaeudeint o0 X |
vivo. [172, 187, 188, 189, 194, 198].

451 . T e st aW acate & extractetor usdate de H. perforatulm administrarea
intragastralt &Gi intraperitonealt | a Ooarec

Admi ni str ar e aExirant¢leustagea sit f @ls k& a @recilomantsral,r at
pri n g a v-tastde 300,100d, 800@&mg/kg, eatracul uscatdin Hypericiflores (colecta
CAPDPHM)n doza de 50 mg/ kagadmin®matigml degddle dé zd on
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de 0,9%. Animalele din grupul d®ntrol, pe parcursul studiului;jamau demonstrat m

comportament; consumau hrant Hi apt, erau
cutanat era ‘'tntl smht mbernopmeol ofji ce. Beucoa
netede, blana ani mal el or a v dealopecie. Gulogrea aritiei ~ n ¢
galbend es c hi st. Gl andel e mamaft er fal'Hein d keimafl terl to r
organele genitalmasculing “ n | i mi t Reforek mior sn@deeex d e TémTius-au
atestat. TaHin"lHs-aumeriidut [198].

Administrarae x t r act el or “n doze <&eara@edidat prinio0 0 0

per i olaidio d ie neducerea reddi la stimuliexogeni Majoritatea animalelor au revenit
la starea inH ade parcursubrimelor42 4 de ore dupt administ-rare
72 de ore dupt administrarea dozattokbtr daa 110 ¢
fost administrate dozelge 300, 1000, 2000 mg/kgasconstatat n i oHi &il mi nu a’ile a
motorii, cu o reddéie r edu $ingis lagphoti, tloa st i mul i exogeni
terminale gasping, ur mat £ de de ¢ ens ud e caBriten@dreailkiite rau fost

constatate ocazional. Dat fi i nd fexractuluiuscat £ |
din flori (colectd CRPBPMecedat un singur animal, a f
de 50 mg/kgtabelul4d.7) . i @up ut mo mu gaar icaonrsitia,t at modi f i c
schimbtri vizual e anatomice Ki nici decesul

Tabelul 4.7. Toxicitat e &ypericiberbeHHypercifloresiact e |

admini strared&doiambecagastrallt

2 o < Extractele uscate din produse vegetale analizate
QL O ? = g H. herba, H. flores, H. he[ba, H. flores, B
g% | S| flora s|flora s|colecld CRPDPM | colecHi aPDEM
aSe 22 N 5 N @ N & N 5
28 o3 ) @ . @ : ) : @
® 3| Z E | animale| © | animale | © g animale | © « | animale O o
a o > ) o > o >
S | decedatg O decedate| O | decedate| O decedate| O
50 6 ns ns ns ns ns ns - 0
300 6 - 0 - 0 - 0 1 17
1000 6 - 0 - 0 1 17 1 17
2000 6 1 17 1 17 1 17 1 17

Nota: nsi experimental nu-a efectuat
Dupt administrar ea e abiduteadntHypério herbaitsHypericie ,
floresdincolecld CHR P,DPUuheor i kdin Hyperi@ hetbaHayperiei flooesdin flora
spontaadii ni strarea dozei Okk la atiriistrarea dozek dg 200K |
mg/ kg, | a ani mal e au f ost Clhéilastimdiexaders, stire care d i
a revenit | a3 nzoirlnea |l iGna tleo t uau adichimistrat extrante Hireflori ~ n
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fl ora speddt aGriP)[sR bbrstatat inapetdh k i pel pa@ursel @rimelor 48
72 de ore. Cn loturil e ~ nuscatedin&ypaic hefoa(fota a d
spontmedHaHCAPD®Mareea a di spbLrut pe parcur s

Monitorizareaprocesului de alimentare u a pus™ "~ mo ekivfi idemnr i S
(grupuri supuse studiului versus grup de coa
organelor internél i mb a mu c "8l lausate| deil] tcabeeaetsto f agu | pl £m
ficatul , rinichii nusplienaxpee i ideecantrd, hieau st £ ~ |
constatate.

Cn baza r 8nute lsa dabilé LDo(0%la @administrarea entea & éxtractelor
uscate, care a constituit pentru prebebHn ut e "H i ame rpiterne ( fcblecha s
CAPDPMHI f 1l or i HODOMmg/Kgliagpentuexracol obtdat dih flori din coledé
I 50 mg/kg Procentajul maxim de letalitagefostde 17%la toate probele analizafeabelul 4.7)
Mortalitatea LD 25 %, erhebDnué&fostposibil de stabdit0 % dupt K

La estimarea LEy conformTG 423:Acute Toxic Class Methpd-a stabilit & extractele
ob'iHute dinHypericiherbaHHyperici. flores(f | o r a )pgsedalasabmldtoxicitate (practic
netoxic), iarextractele oldute dinHyperici herbaH Hyperici flores(colecHa C1fQ PpBb P Md t
clasasd de toxi cit attabelgld3p[¥88.ci t ate redust) (

Tabelul4.8.Clasad e t 0 x i c héxtaattedor wsaatedintHyperici herbaH Hyperici
floresdet ermi nat t liantadmgkeida ok &r e

Extractele uscateanalizate Clasa detoxicitate | LDspestimat, mg/kg
Hypericiherba(florasport a n t ) 5 (practic netoxic) 20005000
Hypericiflores( f | or a s p o nt| 5 (practic netoxic) 20005000
Hyperici herba(colecHa CRPDPM 4 (toxi ci _ 3002000
Hyperici flores(coleCHa CRAPDPM 4 (toxi ci . 3002000

Admini strar ea .iSoltiieaeptecteiot analiea hut fost introduse
soaredor,i ntraperitonealn “Inotvuorliu ceocapentdder@dn, 1edo, e
2000 mg/ kg, i ar-aintroduslontde sodeée fcamtold @olgi €t de (

La administrarea dozei de 300 mg/kg la animateabservat hipodinamie cu reducerea
reaCH e i la stimuldi exogeni . Maj or i t atparaursth ni n
primelor 424 de ore; a decedat un singur animal ¢ ts-a admiaistrat extractul din flori din
colecH a POPMM. Din acest motivprobma f o s't I nt ncentrdidsde 50'Hng/kg” n
animalelefinds upr avegheat e t i mapcerceigh 1nduuzsicloam.st @n ape
de comportament, schimbktri vizuale anat omic

mg/mlsa constat decesul animalelor “n toate |
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s-au administraextracte dinHyperici herbaH Hyperici floresdinf | or a ;scpSa net adnotL

animalep e r | o tau administraextractee otHn ut e "Hd iare rp tern e 'Hd.Laf | o |
administrarea dozei de 2000 mg/kg sonstatat decesulanimale n t oat e | ot ur i |
un ani mal p-a admihistraextractul dotypeéecihsrbadinf | or a $lpodbat
animaleper | ot e x p sauiintroeluektadtele dinflordiaft er a s ponigant
‘Hi "Haetiene din coléi (tabelul4.9) . La animalele decedate di
doze de 300, 1000, 2000 mg/kgg¢s const at at o Tltnotori, cuwwaceldde a) armt
apoi t ot mai esxbgébébhi | ac st denmnniodietgaspima, uunrema tst
decesul or “~ n ddaoresonvdlgile @u4ost constatate ocazional.

Tabelul49. Toxi citatea acut tHyparicidherldaH kdypeticefloresta u s c

admini strarea Haretiotraperi toneal t

2 o Extractele uscatedin produse vegetale analizate
w8 °L :5\ H. herba, H. flores, H. he[ba, H. flores, B
(I o flora sg flora _s jcolect CIPDPM | colecH a PORM
SEE 2cg N g | N g N g Nr. g
S8l 5 &l animale | & & | animale | § S| animale S| animale | g S
> decedate| © decedate | @ decedate | O decedate| O
50 6 ns ns ns ns ns ns 0 0
300 6 0 0 0 0 0 1 17
1000 6 17 1 17 2 34 2 34
2000 6 1 17 2 34 2 34 2 34

N o t nisi experimentul nu-a efectuat
Dupt admiextracelouseate e 4 n obidwecdintdyperici herbaH Hyperici
floresdincole¢ld, uneor i okiHnuat @ r dibre |, Aaddministrarsagaze ded G0Q
mg/kg mai pronungl t "andedoz000 mg/ kg, au fost cons:
hi podi nami e Heir eldau csetrienau Irieaecxogeni |, staar e
nivelul animalelor lotulli d e ¢ o n t-3 zdel Da nécropsid organelor interake animalelor
decedat& ale lotuuide contr ol modifickri patologice n
Datele experimentale denott f Bmpdministrareat L
intraperiton@a | £ a eobiuteadinP\éd wlrect at e di’thp thHelaeriene dirs p o r
colecHa C 1 PdpI® Mg/kg - la administrare@xtractului din flori din colstia CR PDP M
S-a stabilit procentul maxim de letalitatia administrareaextractebr uscateanalizate:
probaHypericiherba(florasport a n L7p6° doza de 2000 mg/kg; prolbéypericiflores(flora
sport a fi B4  doza de 2000 mg/kdjyperici herba’'H Hypericiflores (cole¢ld CiPDPM)i
34% "~ mloza de 1000 mg/kdA fosts t a bLIDI12%% gentruprobaHyperici flores din flora
spot a@eggal £ cu laddmnibistrang Ak gnt er al £, iHyericipeebaHir u
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Hypericiflores(colecHa CRAPPEMI £ mgu kB35 Conf or m "ol taisei f i ¢
dupt Si dor oavdnki.ni s(tlr 97 7e), exifadtele aguaddm Hyperio leeebd 'HLi
Hypericiflores(florasport a mpdt f) atribuite la gradul 5 de toxicitate (substpractic netoxice),
dar etracteledin Hyperici herba’'H Hyperici floresflores (coleéHa  C R PiDaPgkéyul 4 de
toxicitate (substal®l cu t oxi c95t19L e redust) [ 1
45. 2. Te st diacta adxtmatalocusdate de H. perforatuaadministrarea
i ntragastitomal £t Oobol ani
Admi ni str ar e a Lai admimistagea snttrraal gta s fllorade textraate s o |

analizate n doze de 3sa®hsenatdnmamiengommolgn K i rediditaer e
stimuli exogeni. Aceastt stare a revenit ' n
primel or 24dde 36060 e pegpardugy 241i8 odoraden 2000 mg/
loturile experimentalec £ r ®au administrat extracte uscate din flori ide perforatum(flora
spont anMaHiCn CsmiReidtatat inapetdth «k i pd pascurselegrimelor 482 de
ore; animalelec t r ava f ost I nt r odiaeeened ® torr aac tsep oditira n p -
C 1 P D Palvmanifestatliaree, care a trecut peste 24 de ore. La administrarea dozei de 300 mg/kg
animalele au supravidit" n t oat e | ot ulaadmirstaeadqgze dekO0Cemy/kgal e ;
decedat wun si m-gadminisaaektraciul dinHypeticiflaréesécolecHa CR/ P DP M
(tabelul 4.10); animalelorlotului de control sau administrat intragastrat © 6 enl de sollig¢
fiziol ogile4ti9ede 0, 9%

Tabelul4.10.Det er mi n a rltaautetaadministiareati nt r a g aexttactedor L

uscatedin Hyperici herbaHHyperici floresHo b oldra n i

© Extractele uscatedin produse vegetale analizate
o 87 © o Hypericiherba Hypericiflores Hyperici herba Hyperici flores
o % Fel g' (floraspont an| ( f |l or a s|(coleCckh ChPDPM) | (coleCkd CAPDPM)
O - - — —
QB4 =z Nr. 0 Nr. 0 N, 0 . 0
0Ll - g . Qo . 9 - . 8 o | Nr.animale | & o
o | = animale | § X | animale | § X | animale o decedate o
decedate | © decedate| B decedate | O a
300 6 0 0 0 0 0 0 0 0
2000 6 0 0 0 0 0 0 1 17
Pe par cur wdau corstatat eiterersemnificativé n r a giramita de u
crektere a masei c o Hoploar ad rei ma |l ecloen sduinrul g rad g u
de control.La necropsieH i examinarea organel or ’'Hbudale,r ne
traheea, esofagul , p li, lsphr@vieiz,i cianiuma ,h aft il oa taw

experimental e Hi de vizibitetl mola dmo chii fSit ¢ lar ie ap a na

"nregistrate.
Sa stabilit LD 0%laad mi ni strar ea ent edndypericiaerbatit r a
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Hypericifloresdinf | or a # HyperiditemadincolecHa C 1R PcBr@advtonstituit doza
de 2000mg/kg, iar’ n  cpeokeiudeHypericifloresdin colecHa  C f} RdlbBréh acesteim
corespuns dozei de 300 mg/kglfelul4.10).

A fost determindt clasa de toxicitate pentru administrara e nt er al #or ak o b 0
extractel or u s ¢ a'Heerieng ideid. perforatum(f | koir ad isnp opilira n L
CkDPM)conf orm cl asi fi ctTGi4k3 Aputedpxic €lass Met)odIE CD |
Datel e experi ment al e uscateloldutd dinHyeriti berbg ldyperice x t r
flores( f | or a , Blypaici heba(dolecHa  C 1) PcbrBsplindgradului de toxicitate 5,
pentru care LB estimat esteD 5000 mg/kg, iar probadyperici flores(coleéHa CR/ P DP M
corespunde gradulde toxicitate 5, pentru catéDsg este estimat cu 2500 mg/kglfelul4.11).

Tabelul4.11.Clasad e t 0 X i ¢ B é¢éx@acteor wsaatedintHyperici herbaH i

Hyperici floresdeterminatk la administrarei nt r agrach oldad i

Extractele uscateanalizate Clasade toxicitate LDsoestimat, mg/kg
Hypericiherba( f | or a sp 5 (practicnetoxic) O 5000
Hypericiflores( f | or a sp 5 (practic netoxic) O 5000
Hyperici herba(colecH a C['] P 5 (practic netoxic) O 5000
Hyperici flores(colecHa Cn P 5 (practic netoxic) >20005000=2500
Cn cadrul studiul ui precl isssconpteatat mate
analizate nu posedt ef dreptc otnppxince.nt &s t fnele,l ap

farmaceuti ce d, uu 2 riohtiogidantep’tit i @ xtfd rarmat oar e

4.6. Sinteza capitolului 4

Prin metodel e aDBBH Hea dBimbinaatea anti oxi
extractul uscat din florivaloar@ ICsoOg / (m1 3, 3 5 ldeteeg /mmin,a)t £ prian m
extractului uscatlin flori a fostmai apraape de valoarealCso O g / arsubstarei de referifHi
Trolox ( 4, 13 , e gg/omip)ar at i v c iHaemeret(22,%2 ctgu Indaphcitatea p £ r
antioxidantt deaABmMBdEH ad & maepmnrstnr ametwrdmbtt oar el
Hyperici flores (28,79 O M; Cl OR8BO)PBs@ittt i vitate anti ox
compardiv cu extractul uscat diflyperici herba(23,680 M ; Cl 9-35%09. Exdractelé
uscatedin flori (45,80%; Cl 95% 44,3@7,29)H i d "Haeriene(85,94%; Cl 95% 34,037,81)
au dovedit o c adp ehelare adierdwomprnay cs EDHT A (99,06%; Cl 95%
98,5599,56)i substaid de MHef er i n

Au fost demonstratacHu ni | e anti bacteriant ‘Hidutprimt i f
hidrodistilare dinHypericiherba car e a mani festat o activit
microorganismelegrasp o z i t i v e 'ld de 0,00099icSeaureu2@9P kKi DdeE.25 %
faecalisATCC 19433 Act i vi t afa'd a8.durea208R i cca st 1 t ufalde O,
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deE. faecalis’ 0,25%. Concenttbllebact er i battércei ¢t al e ul ei
microorganismele gramegativeE. coli ATCC 25922,P. vulgarisH X 1 9 2P2 @eruginiosa
ATCC 27853 sunt mai mari de 0,5%. Uleiul volatil dityperici herbaa mani f e s'Ha't
antifung ce poOnt "Ha d® n@ e b WAsergillus @igerp Aspergitua fumigatus,
Candida albicang Penicillium.

A fost d ectivitatealt ar cattetr i ost at i ct Hi Bratcdine r i«
Hyperici flores  Cn ¢ aulturi Hearéfegitdd @ u  f o sStaphyloocdcoussaure@09-P,
Enterococcus faecalidTCC 19433 Escherchia coli ATCC 25922 Proteus mirabilisATCC
3177, Pseudomonas aerugino8d CC 27853HAcinetobacter baumanmiTCC 19606 Extractul
din Hyperici floresa mani f est at a c faidv iStaareu09P a ¢ he ciEdo € te @
de 37, E. fdeqalismln coiHee mdter &7 5 Og/ ml -test bacteriene-& e | a
atestat o acti vit ardltei bnaacit emairois tdaet i3cOt0 "Mnte/ crol n.
di nHptarri ene de sunHt aat é bpost e diineapnead ¢ger8d0e D in
Og /, fild inactivefad de fungi

St udi u lNdardiioflannatoard akextractelascated i n"Hp laer i ene HHi d
perforatumL. a fost realizain vivo prin inducera edemul ui " na | kadbhaio | paons
Toat e e xdurdenonsteat eficiéBHi ~ n "iHdeoimflaimdld a c u t & . R elutel t at
denott eficacitatea ant i i nfHyperichearba(44r2%; ChO5% x t r
31,956,6 'HHypetici flores(39,33%; Cl 95% 27;51,9 - produse vegetale colectate din flora
S p o nt a n dateauXastenai apeoaperalorilor substafel de referifid(diclofenac de sodjy
care areduse s e mpréttesul deextinderea edemului49,76%; @ 95% 43,056,8, comparativ
cu extractele didute dinHyperici herba(35,89%; Cl 95% 20;51,6 Hhperici flores(35,89%;

Cl 95% 20,251,6) din coleéH a POPM.

Cercettitrile efectuate au'Hde me rntddrienafiprac L
spont ani), «kciol ad&fchorfd os p o'l la administrae@al epce cal e
uni momenmatetrde | aborator (Koarman i, fefexdet ack.a n i
Admini strareaeantnagapter auhrbnmeiarl Lr eadi «k dpsatoe r chd
modi fi ctr i lamaetlromandomoi pnitceer n e tare e lecaurs gedmitesatribuirea
extracteloruscate dinH. herbaH H. floresdin coleCl¢ la gradul 4 de toxicitate (substée cu
t oxi ci t)aarestracteddiniHsherbaHH. floresd i n f | o rlaagradupSaetoxiaitate
(substai®l practic netoxice).
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CONCLUZII GENERALE

Studiul macre’H i mi croscopic al fr unzeH parfordlimHel e n

elegans H. tetrapterum H. hirsutumdi n f |l or aRM@ompteami saevi

caracterelor macroscopice (numitr ul de co:
ptr H | or aeriene) Hi mi i glarae negrep buzurkare translucidec t
Hi canal e, Cu car actipug culoareaj forma, lboalizacka),f pentre n ~

identificarea produselor vegetale.

Anali za cantitabht compadmp a,rméadpdrivdelypericum(prog /"Hj )
aerieng prin metoda HPLCr e | ev £ dHbLperforatpmescei ad e o s e b e Ht e p
maxim de flavonoide (30, 3); con™Hi nutHl d
tetrapterump L n £ | aH.elega®s2 c'om Hi nut ulinls-pedet erHai ha
elegang 1,34, iar hiperforina a fost identifc a t £ Hdperforatuni2i,90).
Constatarea con™H nutul ui ma X.ipenfordtema $etviaca o n o
reper pentru dozarea ulterioart a unor f|
(colec™Hia CARAPDPM, USMF ANicolae testemi’
prevaleazt “~n pl an tceedcitozidhi(Ob4)dvd roa eat oslp o(né ,ahx

bi apigenint (0,28) "n cele cultivate.

Studi ul comparativ al ul e i uUal4gpecii dddypemidumad |, 0
pus “n evi de n Htperfpratumplir i e & @ mi"Hii @,2680e Taxanomian a |
speci ei coreleazt cu componen Hii mi.j or i
perforatumi b-c ar i of i l en (12, 175 %) , o-pinerd(8,5¥&0)H ar |
elegansi ggur j unen (13, 99 %) , ar oana(lerh)He n (

tetrapterumi d o d e c an al -(ofgipiBeR (B,28P%)HH hirsuiumi oxid de cariofilen
(10, 435%) Hi fitol (6, 056%).

Sau determinat parametr.i opt i mi (concentr
extragere) pentrumedloa de macer are frac™H onatt cu ag
de extragere a compHperfdraum AAmiarhii zia dihn mfi lcd
extractel or uHypmeact flereseu vaovi mdxene & tatalului de flavnoide
(14, 470%) , pol i fenold. (15, 091%) kKiHypeaa i v a
herba Par ametr.i de standardizare a extract
corespund cerinHl or DAN. SaudHul Edecsenhdb
a permis determinarea termenului de valabilitate de 36 luni pentru extractele uscate din flori

K i p L r 't H.paronatune n e
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6. Extractele wuscate diHwperforatumpios éHdt p & c tHi v iatek
activitate antioxidantt, determinatt prin
fierul ui “n extractul uscat din flori au
(p<0,05); activitatea antiinflamatoaee e xt r act e | ldyperici leetbai4y t2é0) d
Hyperici flores( 3 9, 3 3 %) din flora spontant nu dif
substanHeiddel oeéeacualHde sodiu (49, 76 %) ;

uscatdinflorsa mani fi stat, ~n c oS aueadFPa "i3e7 nbailc
'HE. faecalist 75 Og/ ml ), comparativ cu I ypdforaumt ul
(300 Og/ ml) .

7. Studi ul toxicitkt™ii acutetea asltabeéexitagtal
din flori 'Hi ptr Hh aeriene de H. perforat
(LD50 = 2500 mg/ kg), admini strate enteral

inofensivitatea extractelordesytt oar e.

8. Cn baza rezultatelor ob™Hinute au fost el &
produsul veget al i Hypelicofioie® dei Spehtoar @r odu
AExtract wuscat idHypericiflbresejitractnesiccBm ntt oar e
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RECOMANDI RI PRACTI CE

1.Prezent a Hfuicctaref éHdt i i moi  gswdidupchimitai speeiibrtie c e
elegansHH. tetrapterunpentruidentificarea noilosurse de hipericln Hi aci zi hi d
-C 0 mpahiidiciv a | opentridir o p'ieiaet L depresi ve, anti bact

2. Metodele implementate (dferea |, anali saanttamdctarea prod
extractéor din speciileg. Hypericum potfiap |l i cat e ~ n ¢ aeaontrbl &l a b c
calHit tmedi camentel or Hi dlez\ywltarettm ment epor nd
farmaceutice.

3. Rezultatele studiului farmaceuntespecei H. perforatumimpunnecesitateaunewoic e r c et L 1
precl i ni c ele pitdduselorlektnaative €ulei valatil, extracte uscate)doibe din
Hyperici herbaH Hyperici flores,pentru elaborarede produsenoi fitoterapeutice RM, cu

p r o p'kantibacterienea nt i depresi ve Hi anxiolitice.

4. Rezultatele diute pot fiimp e ment at e ~ n -pgstructve studeritbddedaa c t i
Facultatea de Far maci e, “n cadr ul di sci r
Tehnol ogi e farmaceutickt magistralt, Chi mi

cercetared ar maceut i'dlbkgr ,a rrezd acemRll amtoa ul |l sId nfct
Hi a farmaci Hti |l or /;He nc ocnatdirnuulAc ¢ unia $fiahrtnthocdnes

plantelorme di ci nal e ki fitopreparatelor
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3,73 min dinH. elegansSteph. (b), picultR = 3,78 min dinH. tetrapterumFries (c)
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TabelulA1.l. Statistica descriptivkt a rezultate
produsele vegetalale speciilor genuluiHypericum
Spgciile | Medi Abate- Intervalul 95% ClI
e Produse | Media rea . . . - .
. ana intercuartil | Xmin | Xmax Limita Limita
Hypericu | vegetale M) stan- (IQR) de i d
m (Mg dard e jos e sus
PLH | 5579 5582| 0011 | 0019 |5563| 5588 5565 5591
H. aeriene
perfora- Flori 8,224 8,223| 0,012 0,194 8,207 | 8,241 | 8,208 8,238
tum Frunze | 7,475 7,477| 0,013 0,024 7,461| 7,491 | 7,459 7,490
Tulpini | 1,527 1,537| 0,055 0,109 1,467 1,582 | 1,459 1,595
Ho | PEF | 36893688 0027 | 0052 |3662 3722| 3,655 | 3,722
elegans 1o | 4,666 4,664] 0,013 | 0,025 | 4,652 4,681 | 4,650 | 4,682
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Frunze | 5,431 5,400| 0,143 0,019 3,662 | 3,734 | 5,253 5,608
Tulpini 0,762 0,769| 0,017 0,027 0,733| 0,778 | 0,740 0,783
PLH | 5861 2043 0133 | 0242 | 2,678 2,969 | 2,696 | 3,026
H. aeriene
hirsu- Flori 2,986 2,942| 0,179 0,343 2,803| 3,226 | 2,763 3,207
tum Frunze | 5,845 5,763| 0,254 0,465 5,513| 6,142 | 5,530 6,160
Tulpini nd| n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d
PLH
. aeriene 4,667 4,327| 0,484 0,888 4,293| 5,250 | 4,065 5,268
tetrapte Flori 6,976 6,973 0,033 0,057 6,928| 7,019 | 6,934 7,016
rum Frunze | 8,568 8,576| 0,029 0,055 8,532 | 8,607 | 8,531 8,604
Tulpini 1,442 1,443 0,007 0,019 1,431| 1,450| 1,433 1,450
N o t nkdT totalul de flavonoide nu-a determinat
TabelulA12. St atistica descriptivt a r’Hrzdel

antracen

" n p ralegpacidoe genalui Hyperieuma | e

Inter - 95% | (
Specia | Media Abater _vaIuI
de Produse | Media na ea stan | inter- Xmin Xmax Limi- | Limi-
Hyperi- | vegetale (Mg) dard cuar- tade | tade
cum (SD) til jos sus
_ (IQR)
P L H 0,220 | 0,221 | 0,003 | 0,005 | 0,216 | 0,223 | 0,216 | 0,224
H. aeriene
perfora- Flori 0,578 | 0,578 | 0,002 | 0,004 | 0,575 | 0,5809| 0,575 | 0,581
tum Frunze | 0,213 | 0,212 | 0,003 | 0,004 | 0,211 | 0,2188| 0,209 | 0,217
Tulpini | 0,035 | 0,036 | 0,001 | 0,001 | 0,035 | 0,037 | 0,035 | 0,037
aZr;{érTe 0,371 | 0,371 | 0,003 | 0,005 | 0,368 | 0,374 | 0,368 | 0,374
elekglg.ans Flori 0,534 | 0,534 | 0,003 | 0,005 | 0,531 | 0,538 | 0,531 | 0,537
Frunze | 0,262 | 0,261 | 0,003 | 0,006 | 0,259 | 0,266 | 0,258 | 0,266
Tulpini | 0,031 | 0,031 | 0,001 | 0,001 | 0,031 | 0,032 | 0,031 | 0,032
PLH | 5061 0061 | 0001 | 0.005| 0,058 | 0,062 | 0,059 | 0,063
H. aeriene
hirsu- Flori 0,084 | 0,083 | 0,001 | 0,002 | 0,083 | 0,086 | 0,083 | 0,086
tum Frunze | 0,143 | 0,143 | 0,004 | 0,007 | 0,140 | 0,148 | 0,139 | 0,148
Tulpini | 0,017 | 0,015 | 0,004 | 0,007 | 0,014 | 0,023 | 0,012 | 0,022
P L d 0,172 | 0,173 | 0,003 | 0,005 | 0,168 | 0,176 | 0,169 | 0,177
H. aeriene
tetrapte Flori 0,352 | 0,352 | 0,003 | 0,008 | 0,349 | 0,357 | 0,348 | 0,357
rum Frunze | 0,214 | 0,215 | 0,004 | 0,007 | 0,210 | 0,215 | 0,209 | 0,218
Tulpini | 0,035 | 0,035 | 0,0004 | 0,001 | 0,035 | 0,036 | 0,035 | 0,036
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Tabelul A1.3. Statistica descriptivit a rezultat

deriva'Hl or de ‘@&lypericibechga nd énpendlen Hocul <col ect

Locuri de colectare a produsului vegetaHyperici herba
Parametrii statistici s. T',rng s. Nimoreni, S . CHa,p L
DonduHeni laloveni (centru) Cahul (sud)
Totalul de flavonoide
X 4,326 5,785 8,437
95% Limita de jos 4,263 5,525 8,349
Cl Limita de sus 4,390 6,044 8,524
SD 0,051 0,206 0,070
Me 4,330 5,782 8,447
IQR 0,082 0,324 0,117
Xmin; Xmax 4,252; 4,395 5,531; 6,109 8,328; 8,8,519
Totalul deriva™Hor de antracen

X 0,320 0,268 0,220
95% | Limita de jos 0,265 0,213 0,213
Cl Limita de sus 0,270 0,226 0,226
SD 0,001 0,002 0,004
Me 0,320 0,267 0,221
IQOR 0,002 0,004 0,008
Xmin; Xmax 0,318; 0,321 0,265; 0,271 0,212; 0,225

TabelulA14.St ati stica descriptivftl avoreaiudde atrelp
vegetalHyperici herba

Parametrii statistici Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.’”8'.
iapigenina
Con'hutul (%) c o mpu Hi | oarn cHyipmeir®id i dihrerfoblagr a s
n 6 6 6 6 6
X 2,015 0,947 0,501 0,161 0,170
95% | Limita de jos 1,940 0,914 0,424 0,153 0,150
Cl Limita de sus 2,088 0,979 0,577 0,170 0,188
SD 0,046 0,020 0,048 0,005 0,011
Me 2,014 0,947 0,498 0,162 0,170
IQR 0,081 0,036 0,089 0,009 0,020
Xmin; Xmax 12%23; 0,929; 0,967 | 0,455; 0,552| 0,155; 0,166| 0,159; 0,180
Con’hutul (%) c 0o mp u 'Hi | o rHyperitiihenhia®V dincolecHa CRPDPM
X 1,763 0,758 0,536 0,254 0,277
95% | Limita de jos 1,725 0,745 1,725 0,252 0,247
Cl Limita de sus 1,799 0,772 0,008 0,255 0,307
SD 0,023 0,759 0,030 0,000 0,018
Me 1,763 0,015 0,536 0,254 0,277
IQR 0,041 0,008 0,055 0,001 0,034
1,741;

Xmin; Xmax 0,749; 0,767| 0,505; 0,564| 0,253, 0255| 0,260; 0,296

1,783

159



Anexa 2. Anali za chimickt a produselor extra

Abundance
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Fig. A21.Gazcr omat ogr ama ul ei ul Haeriememptoaspetelde i z o |

H. perforatum col ectate din flora spon;
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40% 50% 60% 70% 70% 80%  90%
col. CSCPM

40% 50% 60% 70% 70% 80% 90%

col. CSCPM
Fig. A2.3. Readlile deidentificare a substarilel | or t anant e, ~ rHyperkit r ac

herba solu’alcoolice (A), soliilapoase (B)reacHa cu gel ati nkt (

cu alaun de fier Hi amoniu (b)

a b a b a b a b a b

Parti aeriene Parti aeriene Flori Frunze Tulpini
colectia CSCPM

Flori Frunze Tulpini

Fig. A2.4. Readlile de identificare a substariel| or t anante, ~ ™ extra
perforatum,ob’ute prin metoda de macerare: solililalcoolice (A), solilapoase (B);

reaCHa cu gel dda ndu (al)gum e fier Hi a
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TabelulA2.1.St ati stica descriptivi dapolfeeati,ul t at e
flavonoi d¢ ddd aretrriavcae n ~ rkuke din Hypedct herbae u s c a

Extractele Abaterea Intervalul Maxi- 95% ClI
etanolice/ Media | Medi- standard inter - Mini - mum Limita Limita
Concentra’ta ana guartil mum inferi- | supei-
solventului oarl oar
Tot al ul de polifenoli exprimat “n

Etanol 40% | 6,616 6,620 0,056 0,11 6,609 | 6,620 6,610 | 6,6,22

Etanol 50% | 9,916 9,914 0,240 0,48 9,892 | 9,951 9,801 | 99,42

Etanol 60% | 10,691 | 10,687 | 0,544 1,00 10632 | 10,755 | 10,634 | 10,748

Etanol 70% | 9,857 9,857 0,215 0,38 9,827 | 9,888 9,835 | 9,880

Etanol 80% | 9,636 9,636 0,217 0,46 9,609 | 9,655 9,613 | 9,660

Etanol 90% | 8,243 8,243 0,270 0,73 8,201 | 8,274 8,224 | 8,271

Totalul de flavonoide exprimat “n

Etanol 40% 8,71 8,75 0,122 0,25 8,71 8,81 8,58 8,84

Etanol 50% | 12,40 12,48 0,184 0,30 12,40 | 12,61 12,21 | 12,60

Etanol 60% | 15,09 15,07 0,120 0,09 15,09 | 15,31 1496 | 15,21

Etanol 70% | 15,54 15,54 0,111 0,25 15,54 | 15,67 | 15,43 | 15,66

Etanol 80% | 18,54 18,53 0,058 0,08 18,54 | 18,65 | 18,48 | 18,60

Etanol 90% | 17,96 18,00 0,067 0,13 17,96 | 18,00 17,89 | 18,03

Totalulderiva™™ | or de antr acen ehippricinein®a)t ~n g

Etanol 40% | 0,255 0,258 0,010 0,022 0,241 | 0,265 | 0,247 0,23

Etanol 50% | 0,372 0,382 0,016 0,033 0,350 | 0,384 | 0,359 | 0,384

Etanol 60% | 0,385 0,393 0,011 0,023 0,370 | 0,393 | 0,376 | 0,394

Etanol 70% | 0,414 0,414 0,001 0,004 412 | 0,416 0,413 | 0,415

Etanol 80% | 0,365 0,360 0.013 0,029 0,354 | 0,383 0,355 | 0,375

Etanol 90% n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a n/a

Not tzanna/lai za nu a fost efectuatt
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Tabelul A2.2.St at i

Hi

St

ca

descriptivi apolfeadtlavanade el o r
, ob’Mueexdin preduseleviegetalel s c at e

der dgeaantracen

de H. perforatum prin metoda de macerare

Extractele uscate din produsele vegetale dé. perforatum
- g P LK P K Flori Frunze Tulpini
Parametrii statistici aeriene aeriene
N (flora (flora (flora
(colechd (flora spont spot ant sport ant
CnPDRPRN sport ant P P P
Tot al ul de polifenoli e X p(mg /gnextract usna} e ¢ h
n 6 6 6 6 6
X 108,321 108,176 150,951 115,343 33,507
95% Limita de 105,020 106,780 150,442 114,798 33,406
Cl jos
Limita de 111,623 109,572 151,461 115,888 33,608
sus
SD 0,096 1,330 0,485 0,519 0,096
Me 108,325 108,425 150,915 115,110 33,485
IQR 6,94 2,77 0,84 1,03 0,16
Xmin; Xmax 104,68; 106,40; 150,35, 114,92; 33,39; 33,65
111,90 109,61 151,70 116,10
Total ul de flavonoide expri mat
X 12,573 10,783 14,470 13,361 5113
95% | Limita de 12,335 10,401 14,357 13,173 4,936
Cl Jos
Limita de 12,811 11,165 14,582 13,550 5,291
Sus
SD 0,227 0,364 0,103 0,179 0,168
Me 12,650 10,60 14,47 13,32 5.070
IQR 0,49 0,75 0,24 0,30 0,37
Xmin; Xmax 12,29; 12,78| 10,50; 11,25|14,35; 14,59| 13,14; 13,63| 4,95; 5,32
Totalulderiva™™Hl or de antracen expri mat
X 0,435 0,287 0,839 0,269 0,0356
95% | Limita de 0,432 0,283 0,831 0,268 0,0355
Cl Jos
Limita de 0,437 0,291 0,847 0,271 0,0360
Sus
SD 0,003 0,005 0,010 0,001 0,0005
Me 0,437 0,289 0,845 0,269 0,036
IQR 0,007 0,011 0,022 0,004 0,001
Xmin; Xmax 0,431;0,438| 0,280; 0,292| 0,826;0,848 0,268; 0,272| 0,035; 0036
N o t chledia C COP D P Modusle vegetat colectaedincole a CCPDPM, USMF , , Ni

Testemia nu 0; Mt @inpdr osdpuos el e vegetale colectate din

164



Tabelul A2.3. Timpul de reten'H e

Hi alorivinloar pgilcawroinoi de

" “muteedin tHyperici heebh e

uscat e,

Substarikle dereferin™H

Rutozida Hiperozida Cvercitrozida Cvercetol 13, 118 -Biapigenina
Tr (min) A (s) Tr (min) A (s) Tr (min) A (s) Tr (min) A(s) Tr (min) A(s)
2,461 525,770 3,418 852,130 3,538 97,600 6,999 1243,880 13,720 727,700
2,455 527,.020 | 3,426 867,530 3,548 93,400 6,991 1226,650 13,110 729,960
Extractul ob’Hut prin metoda de repercolare din PV colectatdin colecH a PDRM (extragenti alcool etilic de 70%)
2,456 | 3070,87329 3,311 | 3598,78076 3,542 290,10626 6,979 481,69260 13,662 289,7645
2,455 | 3073,85083 3,317 | 3592,36694 3,531 297,48032 6,938 484,80084 13,523 286,44531
2,452 | 3107,69775 3,318 | 3582,95801 3,537 303,22592 6,959 490,43454 13,632 301,30710
2,451 | 3107,06689 3,313 | 3580,42578 3,534 299,75351 6,948 490,59735 13,585 302,10101
2,448 | 3125,53345 3,310 | 3580,51050 3,543 315,85995 6,983 500,46100 13,700 298,66400
2,451 | 3127,88062 3,309 | 3565,84863 3,542 314,72086 6,976 498,38840 13,675 299,70969
Extractul ob’iut prin metoda de repercolare din B/, colectatd i n  f ra s poinatcalretilicde 0%} r agen g
2,477 | 3504,35815 3,467 | 3975,62964 3,562 171,70552 7,015 1000,01319 13,805 308,13419
2,475 | 3520,45972 3,470 | 3977,96167 3,561 169,61020 7,015 1006,26257 13,808 309,39569
2,469 | 3553,89380 3,478 | 3982,19678 3,563 182,21574 7,017 1000,21350 13,811 299,11197
2,474 | 3528,12134 3,476 | 3972,89453 3,559 181,55200 7,019 1000,97339 13,818 303,44370
2,466 | 3533,26782 3,479 | 3987,22827| 3,561 191,95648 7,016 1021,83783 13,815 302,08893
2,465 | 3532,88745 3,479 | 3997,73267| 3,560 186,36537 7,022 1031,85767 13,833 300,51041
Extractul ob"tut prin metoda de repercolare din P/, colectatd i n f ra s poinatcaplretilicde 8%} r ag e n {

2,477 | 3690,65503 3,471 | 4668,50049 3,556 201,26695 7,010 1022,65295 13,773 331,47058
2,476 | 3701,65674 3,471 | 4654,90381 3,555 203,59389 7,009 1021,67371 13,765 332,12250
2,475 | 3677,60376 3,463 | 4672,60376 3,554 201,02237 7,008 1018,44189 13,764 335,32501
2,471 | 3679,57202 3,461 | 4684,78320 3,555 208,20508 7,006 1021,45459 13,757 334,03986
2,471 | 3677,10303 3,468 | 4660,26318 3,552 216,55432 7,008 1009,75085 13,761 335,75049
2,464 | 3637,15625 3,472 | 4646,79688 3,552 194,33101 6,996 1006,64575 13,738 332,42001
Extractul ob"Hut prin metodademacerarefracHonat £ c u \4 gpledtaadineoledH an PORM (extragenti alcool etilic de 70%)
2,453 | 3040,45923 3,301 | 3370,21313 3,553 255,96628 6,986 729,84717 13,719 321,87933
2,447 | 3070,14307 3,352 | 3377,83691] 3,552 255,83505 6,987 714,60541 13,716 324,50162
2,449 | 3941,57910 3,327 | 3421,96094 3,554 272,31339 6,987 716,59943 13,730 326,12119
2,450 | 3030,58301] 3,324 | 3324,32666 3,550 282,50092 6,980 716,68036 13,705 326,49573
2,446 | 3020,49951] 3,296 | 3354,70508 3,545 267,63565 6,984 704,62909 13,713 328,45343
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SubstariEle dereferin™H
Rutozida Hiperozida Cvercitrozida Cvercetol 13, 118 -Biapigenina
2,450 | 3046,43408 3,307 | 3346,96680 3,508 | 267,54395 6,974 | 705,51465 13,691 | 326,44678
Extractul ob"ut prin metodade macerarefralHonat £ cu \gcpiedtabdineE | dr a P p o nt aafchol efilie de 70%x g ¢
2,450 | 2729,46875 3,310 | 3231,44360 3,511 167,32599 6,985 202,59575 13,698 152,93106
2,449 | 2720,04639 3,308 | 3279,23120 3,516 163,01968 6,986 200,176621 13,693 151,82706
2,442 | 2790,12109 3,327 | 3111,10156 3,521 154,02625 6,972 196,33505 13,675 146,22784
2,447 | 2786,16284 3,311 | 3095,79370 3,530 157,14487 6,975 198,35989 13,673 146,30121
2,446 | 2747,48975 3,327 | 3239,04199 3,518 147,27257 6,978 198,85213 13,693 151,91479
2,449 | 2747,79712 3,325 | 3244,14941 3,543 153,72540 6,981 199,44199 13,683 151,71440

Tabelul A2.4. Timpul de reten’té a substarielor-standard K deriva’hbr de flavonol,” n e x t r a c t'lutealin Hyperi@a flores o b

Compukii He referin

Rutozida Hiperozida Cvercitrozida Cvercetol 13, 118 -Biapigenin

Tr (min) A (s) Tr (min) A(s) Tr (min) A (s) Tr (min) A(s) Tr (min) A (s)
2,461 525,770 3,418 852,130 3,538 97,600 6,999 1243,880 13,720 727,700
2,455 527,020 3,426 867,530 3,548 93,400 6,991 1226,650 13,110 729,960

Extractul uscat din flori de H. perforatum, coledate din coleéH a  C f, OFMW# ,,Nicolae Testenil n u 6 6

2,418 1756,040 3,196 3378,910 | 3,611 228,700 6,915 667,430 13,514 514,660
2,428 1740,970 3,204 3413,220 | 3,621 213,110 6,912 669,940 13,500 506,880
2,423 1777,050 3,205 3386,090 | 3,618 223,250 6,923 695,650 13,545 518,210
2,418 1779,600 3,203 3370,030 | 3,616 238,750 6,931 698,660 13,576 522,890
2,417 1792,450 3,209 3363,900 | 3,616 231,033 6,936 694,960 13,581 502,040
2,417 1810,693 3,203 3356,150 | 3,615 229,820 6,934 697,580 13,576 507,110
Extractul uscat din flori de H. perforatumcoled at e din fl ora spontant
2,424 2067,930 3,234 3474,780 | 3,622 343,430 6,937 1414,450 13,583 1255,230
2,425 2103,630 3,239 3461,590 | 3,624 353,900 6,941 1404,950 13,592 1256,430
2,421 2086,640 3,231 3423,910 | 3,613 338,820 6,938 1442,800 13,601 1287,700
2,428 2092,240 3,242 3438,940 | 3,622 342,800 6,943 1445,700 13,602 1282,550
2,429 2157,990 3,246 3467,070 | 3,621 386,600 6,948 1481,180 13,604 1303,420
2,428 2150,960 3,239 3471,900 | 3,617 3896,096 6,946 1480,590 13,604 1298,570
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Tabelul A25.St a

tistic

a descriptdhyvitumom efzludv an @il de

uscate, obtute prin repercolare din Hyperici herba

Parametrii statistici Rutozida Hiperozida | Cvercitrozida Cvercetol 13,118 -
biapigenina
Extract uscat din PV col ed aleoletilicdenB0% | or ;
n 6 6 6 6 6
X 8,651 3,411 0,845 0,899 0,391
95% | Limita de jos 8,558 3,400 0,823 0,847 0,373
Cl Limita de sus 8,744 3,422 0,867 0,950 0,407
SD 0,088 0,010 0,020 0,049 0,016
Me 8,695 3,410 0,845 0,925 0,400
IQR 0,128 0,018 0,033 0,099 0,032
Xmin; Xmax 8,490; 8,723| 3,400; 3,427 | 0,811;0869 | 0,835, 0,937 | 0,369, 0,403
Extract uscat din PV col ed talaobletlidde70% | o r 3
X 8,255 2,829 0,747 0,823 0,371
95% | Limita de jos 8,202 2,680 0,716 0,812 0,355
Cl Limita de sus 8,308 2,978 0,778 0,832 0,387
SD 0,050 0,141 0,029 0,009 0,015
Me 8,241 2,883 0,749 0,832 0,368
IQR 0,086 0,100 0,055 0,018 0,031
Xmin; Xmax 8,190; 8,329| 2,540; 2,890| 0,710; 0,790 0,810; 0,354, 0,390
Extract uscat din PV dincolec(Ha CR PDP M, i aloodl etilic des70%
X 7,172 2,565 1,252 0,392 0,349
95% | Limita de jos 7,121 2,536 1,205 0,386 0,338
Cl Limita de sus 7,221 2,593 1,300 0,398 0,360
SD 0,047 0,026 0,045 0,005 0,010
Me 7,178 2,554 1,279 0,392 0,352
IQOR 0,064 0,030 0,079 0,012 0,022
Xmin; Xmax 7,089; 7,226| 2,546; ,6189 | 1,181;1,284| 0,355; 03,99 | 0,335; 0,360
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Tabelul A26 St

uscate ob’tute din Hyperici herbaH i

atisti

ca

descripti v tlavanoideé nuletx & tr al «
Hipemnci floresprin metoda de macerare

faccHonatt cu agitare
Parametrii statistici Rutozida Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi IS.’”8-.
iapigenina
Hyperici herba,PVdi n f | or a s p oinalcaohetilicde @0%t r ag e n
n 6 6 6 6 6
X 6,413 2,264 0,649 0,161 0,177
95% | Limita de jos 6,338 2,130 0,616 0,159 0,173
Cl Limita de sus 6,487 2,399 0,681 0,161 0,179
SD 0,070 0,128 0,030 0,001 0,002
Me 6,387 2,320 0,652 0,161 0,178
IQR 0,127 0,140 0,051 0,001 0,006
Xmin; Xmax 8,490; 8,723| 2,011; 2,324 | 0,604; 0,682| 0,159, 0,162 | 0,173; 0,179
Hyperici herba,PV dincolecHa CHQ PDP M, i alocodl etilic des70%
X 7,019 2,390 1,084 0,569 0,380
95% | Limita de jos 6,986 2,339 1,041 0,561 0,377
Cl Limita de sus 7,053 2,440 1,128 0,577 0,383
SD 0,031 0,047 0,041 0,007 0,002
Me 7,013 2,399 1,088 0,568 0,381
IQR 0,031 0,052 0,077 0.012 0,004
Xmin; Xmax 6,989; 7,079 2,300; 2,442| 1,039;1,147| 0,563; 0,583 | 0,376, 0,384
HypericifloresPV di n f |l or a s p alooblatiicide 80% Xt r a g e
X 4,919 2,543 1,471 1,192 1,492
95% | Limita de jos 4,677 2,519 1,353 1,169 1,409
Cl Limita de sus 5,161 2,566 1,588 1,215 1,575
SD 0,230 0,022 0,112 0,012 0,079
Me 4,996 2,540 1,471 0,572 1,494
IQR 0,343 0,034 0,244 0,023 0,166
Xmin; Xmax 4,495; 5,106| 2,507; 2,572 | 1,339; 1,596| 0,552; 0,583 | 1,390; 1,564
Hyperici flores, PVdincolecHa CR/R P DP M, i aloodl etikc des8Bi%b
X 4,251 2,502 0,961 0,570 0,618
95% | Limita de jos 4,194 2,471 0,917 0,557 0,610
Cl Limita de sus 4,308 2,533 1,005 0,582 0,626
SD 0,054 0,029 0,042 0,012 0,007
Me 4,243 2,514 0,951 0,572 0,615
IQR 0,094 0,059 0,079 0,031 0,015
Xmin; Xmax 4,175; 4,329| 2,464; 2,533| 0,920; 1,028| 0,552, 0,583 | 0,610; 0,628
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e

e&?}fgc' 60 45 30 15

A\

Fig. A2.5. Optimizarea metodei de oblere a extractelor uscateob’ute din Hyperici

flores, prin macerarefracHonat £ cu agi tar e
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Tabelul A2.7.

extractele uscate dirHyperici flores,” n fHenade or di nea <ci c | Tl
Parametrii statistici N u mt deaotdine al ciclului de extrac'te
| | I | 1l | v | v
Timpul de extrac’'té d unui ciclu, 60 min
n 9 9 9 9 9
X 31,746 13,437 5,685 2,471 1,182
95 Limita de jos 30,947 13,265 5,453 2,390 1,150
0,
C/?I Limita de sus 32,546 13,609 5,917 2,551 1,213
SD 1,040 0,223 0,301 0,104 0,041
Me 32,440 13,290 5,760 2,470 1,160
IQOR 2,080 0,510 0,675 0,240 0,090
Xmin; Xmax 30,36; 32,44| 13,29;13,80| 5,29;5,99 2,35:2,59 | 1,15;1,24
Totalul de flavonoide , .
(Mediana, mg/g) 55, 35 mg n echivalentul r
Timpul de extrac’'té d unui ciclu, 45 min
X 32,143 11,426 4,066 3,150 1,153
95 | Limita de jos 31,461 11,124 3,969 3,076 1,133
% | Limita de sus 32,825 11,728 4,163 3,223 1.173
Cl
SD 0,887 0,393 0,126 0,095 0,026
Me 32,45 11,530 4,130 3,150 1.160
IQR 1,98 0,89 0,23 0,22 0,06
Xmin; Xmax 31,00; 32,98 | 10,93;11,82| 3,90;4,17 | 3,04;3,26| 1,12;1,18
Totalul de flavonoide , .
(Mediana, mg/g) 52,42 mg n echivalentul r
Timpul de extrac’té d unui ciclu, 30 min
X 29,766 12,450 3,090 2,133 1,703
95 | Limita de jos 29,316 29,316 2,933 2,089 1,640
% | Limita de sus 30,217 30,217 3,247 2,177 1,766
Cl
SD 0,585 0,233 0,204 0,057 0,081
Me 30,020 12,58 3,150 2,100 1,670
IQOR 1,28 0,49 0,46 0,12 0,18
Xmin; Xmax 29,00;30,28 | 12,14; 12,63 | 2,83;3,29 | 2,09;2,21| 1,63;1,81
Totalul de flavonoide , .
(Mediana, mg/g) 49,52 mg n echivalentul r
Timpul de extrac’'té d unui ciclu, 15 min
X 25,117 9,236 5,173 3,146 2,573
95 | Limita de jos 23,869 8,956 5,143 3,073 2,543
% | Limita de sus 26,363 9,516 5,203 3,220 2,603
Cl
SD 1,622 0,039 0,039 0,095 0,039
Me 25,630 9,27 5,170 3,200 2,570
IQOR 3,64 0,84 0,09 0,20 0,09
Xmin; Xmax 23,04; 26,68 8,80; 9,64 5,13; 5,22 3,02; 3,22 | 2,53; 2,62
Totalul de flavonoide , .
(Mediana, mg/g) 45,84 mg n echivalentul r
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TabelulA2.8.St at i sti cardeskrapéeli ot deter mi dir i i

extractele uscate dirHyperici flores,” n fHenade or di nea <ci cl Tl
.. o N u mt daptdine al ciclului de extrac'té
Parametrii statistici
[ | Il | I | v | v
Timpul de extrac’lé d unui ciclu, 60 min
n 9 9 9 9 9
X 56,516 22,283 11,230 5,543 3,856
95 |Limita de jos 55,692 21,883 11,118 5,358 3,816
% |Limita de sus 57,340 22,683 11,342 5,728 3,897
Cl
SD 1,071 0,519 0,145 0,240 0,052
Me 57,16 22,29 11,29 5,43 3,87
IOR 2,21 1,18 0,32 0,52 0,12
Xmin; Xmax 55,09; 57,30| 21,64;22,88| 11,04;11,36| 5,34;5,86 | 3,79, 3,91
Totalul , mg/g 100,04 mg “n echivalentul ac
. Timpul de extrac'ké d unui ciclu, 45 min
X 57,446 19,426 7,956 6,813 3,176
95% | Limita de jos 56,634 19,269 7,840 6,647 2,863
Cl Limita de sus 58,259 19,583 8,073 6,979 3,490
SD 1,057 0,204 0,151 0,215 0,407
Me 57,40 19,51 7,96 6,69 3,21
IOR 2,44 0,45 0,35 0,45 0,94
Xmin; Xmax 56,25; 58,69| 19,16; 19,61| 7,78; 8,13 6,65; 7,10 | 2,69; 3,63
Totalul , mg/g 94,77 mg “n echivalentul aci
Timpul de extrac'k d unui ciclu, 30 min
X 56,816 24,583 6,740 4,890 3,753
95% | Limita de jos 56,409 24,425 6,561 4,744 3,749
Cl Limita de sus 57,223 24,741 6,918 5,035 3,757
SD 0,529 0,205 0,232 0,188 0,005
Me 56,77 24,62 6,69 4,79 3,75
IOR 1,22 0,47 0,53 0,40 0,01
Xmin; Xmax 56,23; 57,45| 24,33; 24,80| 6,50; 7,03 4,74;5,14 | 3,75; 3,76
Totalul , mg/g 96,62 mg “n echivalentul aci
Timpul de extrac’'té d unui ciclu, 15 min
X 53,483 19,570 10,760 7,010 5,460
95% | Limita de jos 50,880 19,118 10,702 6,917 5,371
Cl Limita de sus 56,085 20,021 10,817 7,102 5,548
SD 3,385 0,587 0,075 0,120 0,114
Me 54,08 19,69 10,81 6,94 5,51
IOR 7,75 1,34 0,15 0,25 0,25
Xmin; Xmax 49,31; 57,06| 18,84, 20,18| 10,66; 10,81| 6,92;7,17 | 5,31, 5,56
Totalul , mg/g 97,03 mg “n echivalentul aci
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extracte uscate
Tabelul A3.1. Determinarea ecuzH e i de regresie liniart

flavonoi de, “~ n e’kberremeddaHuperforatsnt at di

Nr o o Ty o G

d/o g/l 2| Sm
1 1 0,105 0,105 1 0,011
2 2 0,219 0,438 4 0,048
3 3 0,324 0,972 9 0,105

1 4 4 0,434 1,736 16 0,1884
5 5 0,543 2,715 25 0,2948
6 6 0,646 3,876 36 0,4173
7 7 0,754 5,278 49 0,5685
X 28 3,025 15,12 140 1,633
1 1 0,106 0,106 1 0,0112
2 2 0,218 0,436 4 0,0475
3 3 0,334 1,002 9 0,1116

> 4 4 0,440 1,76 16 0,1936
5 5 0,545 2,725 25 0,297
6 6 0,659 3,954 36 0,4343
7 7 0,749 5,243 49 0,561
X 28 3,051 15,226 140 1,6562
1 1 0,107 0,107 1 0,0114
2 2 0,216 0,432 4 0,0467
3 3 0,334 1,002 9 0,1116

3 4 4 0,438 1,752 16 0,1918
5 5 0,543 2,715 25 0,2948
6 6 0,656 3,936 36 0,4303
7 7 0,749 5,243 49 0,561
X 28 3,043 15,187 140 1,6477

Tabelul A3.2 Rezultateleparametrilor de lini aritate ale metodei spectrofotoméice de

dozare a flavonoidelor n e xt r act u'Haenesec at di
Parametrul de liniaritate
Det er mi n Coeflc[(‘entul de Coeﬁuentulzde Panta, a | Intercep’i, b
coreld’té (rxy) regresie R
1 0,9999 0,9999 0,1079 +0,0007
2 0,9996 0,9992 0,1079 +0,0041
3 0,9997 0,9994 0,1077 +0,004
Media 0,9997 0,9995 0,10783 0,0029
Devia'la standard 0,00015 0,00036 0,0001 0,001
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Tabelul A3.3. Determinarea ecuaH e | de regresie |liniart
“"n extractul H pedaatumdi n f |l or i
Nr. o I R
d/o mg ml i e 8 o e
1 0,028 0,078 0,0022 0,0008 0,0061
2 0,032 0,089 0,0028 0,0010 0,0079
3 0,036 0,102 0,0037 0,0013 0,0104
4 0,04 0,112 0,0045 0,0016 0,0125
1 5 0,044 0,126 0,0055 0,0019 0,0159
6 0,048 0,136 0,0065 0,0023 0,0185
7 0,06 0,167 0,01 0,0036 0,0279
X 0,288 0,81 0,0353 0,0125 0,0992
1 0,028 0,082 0,0023 0,0008 0,0067
2 0,032 0,088 0,0028 0,0010 0,0077
3 0,036 0,101 0,0036 0,0013 0,0102
> 4 0,04 0,11 0,0044 0,0016 0,0121
5 0,044 0,124 0,0055 0,0019 0,0154
6 0,048 0,137 0,0066 0,0023 0,0188
7 0,06 0,169 0,0101 0,0036 0,0286
x 0,288 0,811 0,0353 0,0125 0,0995
1 0,028 0,080 0,0022 0,0008 0,0064
2 0,032 0,088 0,0028 0,0010 0,0077
3 0,036 0,103 0,0037 0,0013 0,0106
3 4 0,04 0,111 0,0044 0,0016 0,0123
5 0,044 0,125 0,0055 0,0019 0,0156
6 0,048 0,136 0,0065 0,0023 0,0185
7 0,06 0,168 0,0101 0,0036 0,0282
X 0,288 0,811 0,0353 0,0125 0,0994

Tabelul A3.4. Rezultatele parametrilor de liniaritate de metodei spetrofotometrice la

extractu

dozarea flavonoidel or, “'n
Parametrul de liniaritate
Deter mir Coeflcn,—:‘-ntul de Panta, a Intercep’ta, b
coreld’te, ryy
1 0,9990 2,8067 +0,0002
2 0,9977 2,8109 +0,0002
3 0,9987 2,7993 +0,0007
Media 0,998 2,8056 0,00(¢
Devid'la standard 0,00 0,001 0,008
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Tabelul A35. Rezultatelee v a | préciziei intermediare a metodei dedozare a

totalului de f | av on o HypericiherbaHHypericirflarest e | e
Analitic Extractul uscat din Extractul uscat din
Hyperici herba  (5mg/ml) Hyperici flores(1 mg/ml)
Ziua | Ziva all-a Ziua | Zivaall-a
Parametrii C, mglg C, mglg C, mglg C, mg/g
statistici | extract uscat | extract uscat extract uscat extract uscat
n 6 6 6 6
36,297 35,087 51,092 49,767
35,851 35,150 50,209 50,209
Analiticul 1 35,660 36,106 50,650 50,650
35,787 35,341 50,209 51,092
35,723 36,297 51,092 50,650
35,914 35,194 51,092 50,209
X 35,872 35,529 50,724 50,429
95 % | Limita de jos 35,633 34,972 50,268 49,943
Cl Limita de sus 36,110 36,086 51,179 50,915
SD 0,226 0,530 0,434 0,463
Me 35,819 35,267 50,871 50,429
IQR 0,302 1,019 0,883 0,662
Xmin; Xmax 35,660; 36,297 35,087; 38, 297| 50,209;51,092| 49,767;51,092
RSD, % 0,630 1,419 0,855 0,918
P 0,029 0,227
35,023 35,372 49,326 50,209
Analiticul 1 34,513 35,341 49,326 49,326
35,533 34,813 50,209 50,650
34,768 34,895 50,209 49,326
35,277 35,150 49,767 49,767
34,895 35,023 49,767 49,767
X 35,001 35,099 49,767 49,840
95 % | Limita de jos 34,619 34,857 49,352 49,299
Cl Limita de sus 35,383 35,340 50,181 50,382
SD 0,364 0,230 0,394 0,516
Me 34,959 35,086 49,767 49,767
IQR 0,636 0,474 0,883 0,516
Xmin; Xmax 34,513; 35, | 34,813; 35,372| 49,326;50,209| 49,326, 59,650
372
RSD, % 1,039 0,655 0,791 1,035
P 0,520 0,867
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Anexa4. Activit L"Harmacologice de produselor extractive

Tabelul A4.3. Capacitatea extractelor uscate dehelare aionilor de Fe&* in vitro

Capacitatea de chelare a fierului, %
Parametrii statistici Extract din Extract din
- e EDTA
Hyperici herba Hyperici flores

n 9 9 9
X 35,94 45,80 99,06
95 % CI Limita de jos 34,07 44,30 98,55
Limita de sus 37,81 47,29 99,56
SD 2,428 1,942 0,653
Me 35,63 45,98 99,33
IQR 3,90 2,98 1,28

Xmin; Xmax 32,02; 39,60 42,70, 49,10 98; 99,76
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TabelulAd . 1. Activitatea anti,det@eami baateptri a
DPPH
N DPPH, IC50 g / ml
Parametrii statistici Extract din Extract din
e g Trolox
Hyperici herba Hyperici flores
n 9 9 9
X 22,52 13,35 4,13
95 % Cl | Limita de jos 18,48 12,49 3,41
Limita de sus 26,56 14,23 4,86
SD 5,252 1,133 0,941
Me 22,15 13,08 4,18
IQR 11,11 1,125 1,810
Xmin; Xmax 15,08; 28,88 11,67; 15,48 2,98, 5,17
TabelulA4 . 2. Acti vi t atdractelarnscated eit @ a mi hat BABISEi n |
ABTS, OM TE/ g mast
Parametrii statistici Extract din Extract din
Hyperici herba Hyperici flores
n 9 9
X 23,68 28,79
95 % CI Limita de jos 22,27 28,71
Limita de sus 25,08 28,80
SD 1,824 0,114
Me 23,12 28,80
IQR 5,87 0,16
Xmin; Xmax 22,47, 28,34 28,58, 28,96
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MD 2004, Chisinau, bd. Stefan cel Mare si Sfant, 165; tel. (+37322) 20-57-01; fax: (+37322) 24-23-44; rector@usmf.md: www.usmf.md
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Aviz favorabil al
Comitetului de Etici a Cercetirii

La Proiectul stiintific de doctorat cu titlul wHypericum perforatum L. — sursd de noi
Sorme farmaceutice”, realizat de Anna Benea; conducitor stiintific: Nistreanu Anatolie -
doctor in stiinte farmaceutice, profesor universitar; consultant stiintific: Parii Sergiu - doctor
in stiinte medicale, conferentiar cercetitor.

Comitetul de Eticd a Cercetirii USMF ,,Nicolae Testemitanu™ , examinand la sedinta din
16 martie 2015 urmitoarele documente:

1. Forma de solicitare pentru evaluare etici a cercetirii.

2. Protocolul proiectului.

3. Adnotarea la teza de doctor in stiinte medicale.

4. CV-urile conducitorului stiintific, consultantului stiintific si al doctorandului.

A decis cd proiectul de cercetare ,,Hypericum perforatum L. — sursd de noi forme
Jarmaceutice”, corespunde exigentelor etice.

Lista nominald a membrilor CEC prezenti in sedinta: Curocichin Ghenadie, Gramma
Rodica, Nacu Viorel, Betiu Mircea, Diug Eugen, Tagadiuc Olga, Paulescu Andrei, Rusu
Natalia, Nemerenco Ala, Rojnoveanu Gheorghe, Gavriliuc Mihail.

Pregedintele
Comitetului de Eticd a Cercetirii Mihail Gavriliuc

S

Ad.1 Avi zul Co mi t, @3M& ),Nicolae destentdst ni ucot
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Tabelul A4.4.

Statistica

d e s c"Hnii pxtracteldr usaatedireypetict at e |

flores'HHyperici herbaasupra edemulujindusdeh i st ami nt

177

Loturile experimentale Parametrii satistici (n=5) Extinderea Inhibi "ta
edemului, % edemului, %
1. Lotul-martor i intraplantar| y 5,034
0,1 ml ser fiziologic de 0,9% | 95 % CI | Limita de jos 0,541
(n =5). Limita de sus 9,526
SD 3,618 b
Me 6,11
IQR 6,58
Xmin; Xmax 0,49; 9,74
2. Lotul de control i |y 44,20
intraperitoneal, 1 ml s 95% Cl | Limita de jos 34,373
fiziologic d Limita de sus 54,026
intraplantar, 0,1 ml soli¢ de| Sp 7,914 b
hi stami mES5.de 1 Mme 45,23
IQR 12,555
Xmin; Xmax 31,02; 51, 50
3. Lotul de referinH i | X 22,146 49,898
intraperitoneal, 1 ml solté de o595 T imita de jos 19,110 43,027
diclofenac de sodiu, 50 mg/k ¢ Limita de sus 25,181 56,768
Hi, intrapl ®ddgy 2;145 5'533
hi stami me5.de 1 Me 2’1’54 51"270
IQR 4,635 10,49
Xmin; Xmax 18,99; 24,69 44,14, 57,04
4. Lotul experimental i 1 ml Y 24,680 44,202
extract uscat (100 mg/kg) din ["g5 g4 Cj Limita de jos 19,189 31,783
Hypericiherba( T | or a Limita de sus 30,170 56,620
intraperitontdd ) 4421 10.001
de histamint Me 2;5,15 43',30
(n=5). IQR 7,435 16,825
Xmin; Xmax 18,72; 30,89 30,11, 57,65
5. Lotul experimental T 1 mi Y 28,192 39,330
extract uscat(100 mg/kg) din Fgo57o4c1 ™ T Limita de jos 22,553 27,196
Hypericiflores(f | or a s Limita de sus 33,830 51,463
intraperiton@dd ) 4:541 9'772
de histamint Me 2;326 3519
(n=5). IOR 7,62 16,40
Xmin; Xmax 24,00; 35,46 23,69; 48,35
6. Lotul experimental T 1 ml Y 28,334 35,894
extract uscat (100 mg/kg) din[ 9504 CI | Limita de jos 21,392 20,188
Hyperici  herba  (colecld Limita de sus 35,275 51,599
CkPDPM), intr/gp 5,590 12,648
0,1 ml soltH e de hi Me 25,950 41,290
1%, intraplantar(n =5). IOR 10,44 23.62
Xmin; Xmax 23,03; 36,15 18,21; 47,89
7. Lotul experimental i 1 ml | y 32, 21N2 27,130
extract uscat (100 mg/kg) din ["g5 o Limita de jos 26,069 13,239
Hyperici  flores  (colecHd | ¢ Limita de sus 38,346 41,021
CkPDPM), intrigy 4,943 11,187
01 misoliHe de hi —uo 3’1 95 27’ 71
1%, intraplantafn =5). IOR 8,2575 20”31
Xmin; Xmax 24,86; 36,83 16,67; 43,76
NotAd=5inumbtrul de animale “n 1| ot




Anexab. Proiectuldemonogr afi e flgprrmadaucspdiudt vae get ail AF

Hyperici perforati floresod

PROI ECT DE MONOGRAFI E FARMACOPEI CI

FIl or i de sunttoare [ F [-@8/
Hyperici flores Se pune “n aplicare pr
Pux" n aplicart
A 0 20
Val ap@ntt |
A 0 20

monografie farmacopei ctFlroag!| adme stue
faza de “"nflorire 'Hi uscate d

Prezent a

T inflorescerk colectate’ n

Hypericum perforatunl. (Hypericaceae). Céhie cel plid 6% cef | avonoi de, e X
rutozida( #q 3of15s f . m. 611) .
EdidHe of i ci al t Reproducere inter
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SPECIFICAHE
pentru produsul vegetal

Fl or i de sunttoare
Hyperici perforati flores

Caracteristici Met ode de Condi"iHde admisibilitate
Descriere Ph. Eur., ed. 6, Produs .Flnotrrielge s u
supliment 6.2, inflorescerelcorimbiforme, cé o r m¢
07/2008:1438, p. 3839; panicule.Flori actinomorfe, pentamert
FS X1V, vol.al IV -a, Bractee lanceolate, acute. Caliciu forn
p. 6074, din cinci sepale lanceolate, a3t

FR, ed. aX-a, p. 483 nefimbriate, glabre, cu pur
transl uci dei, cHipumte

negr e. Corol a, f
galbera ur i i, care p,f
puncte brumegricioase. Numeroas
stamine, cu fil an
fascicule. Miros slab, specific. Gust
extractului apos T ambtr u il
astringent.

Produs "Wnt Anestec  de
infloresceriel cor i mbi for
boboci florali,pedunculi, petale, stamir]

Hi antere.

Pulbere. La examinarea pulberii di
flori sub?X baup &ub
stereomicroscop (1P , s e
fragmente de boboci florali de culoag
galbenc af eni e; pet ad

lor d e cul oare-gégéab
cafenie; cu puncte negre sau foridai
oval e, uHor vi zil
fragmentate. Culoarea pulberii orai
verzuie; mirosul slab, caracteristi
gustul extractului apos a mt r Ul

astringent.
Caractere Ph. Eur., ed. 6, Structuri secretoare pe sepaldargle
microscopice supliment 6.2, negre ovale pe apexul limbului situg
07/2008:1438, p. 3840; rar pe margig;, buzunaretranslucide de
FS XIV, vol. IV, p. formk alungi ttit THi
6076 un con'H nut gal b

Structuri secretoare pe petalglande
negre sferiforme, localizate pe margin
obl ict a petal el
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Caracteristici Met ode de Condi"Hde admisibilitate
oval e Hi canal e s
nervuri. Cn epi der ma
0 b s e omohlaste;mper#epidermei
CU un contur sinuos.

Identificare Ph. Eur., ed. 6, Prin CSS “"n prod

supliment 6.2, flori s-au identificat: rutozida
07/2008:1438, p. 3840; hiperozida, izocvercitrozida

Reacdlcalitative

cvercitrozidg acidul clorogenic, acidu

cafeic, hipericina; prin redd de

identificarei substaiele tanante.
Masa corfhutului FS XIV Vol. |, p. 171; | Masa coftdutului ambalajului
ambalajului Far macopeedindvidualt r ebui e $hbh #i

vol. 2,2007, p. 58

cel mult 52,5 g. Masa medie 4
coniutului pentrul0 ambalaje trebui
st fi&ncdB, uHi ¢

Pierdere prin uscare

Ph. Eur., ed.6,
01/2008:20232, p. 53,;
FS XIV Vol. |, MF
1.2.1.0010.15

Celmult 13%.

CenuHLE t ¢

Ph. Eur., ed. 6,
01/2008:20416, p.116

Cel mult 14%.

CenuHL i ns|Ph Eur,ed.6,vol 1, | Cel mult8%.
acid clorhidric de 01/2008:20801, p.249
10%

Gr ad de'Hemy Ph. Eur., ed. 6,0l 1, Cel mult 5% dih fragmentele ce trec pri
Produs “~nt |2232p.52 S i dudrificii de 1 mm.
ProdusWw mtr | FS XIV, vol ll, MF Cel mult 5% din particulele ce nu tre

1.5.3.0004.15 prin sit_cu orificii de 7 mmgel muk 5%
din fragmentele ce trec prin isit
orificii de 0,5 mm.
Pulbere Cel mult 5% din particulele ce nu tre
prin sitcu orificii de 2 mm; cel mult 59
din particulele ce trec prin kit c u
de 0,18 mm.
| mpu’Hi t { FS XIV, vol. Il, MF Cel mult 2%
Al t evalpplantei 1.5.3.0004.15
(frunze, tulpini, fructe)
Flori decolorate Cel mult 3%
Produseorganice Cel mult 1%
Produse minerale Cel mult 1%

Metale grele

FS X1V, vol. I, MF
1.5.3.0009.15

Pbi cel mult 6,0 mg/kg
Cdi cel mult 1,0 mg/kg
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Caracteristici Met ode de Condi"Hde admisibilitate
Hg1 cel mult 0,1 mg/kg
FR, ed. X, p.420 Cel mult 0,04%
Radioizotopi FS X1V, vol.al ll, MF Limitele  corildutului  permis de
1.5.3.0001.15 radioizotopi’" n pr odusul

Cs13771 cel mult 400 Bg/kg:
Sr-907 celmult 200 Bg/kg

Reziduuri de pesticide

Ph. Eur., ed. 6, vol. 1,
01/2008:20813, p. 252;
FS X1V, vol. 11,
1.5.3.0011.15;

Far macopees:s
(5.1.8)

Determinar ea s e
cerirfelor Ph. Eur. 2.8.13; FS XIV M
1.5.3.0011.15

Contaminare

mi crobi a
- total microorganisme
aerobe (NTMA) n
1,0g de produs

Ph. Eur. (2.6.12, 2.6.13
5.1.4)
Far maco P eec¢
(5.1.8)

Cel mult 10.

-total | ev( Cel mult 10.
(NTLF) " &,0gde
produs
- Escherichia coli n Cel mult 16.
1 g de produs
Dozarea FarmacopeeBe |l ar|Tot al ul de fl avo

totalului de flavonoide | 2007, p. 347 rut ozi diL’jHden6d. mai
FS X1V, Vol IV, p.6081
Ambalare COlte 50 g de p Flord
- ambalaj primar GOST 724790 de suntt oaflores pHogdys

- ambalaj secundar

GOST 793389 sau
GOST 123042006

vegetal 5000 g e ambal eaz
hortie al bt sau b
Pungil e, cu pribd
instrucldnea de administrare, 4
pl aseazt “n cut i

l tcuite Honaotef e ® i
conform specificdd e i produ

Marcare FS X1V, vol. I, MF Conform cerifelor MF 1.1.0019.15.
1.1.0019.15
Condi"Hde depozitare As e p tteniperatuadesub 25C.
Termen de 2 ani
valabilitate

Grupa farmacotera-
peutict Ki

XNF Produse fitoterapice
antiinflamator, antioxidant
antibacterian
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Descriere

Pr odus "HnAmestet de infloresc8 cor i mbi f or me, flordi
peduncul i, pet al e, actmdmarfe, perdamdrdbractee naneeolage, acufel o r
Caliciu format din cinci sepale lanceolate, akeunefimbriate, glabrecu puncét r ans | uc i
pe marginicupunctcnegr e. Corol a, fofamati dipmeZzimetalp
brunnegr e. Numeroase stamine, cu filamente cc

Miros slab, specific. Gustul extractulaiposi a mt r Ul astringemt.

Pulbere. La examinarea pulberii din flori cu ajutorul lupei {18au al stereomicroscopului

(16 , sfmgmeritedde boboci florali, de culoaregateea f eni e; pet al e 'Hi
cul oare ga&ll tbaun te,, alalf eni e; CcHu mpiu nocvt &el en,e gu Ko rs
separate THi f r a g mein orangfverzuie; BGinokstala, rcaraterigtial Igustalr i i

extractului apo$ a mt r Ui astringeunt.

Caractere microscopice

Sepalele sunt alunglianceolate, cu glande negre ovale pe apexul limbului, rare pe margini;

buzunarele transluci deedreffoamé ab uummi ¢ dn "Hi

"ntre nervuri pe toatt supraf a’'Ha. Pentru
sferiforme, | ocalizate pe marginea oblict a
canalelelesecteoar e sunt | ocalizate “"ntre nervuri

Identificare a principiilor active
Cromatograf ile(CS8 strat sub
Solula-test Cnrum  bal on, previtzut cu refrigeren

v e g et a'(Hyperici loreg cu 10 mlalcool etilicde 768 0 %, apoi se fi er b
|l a tempe Gyt utritmpdede6 030 de minute, cu agitar

Solb a de .€C@bmgdienk ut oz i d&icgverditro p ecdencitra zditatil | z ©
clorogeni c, acid cafeic, hi per i c Fardstis@n ari tz.
Pl Lci cromat ogr asks 20020 &n, IMerckd&@ela 6n@dudi fiFic
anhidru: apt: eAplicdrealcOe tealt "Hi¢e6 dsSo:18ul & I i ZAdade referifd .5 ¢
Migrare.10-12cm.Us c a r e a. Latenhperatdrde 400105°C, timp de 10 minute.
Detedie: Se pul ver i ze ddzde 10pgll eeactv NEWdifersloou i | ox i“ent i |
met anol sdilHap 610 gl de polietilenglicol 4
examineazt pl adBnm.n | uminkt UV | a

Reacld de identificare a substarelor tanante

Pregttireda¥¥gt dacpubdusHivegetadaumdbkt uh0 ml
|l a baia de-3amibhutiempagei 2se rtcekte ki se f
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La 23 mldeextracts e ad-&8u @i c4dHer desall aun de fier
substarelor tanante hidrolizabile, apare culoare sau precipitat reegridb a st r u, i ar
condensaté precipitat negrwerde.

Masa conlutului ambalajului

Det er mi nar e xon®renprevéderiordinFeaarznha c o p e e gol. B2007a r u s
p. 58 ki FS XIV, vol. 2, p. 171.

Se determinkt masa medie a 10 ambal aj e,
exactitate de (@ecareUtieaqconMBetc OCmatploi estee deschi c
st nu fie pierdute fragmentedHebderepcodos pe

cOnttrekte amblat al @& ZAdgtavnaelaa lsajnul ui , prsten s
aCldniseap |l i ct THi |l a restul ambal ajelor.
Abaterile acceptate pentru masa unuiambaapo, masa produsul ui t

"ntréeHreed7 py ki cel mulnd5luyubuig.dMasiaio maoh &
puHNn 42@e2 mwi t 50, 8 entrtAambaiaje este deal®¥%.e pt at Lt

Indici numerici

Pierdere prin uscaréumiditatea)

Cnarfiolt de cO©ntitrire cu dop rodat, usc.
specifi cat tdd 1produs veget al (pul veri zZide ) .
“n etuvi, delore haitemperataiedp’C deUBt eri or, fiola s
exsicator, dupt care se cOnt tLtr eHt e. Conti nt
exsicator 'Hi laaiegerea@meiaseicansantg.©n L

Umi ditatea produsulmibazrget at mgleeical cul e
Lot A
" n Xa wnaditatea produsului vegetdb;ai masa produsul ui vegget al
bi masaprodusuiu vegetal g dupt uscare,

Centuwtal . Cel mult 14 %.

Creuzetele de planseaduc a o cmastpmmetxjpunerea | a acee
|l a care urmeazt stsesertedesdCnerabdeymBBdtana.r e ®n
“n prealabil, se introducc@nt3tug e¢cke cp distriduies ) d
uni form cantitatea cOnttritt pe paett eastde ji
cu atefid, la temperattade 1001054 t i mp de 1 or t, CHi apoi s e
calcinarea restuluirpbei, la temperatade 6064, t i mp de 30 de ‘Hdunut e
reziduu de cul adgdeschi §t, shbur c eemuzreéet ud e set rri

exsicatop ©n £ | auratcamangheir aa p o | se cOnt Ltr eHt e.
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CorHnut ul dé tcdrmKy HBo)t, otsa& cal cul eazt "~ n be
= (@ z100yO ," n car e:
m:T mas a ¢ emuridsa produgului vegetal, g.

Cenuka i n sluidHChde 10%. Cel mulsoo

CenuPhnuotbt prin calcinareaprtarbeecie, “Ina ctre
porell an de 50 ml Ki se dizolvit “n 25 ml HCI
pe baia de apt ti mp Hhatl5 smi nuteec.e PuUs me rhoir 4
calcinare nu basktiteneHE)nktcuFDI prul CuU sec
c©nd apa devine neutrt, folosind hortia ind
se introduce din no alcineazalxtemperaadaec)’C direp da 30we t
minute, apoi se cOnttreHt e.

CorHnut ul thesod eabu HE " n s@OX,u Hwep, HEE dal A
formuler:
£ 0O 0=z y (.
“n ena@imasac enukKi i mitnasaaé ey Hgit i nsolubile “n HC
m, I masa probei analizate, g.

Grad delemtr un

Pr o d u s Cél mut 5% @fragmente ce trec pri  scularificii de 1 mm.

Pr o d u st @d mukt 6% ih fragmente ce nu trec prinisitu orificii de 7 mm; cel
mul 5%din fragmente ce trec prin kitu orificii de 0,5 mm.
Pulbere.Cel mult 5% din fragmente ce nu trec prirLsi orificii de 2 mm; cel mult 5%

din particule ce trec prin &itu orificii de 0,18 mm.

| mpuiHi t Lt

Fiecaretipde i mpuri tate se cOnttreHte separat
analitice este mai mare de 100 g 'Hi O preci
ma i mi ct .

CorHnut ul fiecktrui tip de I mppti fareusa:c
£ oz m,
“n anairme:s a d e 'Hg; mpi umasia pradusului analizat, g.

Nor mel e admi s i bcklenult@®% ratl rt idhlegtaptel (frunzektulpini,
fructe); nu mai mult de 3% flori decolorate,oebl | t 1% produse organi cEe

Metale grele Se deternHetdénpfewederil e stipul
1.5.3.0009.15.Coklnut ul maxim admis de metal e ¢drl e,
plante medicinale: Pbcel mult6,0 mg/kg; Cd cel mult 1,0 mg/kg; Hg cel mult 0,1 mg/kg.
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Radioizotopi. Se deter mint conform prevederilor
1.5.3.0001.15Determinarea coWnutului deradioizotopid i n produse veget al
plantemedicinale

Reziduuri de pesticideDet er mi nar ea s e e feld ocotru ecauzptr i cncs
Eur.2.8.13; FS XIVM.F 1.5.3.0011.15.

Dozare Det er mi narea total ul ui d e utifizhreametode i d e

spectrofotometrice UWIS 1,0g de produs vegetdt (p@Ar onmd ere
bal on conic cu capacitatea de 1B&l smhulHi sseeu
refrigerentlHi se " nctl zéHme pe B dedeni apt e, sedup
rtc édHt ese crépetdt & ragptdtie se supl i ment eaztHaclak e x
necesitateExtraculsef i | t reazt prin vatt 'Hi se | add& st
A).

Proba de analizat.C n-anrbalon cotat (25 ml), lamldesollHe A se adaug
clorurt de “an uaricnaaul 5e0t igl/ilc de @l6otetilicslec96%,g i t
p ©n kt o (sdluld B).

Solu'th de compensareLal mldesollHe A se adaugt o pictt
c omp | e takaolztlicde @6 | a 2 5un balon cotatsoluiid B).

Solu'td de referind 0,05 mgderupi d t preuscadilBEli3® ACe mp &
de 3 or e, alcoeletticdeo Q62 Hh se complretleakzéan pot
mldesolliobHNnut £, se adaugt 1 ml de clorurt de
aducep ©n £ (28 mhcwalcool etilic d96%.

Densitat ea 'ldop & prabei deaanazesd umt soar t dupt 40
spectrofotometrd a | ungi me a2ndne -ai madwyv id ec 4 1gr osi mea st

Tot al ul d e edhiValemubutopideicdsee, c’'al cul eazt " n baz

L G
r O T

Didensi t at e dldi de@mnalizat;tpi che rsiltuat edldi-oepandard del

,n car e:

Mo I masa rutozidei, g; mmasa produsului vegetal, g;\Wpi er derea “~n mast

Contaminare. mPcododbsahttrebuie st corespl

Eur. (5.1.4, 2.6.12, 2.63).C 1,0 g de produs vegetal se admite prédenu n u i numker

microorganisme aerobe (NTMA) cel mult’l®act er i i aerobe, a unui

fungicelmult 16( NTLF) ki a u Escherichiaucolitermult 1¢t al de
Ambalare. Ambalaj primar,.C©t e 50 g de produs medi cal

Hyperici flores produs vegetal 50,00gs € ambal eazt " n pungi de h
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GOST 724790.

Ambalajsecundar Pungi | e cu [itede ohsirsddnesedg admiaistrare, Sen s «
pl aseazt " n cuti.i pl™Hanatedri cmat oat-8%saua nf
GOST 123012006.

Marcare

Denumirea producttorul ui
Adresa producttorul ui
Denumirea produsului

Forma farmaceutict
Masa coftdutului ambalajului

Indicd'lHe terapeutice

Modul de utilizare

Conditled e pLtstrare

Men'idni

Numdlde "~ nregistrare
Codul de bare

Seria

Termemul de valabilitate

Transportare.Cn conformitate cu9®revederile GOST

Condi'Hde depozitaree A’ s e ptstra |+25/Ct empeambal aj subor

protejat de |l uminkt ki de umiditate.
Termen de valabilitate.Cn c¢hbinldeé de ambal arenspepdzi parce L

Specificald,F| or i d e Hyeria tloteg @adwes vegetabO gare termen de valabilitate 2
ani.

AcHu n e f ar mantinBamatagre, antibacterial, antioxidant.

Nef Catedrt dedoftammadognozi e Hi
farmaceutickt, profesor wuniversitar,
doct or h abelibiblagiceat “~n 'Ht i i n A300iunie 2021

Absolventa doctoratului

Catedra de farmacognozie

Hi b oftaarnmaccte ut i ct Benea Anna
A300iunie 2021
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Anexa6.Pr oi ect ul de monografie farmacopei ¢t a

Hyperici perforati flores extractum siccum

PROI ECT DE MONOGRAFI E FARMACOPEI CI

uscat din flori de sunkttfdarfas/

Extract
Se pune “n aplicare

Hyperici perforati flores extractum siccum

P u s faplicane din
0 20

T

Val abil £t p

Prezentt Monografie Farmacopeict regl edoent e

prin extracie din flori de Hypericum perforatumL. din familia Hypericaceae cu solvent

corespumnz it dafaeriaazed preparatelor medicamentoase.

EdidHe of i ci al t Reproducere i nt
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SPECIFICAHE

Produs farmaceuticHyperici perforati flores extractum siccum

Extract uscat din flori de sunt
Caracteristici Met ode de Condi'tde admisibilitate
Preparare FR,ed. X,p.419, |[Met oda de macer g
punctul 1 agitare.
Descriere FR, ed. X, p. 420, | Pulbere purpuriub r u
Extracta hi groscopict, m
amar, astringent.
Identificare Ph. Eu., ed. 6, Prin CSS, “"n prc¢
supliment 6.2, flori s-au identificat: rutozida
07/2008:1874; hiperozida, izovercitrozidg
Farmacopeea cvercitrozidg  13,118-biapigenina,
Bel or ust, |acidul clorogenic, acidul cafei
2009, p. 346 hipericina.
Prin  reatH i de cul

sedimentare, au fost identifica
substarkle tanante.

Pierdere prin uscare Ph. Eu., ed. Cel mult5%.
6,01/2008.2817,
p.256;
FR, ed. X, p. 421.
SolverdHorganici reziduali | FS, MF1.1.0008.15 | Corihtutul dealcool etilic ~ n

- - uscat cel mult 0,5%.
Solver organici

reziduali
Metale grele FR, ed. X, p.419; Cel mult 0,04%;
FR, ed. X, IX. .13;
FS, edXIV, Limitele maxime admisibile:
1.5.3.0009.15 Cdi cel mult 1 mg/kg;

Pbi cel mult 6 mg/ml

Cont ami nar e n Ph. Eu,ed.6,5.1.4 Categoria 3B;

- total microorganisme aerob p. 529; Celmult 1¢" @,0g.
" m,0g9 Ph. Eu., ed. 6,

- total fungi per 0 g 2.6.12; Cel mult 16.

- Escherichia coli, Ph. Eu., ed. 6, 2.6.1| AbseriH

Salmonella, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosaper 109

- Enterobacterii Cel mult 16.
Dozare Metoda Total ul de fl av
spectr of o] echivalentul rutozidei, cel pid 11%
Conservare FR, ed. X, p. 421, |Cn reci pient “n
, , Extract|l umi nt, l a t emp
+25°C.
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Preparare. Extractul uscatse obHne prin wutili zarea metod
agitare. 1(0D g produs vegetaHyperici flore9 s e t r a t'lénadeadicootetilicde 8086 r
cO©te 200 ml (1:20) . D@0 adea minmuut e. CiB ilichiddlef iee
extractiv se separ Hnledesaldizi dxut avwteigee as e &l
timp de 56 ore htemperatura de & , apoi se filtrWhkammbmrp2rla n h
vid. Pentru concentraa solulor extractve € uti |l i zeazt evaporato
solventului se realizeRegzi dault esnpeusiualk al ae

Descriere Conform cerifell or i nc | u s extractadimiiRned.gXr @ #20.a
Extract uscat din flori pulbere bruppur pur i e, hi groscopict, cu
amar, astringent.

Identificare

Analizacal i tati vt pfnnstired@&sopr afi e

l denti ficar ea c dvwepse giuplriochimice (flavonoide, defiiden
antracen, acizi fenolici), se realizéaz ¢ o n f oblomstipulete ifrmr macopeea Eu
ed. 6, supliment a2 maddp ee®ad/a.8lg B@4 maodtigrafia n
Hyperici herba.

Solu'lé test 0,25 g de extractuscate di z o | a&ldool étilicde®00. ml

Substariil de referind soluH i de 0, 1% de rutozvedk, thop

izocvercitro z i, dver c et ol ,apiganmT-ggleinnd.q z i d L, acid iclarggéeng,eacid n L |

cafeic ki de hipericint.

FazasttHon aPrltt:ci de sticlt (20120 cm), acop
fluoresceid .

Faza mabetit at de etil:acid formic:apt (6:

Migrare: 10-13 cm.

Uscar e a:lpténperdturaale 10005°C timp de 10 minute.

DeteCld:pul ver i zar e dld qedifend-b o r icluo il &t0il lgd mi) n £ ~ n
K i ciHas dleu macm ogetl aMdI0O, ( 50 migutekee x au mie a2 @ ¢
l umi nkaUNungi meabna.e undt de 36

Readii calitative

Reaclide identificare a substarielor tanante

Pr egtt i’ldoede armlzdt. ba 0,01 g de extractusceg&a ad it ugaadalcod O m

etilic de 70%; amestecuts agi t at p©O©nt | a dafilrasl var ea c¢omp
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ReacHa cu d&23anidersdlids e adaube desgkulUApare nt

opalesceld, car kbadadpagarea excesului de gel atir
Reacl cusoluld dea | £t un danoniuiLe23nkdesoliHe anali zatt

45 pictktt (Hei dke ad@alun de felleer tHin aanmoen ihui.drSudh

precipitat de culoareegrua | bast r £, i amnpreeipit® negroendd.e n s at e

Pierderea prin uscare(umiditatea)

Cel mul t 5 %. Se procedeazt conf & Bu, qur e v e
6,01/ 2008. 28 Exiracta PR, ed.2X5p642Hi di n

Cnarfiolt de c©nttrire, cu un dop rodat,
de extractuscambt r un "Hiitol a de c@i)t ki mpe oledi cem@madid In
et uvti, des chiadet105C tingp de ompfeoiat tir ol a se “~nchi
exicator; dupt 1 ort se cOntitreHte. Contint
exicator, Hi de cO©Onttrire pO©Ont | a atinger ea

Umiditatea extractelor uscatas c al c uloanulei” n baza f
Lot e
“n care
X T umiditatea extractului uscat, % masa extractul ui uscat, “~na
bimasa extractului wuscat, dupt uscare, g

Solveritbrganici reziduali. Con'ldutul dealcool etilic n aetxcel mult0,5%. Conform

ceririelor FS X1V, MF1.1.0008.15Solverw organici rezidualj alcooulet i | i ¢ se det
utilizar ea reaprinwosca®i. APi er de

Metale grele C e | mult 0, 04%nf SGemppoeeedaeabxitattacro s
(FR, ed. a X-a, p . 419) Hi conCoonrtm op r eavi e dleir mil tble | od
anor g aRiedaXe IX C.13).

Contaminaremi _cr obi ant

Cercettrile se e®Bléoruefrkuped ®bfl.éd,®dBD. cer i n

Per 10 g de extract uscat se admite préancel mult 1®mi cr oor gani s me a
mult 1& fungi (Ph. Eu, ed. 6, 2.6.12); a cel mult 3@er 1,0 g de extract uscatle enterobacterii
Hi de b armegatveRhiEugr eemd. 6Ph.E@ ., 6 el3) 6,CR. 6. W3, =

de SalmonellaEscherichia coliStaphylococcus aureus

Dozare
Tehnicadelucru001 g de ext reaxcjc tste c d i-un balow dothtiden t r

10 ml, cu 5 ml dealcool etilicd e 7 0 %, apoi extractul hi droet

190



solvent (soltld A). SoluldobHNnut £ s e tr ece parlibna sht@rid)n saldldl et ef
A se pregbttesdesahaMizat Hi de referin
Prepararea solul¢i de analizat 1 mldesoliHe A s e i-untbalon dotatcde 25" n t
ml , | a car e s e "Hed aaulgcto olkd et 3 @bee kK IAdudBlzaplletilicde Ht e
95 %, p©O©nt "I de amalzat B)Préparardasoltiei de referink: 1 ml de sollid A se
t ransfuenr tb alnotnr cotat, cu o capacitate de 25
Hi se aduc e etiliade 8580fchiidutud aslec manlogeni zea z@kr. e Clotr
solitd-st andard de rutozidt.
Prepararea solulgéi-s t andar d dOe Or2u5t0o zgi dkmast exact t)

bal on cotat cu capacitatea dcer0% Golumul solidsse d i

aduce |l a cott cu acel ak'ldA)slarldesalie KA sse tormoo

de 25 ml, |l a car éHeseladaowkdt £33 WWmk iIAde&d sobmp |

etilic de 95 %4dde@mualizat BPaeparaneq 2oluki deardfedn™™ 1 ml de sollig

A s e tr an scficapaditate de 25bmhhd omar e se adaugt o pict

se aduce cu alcoelilic de 95%coriHn ut ul se omogeni zeazt.
Absorbaill s e citeHte peste 40 de minutéld | a

procentual tf aa vtontoa ldwel,uisedeeat cateabkztustat ] z

[ zZ Z z z

X== —,

= Z[]Zz z z Z

“n care:
¢ T absorbaiel soltildi de analizat de extract uscat, nfnj absorbafdl soltildi-standard de
r ut o z inditmasa extngctului uscat, gpT masa substdBi-st andar d de r ut o:

wi pierderaprin uscare a extractului uscés.

N eaCatedeide f ar macognozi e Hi botanict
farmaceutickt, profesor universitar,
doct or h abebiblagitceat “~n Ht i i n A300iunie 2021

Absolventa doctoratului

Catedra de farmacognozie

Hi b oftaarnmaccte ut i ct Benea Anna
A300iunie 2021
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Anexa7. Acte de implementarea inova'lor

‘aaa 5 Institutie Publica
;@ USMF ..Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova
& : Institutul National de Cercetare in Medicind si Sanitate

APROB

_=rgrector pentru activitate de cercetare,
S RE3MINicolae Testemitanu®™ din RM

2
ACTUL .
DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in pracesul gtiinfifico-practic)
I. Denumirea ofertei pentru implementare: “EVALUAREA INOFENSIVITATII
EXTRACTELOR USCATE DIN HYPERICUM PERFORATUM L. PRIN
DETERMINAREA TOXICITATIHI ACUTE"
2. Autorii: BENEA Anna, asist. univ, cerc, st.; PARII Sergiu, dr.st.med.. conf. univ, cere, st.
coordonator: Nicolac Eugeniu cerc. 1.

. Numarul inovatiei: Nr. 5846 din 01 iunie 2021

. Unde si ciind a fost implementati: In activitatea stiintifico-practicd a Centrului Stiintific al
Medicamentului

- Eficacitatea implementirii: Cercelarca comparativa o inofensivitdtii extractelor uscate.
obfinute din flori si parji aeriene a specici Hypericum pevioramnm L.. recoltate din flora
spontand $i CSPDPM USMF . Nicolae Testemitanu™, a fost efectuata prin delerminarea
toxicitdtii acute, utilizind metoda dozelor fixe. Administrarea intragastrald §i intraperitoneal’
a solugiilor, cu diverse concentratii, a dus la un numar redus de decese al animalelor.
Examenul macroscopic al organelor interne nu a prezentat modificari structurale.

6. Rezultatele: Cercetdrile farmacologice ale toxicitatii acule a extractelor uscate polifenolice.
obtinute din produscle vegetale Fhperici herba. Hyperiei flores colectate din fMora spontana si
din colectia CSCPM conform ghidului TG 423 (Acute Toxic Class Method), recomandatd de
Organizatia Economicd pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD). au demonsiral toxicitate
redusd. fiind clasificate ca practic inofensive (clasa de 1oxicitate 5 LDsy > 3000 mg/kg). iar
proba extract uscat Hyperici flores din produs vegetal cultivat. corespunde clasei 5 de
toxicitate cu LDs; 2500 mgikg

-

h

Prezenta inovaie este implementati conform descrierii in cerere.

Director Centru Stiintific al Medicamentului

prof. univ,, dr. hab. st. farm, Viadimir VALICA

Sef Departament Cercetare,

cont. univ.. dr. hab, §1. med.. Elena RAEVSCHI

£
&y
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. Institutie Publica

LCL ) USMF ,,Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova
,@2 Institutul National de Cercetare in Medicina si Sanitate

1.

L8]

.
had

o

APROB
—Froreetor pentru activitate de cercetare,
o USME, 4o icolae Testemitanu™ din RM
/ acad lli:r.\ al Ab\l
prof%l d

DE I\‘lPLh\I[‘I\TARE A II\O\’ ATIEL
{in procesul stiingitico-didactic)
Denumirea ofertei pentru implementare: ,, EXTRACTELE USCATE DIN HYPERICI
FLORES S1 HYPERICI HERBA CU EFECT ANTIMICROBIAN ASUPRA
BACTERIILOR STAPHYLOCOCCUS AUREUS SI ENTEROCOCCUS FAECALIS™
Autorii: BENEA Anna, asist. univ.. SAVA Veronica, cerc. st., CIOBANU Nicolae, dr. st.
farm.. conf. univ., CIOBANU Cristina. dr. st. farm., conf. univ.. COJOCARU-TOMA
Maria. dr. st. farm.. conf. univ.
Numarul inovatiei: N, 3847 din () fwnic 2021,
Unde si cind a fost implementatd: in procesul didactic la Catedrele de farmacognozie si
botanica farmaceutica, farmacologie si farmacie clinica. in perioada 2019~ 2021 aa.
Eficacitatea inovatici: Cercetarea efectului antibacterian a extractelor uscate. oblinute din
produsele vegetale de [hpericim ;}cfﬁu wtin L. (Hyperiei flores. Hyvperici herba). s-a
cfectuat prin medoda dilugiilor in serie in mediu nuiritiv lichid. Efectul antibacierian s-a
dovedit a fi mai pronuntat citre bacterii  Gram-pozitive Staphylococeus  awrens  §i
Emerococcuns faecalis. Concentratia minima de inhibitia a extractului din flori fata dc S.
awreus (209-P) a fost in concentratie de 37.5 pg/ml i lala de £. faecalis (ATCC 19433) in
concentratie de 73 pg/ml; iar pentru extract din partile acricne — 150 ue/ml fa1a de S, qureus
(209-P) 51 300 pg/ml fatd de £. fuecalis (ATCC 19433). Concentratia minima baclericidi a
extractului din flori cawre S. awrens (209-P) §i E. faecalis (ATCC 19433) a fost in
concentratie de 300 pug/ml, iar pentru extractul din partile acriene ciitre ambele 1est-culturi
bacteriene a fost 437.5 pg/ml.
Rezultatele: Cercetarile acfiunii antibacteriane a exiracielor uscate abinute Fhpericei flores
si Hyperici herba, recolectate din lora spontand a Republicii Moldova. au permis de a
califica aceste produse extractive cu un nivel inalt de acjiune bacteriostatica si bactericida
fatd de bacterii Gram-pozitive Staphviococcus $i Enterocoecus faecalis.
Prezenta inovatie este implementati conform descrierii in cerere.

Sef Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica.  /
dr. hab. si. biol., prof. univ. : Tatiana CALALB
Departamentul didactic
conl. univ.. dr. 51. med. Silvia STRATULAT
Sef Departament Cercelare,

dr. hab. st. med., conf, univ .

£ ot

Elena RAEVSCHI

193



m Institutie Publica
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APROB
Farector pentru activitate de cercetare,
IMF-%Nicolae Testemitanu™ din RM

" Stanislay GROPPA
- 2021

DE IMPLEMENTARE A INOVATIEI
(in procesul stiintifico-practic, didactic)

I. Denumirea ofertei pentru implementare: . OPTIMIZAREA METODEI DE
MACERARE FRACTIONATA CU AGITARE IN OBTINEREA EXTRACTULUI
USCAT DIN FLORI DE HYPERICUM PERFORATUM”

2. Autorii: BENEA Anna, asist.univ., cerc. st.. CIOBANU Cristina dr. st. farm., conf. univ..
CIOBANU Nicolae, dr. st. farm.. conf, univ.

3. Numarul inovatiei: Nr. 5848 din 01 iunie 2021.

4. Unde si cind a fost implementata: In activitatea stiintifico-practica la Centrul Stiintifico-
Practic in domeniul Plantelor Medicinale ..Nicolae Testemitanu™, in procesul didactic la
Catedra de tehnologie a medicamentelor. in pericada aa. 2019-2021.

5. [Eficacitatea inovatici: Metoda de macerare fractionatd cu agitare permite epuizarea
completd a materiei prime in timp scurt. deoarece se mentine in mod constant difereng
mare de concentraie intre materia primd si solvent de extracjic. Experemental s-a
demonstrat, ¢a valorile masei totale a extractului. randamentului total. eficacitatii de
extractie a substantelor solubile in alcool etilic 80%, totalul de flavonoide si de polifenoli
au fost mai inalte in extractul uscat cu timpul de extractie a unui ciclu 60 min., ce denota
despre eficacitatea extractivd a metodei optimizate.

6. Rezultatele: S-au stabilit unii parametri optimali pentru obtinerea extractului uscat din
flori de sunitoare prin metoda de macerare fractionata cu agitare: extragentul - alcool etilic
80%: timpul extractiei — 5 ore: numarul de fractii — 5. cu durata unui ciclu de extractie 60
min: raportul dintre produsul vegetal si solvent 1:20.

Prezenta inovafie este implementati conform descrierii in cerere,

Sef Centrul Stiintifico-Practic in Domeniul l’la{q;:clor Medicinale,
dr. st. biol., conf. univ, TS lon UNGUREANU

! A

Departamentul didactic

conf, univ.. dr. §t, med, Silvia STRATULAT

Sef Departament Cercetare.
dr. hab. st. med.. conf, univ.
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Anexa8. Certificatele de inovator
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

1% | CERTIFICAT s INOVATOR % |
7 NT. 5846

Pentru inovatia cu titlul
EVALUAREA INOFENSIVITATII EXTRACTELOR
USCATE DIN HYPERICUM PERFORATUM 1. PRIN

DETERMINAREA TOXICITATII ACUTE

Inovatin & fost inregistratd pe data de
la Universitstea de Stat de Medicin gl Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autorti)

BENEA Anna,

FI:Sergiu, NICOLAT Eugeniu
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

1% | CERTIFICAT»e INOVATOR | £ |
7 Nt 5847 7

Pentru inovatia cu titlul

EXTRACTELE USCATE DIN HYPERICI FLORES SI
HYPERICI HERBA CU EFECT ANTIMICROBIAN
ASUPRA BACTERIILOR STAPHYLOCOCCUS AUREUS
S1 ENTEROCOCCUS FAECALIS

Inovatia a fost inregistratd pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina g! Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)

BENEA Anna, SAVA Veronica,
CIOBANU Nicolae, CIOBANU Cristina,
COJOCARU-TOMA Maria
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

CERTIFICAToe INOVATOR |
N Nt 5848 |

Pentru inovatia cu titlul

OPTIMIZAREA METODEI DE MACERARE
FRACTIONATA CU AGITARE IN OBTINEREA
EXTRACTULUI USCAT DIN FLORI DE
HYPERICUM PERFORATUM L.

Inovatia a fost inregistratd pe data de
la Unlversitatea de Stat de Medicing si Farmacie
“Nicolae Testemitonu™

Se recunoaste calitatea de autor(i)

BENEA Anna,
CIOBANU Cristina, CIOBANU Nicolae
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Anexa9. Certificatele de “"nregistrare a obiect
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