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ADNOTARE

Benea Anna ,,Hypericum perforatum L. — sursi de noi forme farmaceutice”, teza de doctor in
stiinte farmaceutice, Chisinau, 2023

Structura tezei: Introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie (199
de titluri), 9 anexe, 133 pagini de text de baza, 47 figuri, 47 tabele. Rezultatele au fost publicate in 25 de
lucrari stiintifice si au fost prezentate la 18 forumuri stiintifice.

Cuvinte-cheie: genul Hypericum, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba,
extract uscat, polifenoli, flavonoide, standardizare, activitate antibacteriana, antioxidanta, antiinflamatoare.

Scopul lucririi: studiul farmacognostic al speciilor genului Hypericum pentru obtinerea,
standardizarea si evaluarea actiunii farmacologice ale produselor extractive.

Obiectivele cercetarii: analiza macro- si microscopica a speciilor g. Hypericum din flora
Republicii Moldova (RM); studiu chimic comparativ a speciilor g. Hypericum in vederea identificarii
produsului vegetal cu continut maxim de compusi fenolici; izolarea si analiza chimica a uleiului volatil,
obtinut din produsele vegetale ale speciilor g. Hypericum; obtinerea, analiza chimica, standardizarea si
studiul stabilitatii extractelor uscate din parti aeriene si din flori de H. perforatum; studiul activitatilor
antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare ale produselor extractive; determinarea gradului de toxicitate
acuta ale extractelor uscate din H. perforatum, elaborarea proiectelor de monografii farmacopeice pentru
produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru produsul extractiv uscat Hyperici perforati flores
extractum siccum.

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima data a fost realizat screening-ul fitochimic la
4 specii a g. Hypericum din flora spontana a RM, ce a permis identificarea produsului vegetal cu cel mai
inalt continut de compusi fenolici (Hyperici perforati flores); s-a optimizat metoda de obtinere a extractelor
uscate din produsele vegetale de H. perforatum; s-a efectuat studiul farmaceutic, care a permis
standardizarea si determinarea termenului de valabilitate a extractelor uscate din Hyperici flores si Hyperici
herba; s-a determinat actiunele antioxidantd, antibacteriand, antiinflamatoare si gradul de toxicitate acuta
ale extractelor uscate standardizate; s-au elaborat proiectele Documentatiei Analitice de Normare (DAN)
pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati flores
extractum siccum.

Problema stiintifica importanta consta in screening-ul fitochimic al speciilor g. Hypericum din
flora RM, cu identificarea speciei cu cel mai inalt continut de flavonoide (H. perforatum) in vederea
elaborarii DAN pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si extractul uscat al acestuia — 0 conditie
obligatorie pentru elaborarea de noi produse fitofarmaceutice, cu actiuni: antibacteriand, antioxidanta si
antiinflamatoare.

Semnificatia teoreticd. Aprofundarea cunostintelor referitoare la: particularitatile macro- si
microscopice ale speciilor g. Hypericum din flora RM, diferentierea lor dupa compozitia chimica;
principiile de extractie a compusilor fenolici; determinarea lor calitativa si cantitativa in produsele vegetale
si extractive; studiul proprietatilor antibacteriene, antifungice, antioxidante si antiinflamatoare ale
extractelor uscate, obtinute din H. perforatum.

Valoarea aplicativa. Rezultatele vor contribui la dezvoltarea industriei farmaceutice din RM, in
vederea completarii produselor fitoterapeutice existente pe piatd farmaceutica cu altele noi, cu continut de
produse extractive standardizate din H. perforatum de origine autohtona. Datele obtinute permit elaborarea
DAN pentru extractele uscate standardizate, care pot servi drept componente de bazda in produsele
fitoterapeutice cu actiune antioxidanta, antibacteriana si antiinflamatoare.

Implementarea rezultatelor stiintifice: in baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Proiectele
de Monografii farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici perforati flores si pentru extractul uscat
Hyperici perforati flores extractum siccum. Rezultatele studiului au fost implementate in procesul didactic
la Catedra de farmacognozie si botanica farmaceutica si in procesul stiintifico-practic in cadrul Centrului
Stiintific al Medicamentului si in cadrul CSPDPM al USMF , Nicolae Testemitanu”.
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ANNOTATION

Benea Anna ,,Hypericum perforatum L. — a source of new pharmaceutical forms”, PhD
thesis in pharmaceutical sciences, Chisinau, 2023

Thesis structure: introduction, four chapters, general conclusions and recommendations,
references (199 titles), 9 annexes, 133 basic text pages (up to references) 47 figures,47 tables. The obtained
results were published in 25 scientific papers and presented in 18 scientific forums.

Keywords: Hypericum genus, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba, dry
extract, polyphenols, flavonoids, standardization, antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory activity.

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

Study objectives: the macro- and microscopical analysis of the species Hypericum genus from the
flora of the Republic of Moldova (RM); the comparative chemical study of the species g. Hypericum in
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 species of the Hypericum genus; obtaining,
chemical analysis, standardization and study of the stability of dry extracts from the aerial parts and flowers
of H. perforatum; the study of the antibacterial, antioxidant, anti-inflammatory activities of the extractive
products; determination of the degree of acute toxicity of dry extracts of H. perforatum, the elaboration of
draft pharmacopoeial monographs for the plant product Hyperici perforati flores and 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 genus Hypericum (H. perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum L., H. tetrapterum
Fries.) from the spontaneous flora of the RM, which allowed the identification of the plant materials with
the highest content of phenolic compounds (Hyperici perforati flores); the method of obtaining dry extracts
from H. perforatum plant materials has been optimised; a pharmaceutical study was carried out to
standardise and determine the shelf life of the dried extracts of Hyperici flores and Hyperici herba; the
antioxidant, antibacterial, anti-inflammatory activity and acute toxicity of the standardised dried extracts
were determined; it was dawn up the draft of Analytical Standardisation Documentation was drawn up for
the Hyperici perforati flores plant material and the dried extract Hyperici perforati flores extractum siccum.

The important scientific problem. The phytochemical screening of the species of the genus
Hypericum from the flora of the RM, with the identification of the species with the highest flavonoid content
(H. perforatum); in order to elaborate Regulatory Analytical Documentation (RAD) for the plant material
Hyperici perforati flores and its dry extract - a mandatory condition for the development of new
phytopharmaceutical products with antibacterial, antioxidant and anti-inflammatory activities.

The theoretical significance. Deepening the knowledge regarding microscopical peculiarities of
the species of the genus Hypericum in the flora of the RM; their distinguishing them according to their
chemical composition; principles of extraction of chemical compounds; their qualitative and quantitative
determination, in plant materials and in extracts; study of the antibacterial, antifungal, antioxidant and anti-
inflammatory properties of dry extracts obtained from H. perforatum.

Applicative value. The results will contribute to the development of the pharmaceutical industry
in the RM, in order to complete the existing phytotherapeutic products on the pharmaceutical market with
new ones, containing standardized extractive products from H. perforatum of native origin. The obtained
data allow the elaboration of RAD for standardized dry extracts, which can serve as basic components in
phytotherapeutic products with antioxidant, antibacterial and anti-inflammatory action.

Implementation of scientific result. The projects on Pharmacopoeial monographs have been
prepared on the plant material of Hyperici perforati flores and the dry extract of Hyperici perforati flores
extractum siccum. The results of the study were implemented in the didactic process at the Department of
Pharmacognosy and Pharmaceutical Botany and in the Scientific Centre of Medicines and the Scientific-
Practical Center of Medicinal Plants ,,Nicolae Testemitanu” SUMPh.



AHHOTAIMSA

Benst Auna ,,Hypericum perforatum L.— HcTOYHHK HOBBIX JIeKAPCTBEHHBIX (opM”, AuccepTanus HA

COMCKaHUe YYeHOl cTeneHU KaHauaaTa papmaneBTuyeckux Hayk, Kumnunes, 2023

CTpykTypa AuccepTauuM: BBEJICHHE, YETHIPE TIaBbl, BBIBOJABI U MPAKTUUYECKUE PEKOMEHIAIINH,
oubmmorpadus (199 nanmeHoBanwmit), 9 npunoxenni, 133 cTpaHUIl OCHOBHOTO TEKCTa, 47 PUCYHKOB, 47
Tabmmi. Pe3ynprarsl ObUTH OITyOJIMKOBAHEI B 25 Hay9IHBIX pabOTax M MPECTABICHBI B paMKax 18 HaydHBIX
dopymax.

Kirouesnie ciioBa: poa Hypericum, Hypericum perforatum L., Hyperici flores, Hyperici herba,
CYXOH 3KCTPaKT, Moin(peHONbl, (HIaBOHOUABI, CTAHAAPTU3ALMS, aHTUOAKTepHabHas, aHTHOKCHAAHTHAS,
NPOTHBOBOCHATUTEIbHAS AKTUBHOCTb.

Heabr padorTbl: (apMakorHOCTHYECKOE H3yYeHHE BHAOB p. Hypericum s mosmydeHus
9KCTPAKTHBHBIX BEILECTB, UX CTAHIAPTU3ALMUU U OLIEHKH (apMaKoIOTHYeCKOro AEHCTBHSL.

3agauM HCCIeIOBAHHS: MaKpo- W MHKPOCKOIMYECKHI aHanmu3 BUmOB p. Hypericum dmopsr
Pecniy6nukn Monnosa (PM); cpaBHUTEIbHOE XUMUYECKOE MCCIECOBaHKE BUAOB p. Hypericum c menbio
BBISBJICHUSI PACTUTENBHOTO CHIPhS ¢ HAMOOJBIINM COAEp:KaHNeM (DEHONBHBIX COCIMHEHUIT; U3BJICUCHHUE U
XUMHYECKHH aHaiu3 3(UPHOro Maciia, MOMYYEHHOTO M3 PACTHTEIBHOTO CBHIPbs BHUAOB p. Hypericum;
MOJTyYEeHUE, XAMHYECKHI aHAIIN3, CTAHAAPTH3aLUs U U3yYeHHE CTAOMIIBHOCTH CYXHUX SKCTPAKTOB U3 TPABEI
u uBeTkoB H. perforatum; usydenue aHTuOaKTepHAILHOM, aHTHOKCHIAHTHOM, POTHBOBOCTIATUTEIBHON
AKTUBHOCTH JKCTPAKTHBHBIX BEILIECTB; OIPEIENCHHE OCTPOM TOKCHYHOCTU CYXHX DJKCTpakToB H.
perforatum, paspabotka npoekTa GpapMakoNeHHON CTaThU I pacTHUTENILHOTO Chipbs Hyperici perforati
flores u qms cyxoro sxctpaxTa Hyperici perforati flores extractum siccum.

Hayuynasi HOBU3HA M OPUTHHAJIBHOCTb. BriepBbIe MpoBeieH PUTOXUMHUYECKUIN CKpUHUHE 4 BUIOB
pro Hypericum, aukopactymux B PM, 9TO MO3BOJMIIO BBIACIHTH CHIPHE ¢ HAUOOJBLIAM COJCPKAHHEM
(EHONBHBIX COeAMHEHHUH (IBETKH 3BEpPO0O0S MPOABIPSABICHHOTO0); pa3paboTaH METOJ MONyUYeHHS CYXHX
9KCTPAKTOB U3 pacTHTENBHOro chipbs H. perforatum; mpoBeneHo (apmaieBTHUECKOE HCCICIOBAHUE C
IeIbI0 CTAHIAPTH3AIIMH U OTIPEIeICHHUs CPOKa TOMHOCTH CyXHUX sKcTpakToB u3 Hyperici flores u Hyperici
herba; onpeneneHo anTHOKCUIAaHTHOE, aHTHOAKTEPUATIBHOE, TPOTHBOBOCHIATUTEILHOE ACHCTBUE U OCTpast
TOKCHYHOCTh CTaHAapPTU3UPOBAHHBIX CYXHX OKCTPaKTOB; TOATOTOBICHBI MpPOEKTH HopmaruBHO-
Awnanurnueckoit Jlokymenrammu (HAJ) mwis pacturensHoro ceipbst Hyperici perforati flores u cyxoro
skctpakrta Hyperici perforati flores extractum siccum.

Ba:kHoii Hay4uHOiT mpo6Jiemoii. DutoxumMudeckuit ckpunune BuioB p. Hypericum u3z ¢iopsr PM
JUIsl BBISIBIICHHEM BHJa C CaMbIM BBICOKHM cojnepxkanueMm ¢aBoHonaoB (H. perforatum), ¢ mensto
paspabotku HAJI anst cranmaptus3aiiu pactutenbHoro ceipbs Hyperici perforati flores u ero cyxoro
JKCTpaKTa - HEOOXOAMMOE YCJIOBHE Il Pa3paOdOTKH HOBBIX (pUTO(papMaIeBTHUYCCKHX IMPEHapaToB ¢
aHTHOAaKTepHaJIbHBIM, aHTHOKCUIAHTHBIM U TIPOTUBOBOCTIANUTENLHBIM JICHCTBUEM.

Teopernyeckast 3HAYUMOCTh. YTiyOsieHHE 3HAaHUHA 00. CEKPETOPHBIX CTPYKTYpax BHUIOB P.
Hypericum ¢opst PM, ux OTIMYUHM 1O XMMHYECKOMY COCTaBY, MPUHIMIAX BBIICICHUS XHUMHUYCCKHUX
COCJIMHEHMH, XUMHYECKOM aHallu3e paCTUTEIBHOTO CBIPbS M OKCTPAKTOB; 00 W3yYEeHUHU
aHTHOAKTEePHAJIbHBIX, IPOTUBOIPUOKOBBIX, AHTUOKCUAAHTHBIX U IPOTHBOBOCHIAIUTEIBHBIX CBOMCTB CYXHX
9KCTPaKTOB, moy4yeHHbIx u3 H. perforatum.

I[IpakTnyeckass 3HAYMMOCTb. Pe3ynbTaThl HCClieOBaHUs OYAyT CIOCOOCTBOBATH Pa3BUTHIO
(hapMaleBTUYECKOH MPOMBINUICHHOCTH PM, C 1eNbl0  TOMOJIHCHUS aCCOPTUMEHTAa HOBBIMH
¢uTonpenapaTtaMu, CoAepKAIIMMHU CTaHAApTH3UpOBaHHbIC dKcTpakThl H. perforatum oredectBeHHOrO
npou3BojicTBa. [lomydeHHbIe TaHHBIE MO3BOJISIOT pa3pabortath HAJ anst craHmapTU3MPOBaHHBIX CYXHX
9KCTPAKTOB, KOTOPBIE MOTYT CITy>KUTh OCHOBHBIM KOMITOHEHTOM B (DUTOTEpAIEBTHUECKUX Tpernaparax C
AQHTHOKCHJIAHTHBIM, aHTHOAKTepHaJIbHBIM U IIPOTUBOBOCTIATIUTENILHBIM JIEHCTBUEM.

BHenpenne HayuHbIx pe3ysabTatoB. Co3maHbl npoekTsl dapmakonelHbBIX cTaTedl JuIs
pactutensHOro ceipbs Hyperici perforati flores u cyxoro skcrpakra Hyperici perforati flores extractum
siccum. PesynbTaThl HMcciienoBaHMs BHEIpeHbI B y4eOHBIH mporecc Ha Kadenpe dapmakorHozun u
(apmalneBTHUECKON OOTaHMKM; B HaydHO-TpakTHueckuil mpouecc Hayunoro Llentpa JlekapcTBeHHBIX
Cpencts m Hayuno-IIpaktnaeckom Ilentpe JlekapctBennsix Pactenmit KI'VM® wumenn Huxomas
TecTremunany.
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INTRODUCERE

Actualitatea. Practica utilizarii plantelor si preparatelor de origine vegetalda pentru
tratamentul diferitor afectiuni dateaza din vremuri stravechi. Medicina traditionala implica
utilizarea plantelor medicinale si este omniprezenta in tarile in curs de dezvoltare; in timp ce, In
tarile dezvoltate, se utilizeaza pe larg in medicina complementara si cea alternativd, in baza
medicamentelor de origine vegetalda. Multiple cercetdri stiintifice demonstreazd eficacitatea
medicinei complementare si a celei alternative in tratarea tulburarilor fizice si psihice. Asadar,
plantele medicinale sunt obiectul de studiu al stiintelor farmaceutice contemporane.
Fitopreparatele sunt produse farmaceutice cu o serie de avantaje: toxicitate redusa si eficienta
sporitd; gama largd de actiuni terapeutice; efect asupra tuturor organelor si sistemelor
organismului; efecte secundare (adverse) reduse; cost relativ mai mic comparativ cu preparatele
sintetice; posibilitatea de automedicatie [1].

Sunatoarea (Hypericum perforatum L.) este o plantd medicinala cu o istorie veche (mai
mult de 2400 de ani), fiind cunoscuta din secolul al V-lea 1.Hr. drept ,,vindecatoare a ranilor”.
Eficacitatea si indicatiile de utilizare a H. perforatum au fost bine documentate de catre numerosi
oameni de stiintd, incepand cu Galenus, urmat de Dioscorides, Plinius, Hippocrates, Paracelsus,
etc. Se regaseste intre plantele lui Gerard (1597, botanist englez) si ale lui Whithering (1796).
Gerard face referire la o alifie din H. perforatum, utilizata in tratarea ranilor. Dintre primele
aplicatii farmaceutice a H. perforatum in Europa (dupa secolul al XVI-lea), considerata cea mai
eficienta a fost aplicatia uleiului obtinut prin distilare, folosita in terapia ranilor si a vanatilor.
Hyperici oleum, datorita eficientei sale, a fost inclus in prima farmacopee oficiald din Londra. in
prezent, aceastd specie este introdusd in diverse farmacopei (Farmacopeea FEuropeanad,
Farmacopeea Romdnd, Farmacopeea Belarusd, Farmacopeea de Stat a Federatiei Ruse); de
asemenea, in Cooperarea stiintifica europeand pentru fitoterapie (ESCOP), in Monografiile
Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS) si Agentiei Europene pentru Medicamente (EMA) [2, 3].

H. perforatum este originara din Europa, dar pe larg raspandita in zonele temperate ale
lumii: Europa, Asia, Australia, Africa de Nord, America de Nord si de Sud [4].

Multi metaboliti secundari au fost identificati si determinati cantitativ in diferite parti ale
plantei. Studiile chimice au identificat grupuri de compusi activi: naftodiantrone (hipericina,
pseudohipericind, izohipericind si protohipericind); floroglucinoli (hiperforind, adhiperforind,
furohiperforind). Flavonoidele cuprind grupul major de compusi biologic activi in H. perforatum.
Compusii flavonoidici, identificati pana in prezent, includ: flavonoli (kaempferol, cvercetol,

miricetind); flavone (luteolind); heterozide flavonoidice (hiperozida, izocvercitrozida, rutozida);
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biflavone (biapigenind, amentoflavond); proantocianadine oligomerice. Uleiul volatil a fost
determinat in concentratii de 0,05%-0,9% si const, in special, din mono- si sescviterpenoide. in
afara de compusii chimici mentionati, in produsele vegetale de H. perforaum se contin taninuri (3-
16%); xantone si acizi fenolici (cafeic, clorogenic si p-cumaric). In plus, sunt prezenti si alti
compusi: acizi (nicotinic, miristic, palmitic si stearic), carotenoide, coline, pectine, hidrocarburi
[4,5,6,7,8].

Studiile farmaceutice curente au pus In evidentd efecte antidepresive, antioxidante,
anticonvulsivante, analgezice, antiinflamatoare, citotoxice si antidiabetice ale compusilor chimici,
identificati in H. perforatum [8].

In literatura de specialitate, sunt atestate date relevante despre activitatea antibacteriani a
compusilor chimici din grupul flavonoidelor versus bacterii gram-pozitive si gram-negative.
Sursele bibliografice ofera date privind mecanismul de actiune a doi compusi principali:
kaempferolul si cvercetolul. S-a demonstrat faptul, cd cvercetolul creste permeabilitatea
membranei citoplasmatice a Streptococcus pyogenes, ceea ce are o influenta inhibitoare asupra
acestei bacterii gram-pozitive. A fost observat efectul sinergic al cvrcetolului cu antibioticul
ceftazidim [9]. Extractele polifenolice din H. perforatum, obtinute cu diversi solventi, au
demonstrat activitate antibacterianda in raport cu Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus subtilis ATCC
6633, Candida albicans ATCC 10231 si cu Candida krusei ATCC 4243 [10].

Uleiul volatil din specia H. perforatum poseda proprietati antibacteriene care vizeaza:
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Proteus
mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas tolaasii, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, iar activitate antifungica catre:
Aspergillus niger, Candida albicans, Cladosporium cladosporioides, Penicillium funiculosum,
Trichoderma viride [11].

Efectul antidepresiv se datoreaza celor doi compusi chimici, prezenti in extractele de H.
perforatum, hipericina si hiperforina, cu o posibila implicare a altor compusi chimici, cum ar fi
flavonoidele, bioflavonoidele, xantonele, proantocianidinele. Numeroase studii clinice au
demonstrat eficacitatea extractelor hidroetanolice din partile aeriene de H. perforatum, in
reducerea depresiei usoare. Preparatele din sunatoare produc mai putine efecte adverse, in
comparatie cu cele sintetice. Efectul antidepresiv al Hyperici herba este dovedit experimental pe
animale si este demonstrat, ca acesta se datoreazd continutului de hiperforind, hipericind si de
pseudohipericind, care interactioneazd cu receptorii  serotoninergici, noradrenergici,

dopaminergici, acidul gamma-aminobutiric (GABA), care inhiba activitatea enzimelor:
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monoaminooxidazei (MAO) si a catecol-O-metil transferazei (COMT), cresc numarul sau
densitatea receptorilor SHT2 1n cortexul frontal al creierului, manifestaindu-se benefic in tratarea
depresiei [12].

Speciile g. Hypericum sunt studiate din diverse criterii: compozitia chimica in functie de
conditiile de crestere (zone geografice, conditii climatice, plante din flora spontana sau din flora
cultivata); faze fenologice; parti ale plantei; actiuni biologice (antimicrobiene, antidepresive,
antiinflamatoare, antioxidante, diuretice, antivirale, anticanceroase); interactiune a compusilor
chimici cu preparate sintetice; toxicitate [5, 7, 8, 9, 10, 11].

In flora spontani a RM sunt atestate 5 specii ale g. Hypericum: H. perforatum L. — specie
frecventa, dar cu tendinte de reducere a arealului, creste in abundenta in grupuri difuze; H. elegans
Steph. — specie spontan intalnita prin poiene si liziere; H. hirsutum L. — rareori se intalneste in
plantatiile silvice si in tufarisuri, formeaza grupuri mici; H. tetrapterum Fries. — specie critic
periclitata, creste difuz, este ocrotita de stat; H. montanum L. — creste in grupuri mici, este ocrotita
de stat. Specia H. perforatum a fost introdusa in anul 2007, in colectia Centrului Stiintifico-Practic
in Domeniul Plantelor Medicinale a USMF ,,Nicolae Testemitanu” (CSPDPM) [6].

Cea mai utilizata specie din g. Hypericum in medicina RM este H. perforatum. Partile
aeriene de sundtoare sunt utilizate pe larg ca remediu astringent, antibacterian, stomahic si
antiinflamator. In retelele farmaceutice sortimentul de produse fitoterapeutice autorizate cu
continut de produs vegetal sau extracte nu este mare, de asemenea, nu sunt produse fitoterapeutice
de origine autohtona [13].

Reiesind din cele mentionate, H. perforatum este o planta cu un continut bogat de compusi
biologic activi si cu un spectru larg de proprietati biologice.

In pofida acestui fapt, planta este limitat valorificatd in aspect medical si de industria
farmaceutica din RM. Pana in prezent, nu sunt standardizate produsele vegetale si cele extractive
din H. perforatum, de origine autohtona, care ulterior ar putea servi drept surse in elaborarea de
noi forme farmaceutice. Subiectul valorificarii produselor extractive (ulei volatil, extracte uscate
cu continut polifenolic), obtinute din produsele vegetale de H. perforatum este destul de actual in
dezvoltarea farmaceuticii autohtone (aspecte teoretice si practice), ceea ce constituie argumentul
forte 1n realizarea acestei lucrari.

Scopul lucririi: studiul farmacognostic al speciilor genului Hypericum pentru obtinerea,
standardizarea si evaluarea actiunii farmacologice ale produselor extractive.

Obiectivele de cercetare:

1. Analiza macroscopica si microscopica a speciilor genului Hypericum din flora RM.
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2. Studiul chimic comparativ al speciilor genului Hypericum in vederea identificarii produsului
vegetal cu continut maxim continut de compusi fenolici.

3. Izolarea si analiza chimica a uleiului volatil, obtinut din produsele vegetale ale speciilor g.
Hypericum.

4. Obtinerea, analiza chimica, standardizarea si studiul stabilitatii extractelor uscate din partile
aeriene si din flori de H. perforatum.

5. Studiul activitatilor antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare ale produselor extractive;
determinarea gradului de toxicitate acuta ale extractelor uscate din H. perforatum.

6. Elaborarea Proiectelor de monografii farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici perforati
flores si extractul uscat Hyperici perforati flores extractum siccum.

Ipoteza de cercetare. Ne propunem sa valorificam produsele vegetale si extractive (ulei
volatil, extracte uscate), obtinute din Hypericum perforatum, printr-un studiu complex chimic si
biologic, cu elaborarea ulterioarda a Documentatiei Analitice de Normare, ceea ce va permite
utilizarea acestor produse in elaborarea de noi forme farmaceutice de origine vegetald, cu
proprietati antibacteriene, antiinflamatoare si antioxidante.

Sinteza metodologiei de cercetare. Recunoasterea speciilor g. Hypericum in habitatul
natural din RM s-a realizat dupa caracteristicile macroscopice si microscopice, elucidate in sursele
bibliografice.

Colectarea si conditionarea produselor vegetale s-a efectuat conform cerintelor stipulate in
monografiile din Farmacopeea Europeana, ed. 10, vol. 1, 2019 si din Farmacopeea Romdnd, ed.
X-a.

Identificarea si determinarea cantitativa a compusilor chimici, in produsele vegetale si in
cele extractive, s-a realizat prin utilizarea metodelor contemporane chimice si fizico-chimice:
reactii de culoare si de sedimentare, cromatografie pe strat subtire (CSS), cromatografie de lichide
de inalta performanta (HPLC), spectrofotometric UV-VIS, cromatografie gazoasa-spectrometrie
de masa (GC-MS).

Uleiul volatil s-a extras din produsele vegetale proaspete si uscate prin hidrodistilare,
metoda 1, descrisa in farmacopeile in vigoare, utilizdnd recipientul Ginsberg. Extractele uscate au
fost obtinute prin 2 metode: repercolare, cu fractionarea produsului vegetal in parti egale cu ciclu
neterminat si macerare fractionata cu agitare.

Termenul de valabilitate al extractelor uscate a fost stabilit prin pastrare in timp real, in
conditii obisnuite si in conditii accelerate.

Activitatea antioxidanta a extractelor uscate, obtinute din parti aeriene si din flori de H.

perforatum a fost determinata prin 2 metode: DPPH"si ABTS™.
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Activitatea antibacteriana si antifungica ale uleiului volatil si extractelor uscate, obtinute
din produsele vegetale de H. perforatum, au fost testate prin utilizarea metodei diluarilor in serie,
in mediul nutritiv lichid: bulion peptonat din carne de 2%, la pH-ul 7,0. Testul a fost efectuat pe
culturi de microorganisme gram-pozitive, gram-negative si pe fungi. Cercetarile au fost realizate
in Laboratorul stiintific ,,Infectii intraspitalicesti” din cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Studiul activitatii antiinflamatoare a extractelor uscate, obtinute din Hyperici herba si
Hyperici flores (produse vegetale colectate din flora spontanda a RM si din colectia CSPDPM,
USMF ,,Nicolae Testemitanu”) a fost realizat in vivo, prin inducerea edemului labei posterioare,
la sobolani.

Studiul toxicitatii acute a extractelor uscate de H. perforatum s-a realizat prin metoda
dozelor fixe cu stabilirea gradului toxic, conform ghidului TG 423 (Acute Toxic Class Method),
recomandat de Organizatia Economica pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD).

Cercetarile preclinice si toxico-farmacologice au fost aprobate de Comitetul de Etica al
Cercetarii al USMF ,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal nr. 29 din 24.03.2015.

Rezultatele experimentale, obtinute in urma analizei cantitative a produselor vegetale si
extractelor uscate, au fost supuse analizei statistice descriptive, ca rezultat au fost obtinuti
urmitorii parametri statistici: media (X), intervalul de incredere 95% (CI), mediana (Me), abaterea
standard (SD), abaterea intercuartila (IQR), valoarea minima (X min) si maxima (X max).
Normalitatea distributiei datelor a fost verificata prin testul Shapiro-Wilk, potrivit pentru date ce
nu au distributie normala sau pentru numarul unitatilor statistice relativ mic. Analiza statistica a
semnificatiei diferentelor intre grupuri au fost stabilite, utilizand teste Kruskal-Wallis si Anova.
Calculele au fost efectuate, folosind IBM SPSS Statistics versiunea 24.

Noutatea si originalitatea stiintifici. Pentru prima data a fost realizat screening-ul
fitochimic la 4 specii a g. Hypericum (H. perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum L., H.
tetrapterum Fries.) din flora spontana a RM, care a permis identificarea produsului vegetal cu
continut mzxim de compusi fenolici (Hyperici perforati flores); s-a optimizat metoda de obtinere
a extractelor uscate din produsele vegetale de H. perforatum; s-a efectuat studiul farmaceutic, care
a permis standardizarea si determinarea termenului de valabilitate al extractelor uscate din
Hyperici flores si Hyperici herba; s-a determinat actiunile: antioxidantd, antibacteriana,
antiinflamatoare si gradul de toxicitate acuta ale extractelor uscate standardizate;

s-a elaborat proiectul Documentatiei Analitice de Normare pentru produsul vegetal Hyperici
perforati flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati flores extractum siccum.

Problema stiintificA importanta constd in screening-ul fitochimic al speciilor g.

Hypericum din flora RM si identificarea speciei cu cel mai inalt continut de flavonoide (H.
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perforatum); in vederea elaborarii Documentelor Analitice de Normare a calitatii pentru produsul
vegetal Hyperici perforati flores si a extractului uscat — 0 conditie obligatorie pentru elaborarea de
noi produse fitofarmaceutice cu activitati: antibacteriana, antioxidanta si antiinflamatoare.

Semnificatia teoretica a lucrarii constd in aprofundarea cunostintelor referitoare la
particularitatile morfo-anatomice a speciilor g. Hypericum din flora RM, deosebirea lor dupa
compozitia chimica, principiile de extractie a compusilor chimici polifenolici; determinarea lor
calitativda si cantitativd in produsele vegetale si in cele extractive; studiul proprietatilor
antibacteriene, antifungice, antioxidante si antiinflamatoare ale extractelor uscate, obtinute din
Hypericum perforatum.

Valoarea aplicativa. Rezultatele vor contribui in dezvoltarea industriei farmaceutice din
RM, 1n vederea completarii arsenalului produselor fitoterapeutice existente pe piatd cu altele noi,
cu un continut de produse extractive standardizate din H. perforatum de origine autohtona. Datele
obtinute permit elaborarea DAN pentru extractele uscate standardizate, care pot servi drept
componente de bazd 1n produsele fitoterapeutice cu actiune antioxidanta, antibacteriana si
antiinflamatoare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. In baza rezultatelor experimentale obtinute au
fost elaborate Proiectele de monografii farmacopeice pentru produsul vegetal Hyperici perforati
flores si pentru extractul uscat Hyperici perforati flores extractum siccum. Rezultatele studiului au
fost implementate: a) in procesul didactico-instructiv in cadrul Catedrei de farmacognozie si
botanica farmaceuticd; b) in procesul stiintifico-practic in cadrul Centrului Stiintific al
Medicamentului si in cadrul Centrului Stiintifico-Practic in Domeniul Plantelor Medicinale al
USMF ,Nicolae Testemitanu”.

Aprobarea rezultatelor. Rezultatele studiului au fost relatate la diverse foruri nationale si
internationale:

Zilele Universitatii si Conferinta stiintifico-practica anuala a USMF ,Nicolae Testemitanu”,
Chisinau, 2011, 2012, 2013, 2014, 2015;

MixHapoaHa HayKoBa KOH(EpeHIIis CTYIEHTIB Ta MOJIOIUX BUCHUX, TPUCBsiYEHa 1 55-piudro 3 1HA
Hapoxenss B. B. IlinBucornpkoro, Onecca, Ykpaina, 19-20 kBitas 2012;

4™ International Medical Congress for Students and Young Doctors MedEspera, USMF , Nicolae
Testemitanu”, Chisinau, Republic of Moldova, 12-14 may 2012;

Conferinta stiintifica internationald ,,Museum and scientific research”, Craiova, Romania, 12-14
septembrie 2013;

Conference ,,Phytochemicals in Medicine and Pharmacognosy”, Piatra-Neamt, Romania, 27-30
April 2014,
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Conferinta stiintifica nationala cu participare internationala ,,De la design-ul medicamentului la
calitate si inofensivitate”, in memoria profesorului Filip Babilev ,,80 ani de la nastere”, Chisinau,
RM, 11 noiembrie 2016;

XXII" International Congress “Phytopharm 2019”, Saint-Petersburg, Russia, 1-3 July, 2019;
Conferinta stiintifico-practica dedicata aniversarii a 55 de ani de la fondarea Facultatii de Farmacie
a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”, cu genericul ,, Invatimantul
farmaceutic superior in serviciul ocrotirii sanatatii”. Expozitii internationale specializate
MOLDMEDIZIN & MOLDDENT, Chisinau, Republica Moldova, 11 septembrie 2019;
Conferinta stiintifica cu participare internationald ,,Obtinerea si cercetarea farmaceutica a unor noi
molecule si produse farmaceutice cu potential terapeutic”, in cadrul Proiectului bilateral
international moldo-belarus, Chisinau, 31 ianuarie 2020;

Congresul national de farmacie, editia a XVIll-a, 2021. ,,Farmacia: De la inovare la buna practica
farmaceutica”. Editura Universitatii din Oradea, 15-17 septembrie 2021, on-line;

Conferinta stiintifico-practica nationala cu participare internationala ,,Actualitati si perspective in
studiul farmaceutic al plantelor medicinale”, Chisinau, 1-2 octombrie 2021;

Conferinta stiintificd anuala ,,.Cercetarea in biomedicind si sanatate: calitate, excelentd si
performanta”, Chisinau, 20-22 octombrie 2021;

Phytochemical Society of Europe (PSE) Meeting. Natural Products in Drug Discovery and
Development-Advances and Perspectives. lasi, Romania, 19-22 September 2022.

In baza materialelor tezei au fost publicate 25 de lucriri stiintifice, inclusiv 10 articole:
monoautor — 4, in materialele comunicarilor stiintifice nationale — 8; in materialele comunicarilor
stiintifice internationale — 2; de asemenea, 15 teze in materialele conferintelor stiintifice
internationale si nationale. Au fost elaborate si implementate 3 acte de implementare a rezultatelor
cercetarilor stiintifice (Anexa 7), 4 certificate de inovator (Anexa 8) si au fost obtinute 3 certificate
de inregistrare a obiectelor dreptului de autor si a drepturilor conexe (Anexa 9).

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este scrisd in limba romana pe 139 pagini si
include sectiunile: adnotare (in trei limbi), cuprins, lista de tabele, lista de figuri, lista abrevierilor,
introducere, 4 capitole, inclusiv sinteza rezultatelor obtinute, concluzii generale, recomandari
practice si bibliografie (199 de surse), declaratia privind asumarea raspunderii, CV-ul autorului,
anexe (figuri si tabele, complementare tezei). Materialul ilustrativ include 47 de tabele, 47 de figuri
si 9 anexe.

Capitolul 1. Caracteristica generali a speciilor genului Hypericum L. in acest capitol
sunt sintetizate date bibliografice referitoare la: raspandirea speciilor, care apartin g. Hypericum

in toatad lumea, inclusiv in RM; caracteristicile de diferentiere morfologica ale speciilor de
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Hypericum, similare celor din flora RM (H. perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum L., H.
tetrapterum Fries.) si anatomica dupa forma, culoare, tip si localizare a structurilor secretoare. De
asemenea, sunt descrise rezultatele studiilor fitochimice ale speciilor din g. Hypericum, realizate
prin diferite metode fizico-chimice moderne. Datele analizate denotd diversitatea continutului
chimic al metabolitilor secundari, prezenti in diverse parti ale plantelor din g. Hypericum. Sunt
mentionate rezultatele analizelor chimice, efectuate per specia H. perforatum, unica regasita in
diverse farmacopei, in comparatie cu alte specii din g. Hypericum, cu grupuri identice de compusi
chimici, cu proprietati farmacologice demonstrate experimental in vitro si in vivo. Sunt relatate
date bibliografice referitoare la utilizarea produselor extractive, obtinute din produsele vegetale de
H. perforatum, utilizate in medicina drept ingrediente in diverse forme farmaceutice, cu proprietati
antibacteriene, antiinflamatoare, antidepresive, cicatrizante etc.

Capitolul 2. Analiza chimici a produselor vegetale din speciile genului Hypericum L.
Acest capitol reprezinta o incursiune in metodologia si in design-ul cercetarii produselor vegetale
a 4 specii de Hypericum: H. perforatum, H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum, colectate din
flora RM. Este descris procesul de obtinere a produselor vegetale (parti aeriene, flori, frunze,
tulpini) din 4 specii de Hypericum, colectate din flora spontand a RM si din colectia CSPDCPM
USMF | Nicolae Testemitanu”. Sunt descrise metodele si rezultatele analizei calitative a
produselor vegetale, realizate prin reactii de culoare si de sedimentare, cromatografie pe strat
subtire (CSS), cromatografie de lichide de naltd performanta (HPLC). Sunt elucidate metodele
spectrofotometrice UV-VIS de dozare a totalului de flavonoide, derivati de antracen si a totalului
de polifenoli in produsele vegetale a 4 specii de Hypericum, supuse studiului. Prin HPLC, in
premiera, s-a efectuat identificarea si dozarea comparativa a derivatilor de flavonol (rutozida,
hiperozida, cvercitrozida, cvercetol) si a biflavonei (13,118-biapigenina), in partile aeriene de H.
perforatum, colectate din flora spontana a RM si din colectia CSPDPM.

Capitolul 3. Obtinerea si studiul chimic al produselor extractive din specia Hypericum
perforatum. Capitolul cuprinde informatii relevante despre metoda de extragere si despre studiul
chimic al uleiului volatil, obtinut din produsele vegetale a 4 specii de Hypericum, realizat prin GC-
SM. Sunt descrise metodele de obtinere a extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici flores,
produsele vegetale a speciei H. perforatum; parametrii optimizati in metoda de macerare
fractionata cu agitare. De asemenea, sunt descrise metodele de identificare a compusilor chimici
in extractele uscate analizate, metodele si rezultatele dozérii spectrofotometrice UV-VIS a
totalului de flavonoide, polifenoli si de derivati de antracen; rezultatele determinarii cantitative a

flavonoidelor, prin tehnica HPLC: rutozidd, hiperozida, cvercitrozida, cvercetol si 13,118-
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biapigenina, in extractele uscate obtinute din H. perforatum (produse vegetale colectate din flora
spontana a RM si din colectia CSPDPM). Sunt elucidate rezultatele determinarii gradului de
extractie a compusilor fenolici cu etanol in concentratii de 40%-90%. Este validatd metoda
spectrofotometricd UV-VIS de dozare a totalului de flavonoide si este relevatd standardizarea
extractelor, obtinute din parti aeriene si din flori de H. perforatum, insotita de determinarea
stabilitatii acestora.

Capitolul 4. Cercetarile farmacologice referitoare la extractele uscate si la uleiul
volatil din H. perforatum L. Este prezentata activitatea antioxidanta a extractelor polifenolice din
Hyperici herba si din Hyperici flores, determinata prin 2 metode (DPPH', ABTS"".) si capacitatea
de chelare a fierului. Este elucidata activitatea antimicrobiana a uleiului volatil din Hyperici herba
si a extractelor uscate, obtinute din partile aeriene si din flori, efectuatd prin metoda diluarilor in
serie in mediul nutritiv lichid: bulion peptonat din carne de 2%, pH-ul 7,0. Culturile de
microorganisme investigate au fost gram-pozitive: Staphylococcus aureus 209-P, Enterococcus
faecalis ATCC 25922 si gram-negative: Escherichia coli ATCC 25922, Proteus vulgaris HX
19222, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Proprietatea antifungica a uleiului volatil a fost
cercetata pe tulpini de: Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candida albicans si Penicillium.

Este demonstrata actiunea antiinflamatoare a extractelor din produsele vegetale Hyperici
herba si Hyperici flores (colectate din flora spontand a RM si din colectia CSPDPM), cu
prezentarea metodologiei (modelarea cu histamina a edemului labutei posterioare la sobolani).
Sunt relevate rezultatele determindrii gradului de toxicitate acutd, prin administrarea
intraperitoneala si intragastralda a extractelor uscate (dizolvate in ser fiziologic), la soareci si la

sobolani.
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1. CARACTERISTICA GENERALA A SPECIILOR GENULUI
HYPERICUM L.

1.1. incadrarea sistematica a genului Hypericum
Dupa Ehrendorfer F. (1991), genul Hypericum se incadreaza in urmatorul sistem, prezentat
in tabelul 1.1 [14].

Tabelul 1.1. Incadrarea sistematici a genului Hypericum

Incadrarea sistematici Denumirea in limba latina
Regnul Plantae
Subregnul Cormobionta
Increngitura Magnoliophyta (Angiospermae)
Clasa Magnoliopsida
Subclasa Dilleniidae
Ordinul Theales
Familia Hypericaceae
Genul Hypericum L.

Ordinul Theliales cuprinde cca 98 de genuri, cu peste 2000 de specii, raspandite
preponderent in zonele tropicale si in cele subtropicale. Formele vitale sunt arbori, arbusti si plante
erbacee. Ordinul cuprinde 3 familii: Theaceae, Actinidiaceae, Hypericaceae. in RM este atestat 1
gen (Hypericum L.) cu 5 specii (H. perforatum L., H. elegans Steph., H. hirsutum L., H.
tetrapterum Fries., H. montanum L.) [15, 16, 17].

Familia Hypericaceae cuprinde 9 genuri si circa 500 de specii raspandite in zone tropicale
si in cele subtropicale. Include plante erbacee multianuale sau anuale, arbusti, subarbusti. Frunzele
dispuse opus sau verticilat cu marginea intreaga fara stipule, cu pungi schizogene, cu continut
colorat sau incolor si canale secretoare. Florile sunt bisexuate, actinomorfe, rar solitare sau grupate
in inflorescente cimoase. Sepalele, in numar de (2) 4-5 (6), se pastreaza la fructe; petalele galbene
sau rosietice in numar 4-5 (10). Androceul cu stamine numeroase, reunite in 3-5 fascicule sau rar
neconcrescute. Gineceul compus din (2) 3-5 carpele, cu ovar superior (1) 3-5 locular. Fructul —
capsuld, rar baca sau drupa [15, 16, 18].

Genul Hypericum include aproximativ 484 de specii divizate in 36 sectiuni taxonomice,
raspandite la nivel mondial in regiunile temperate, tropicale, subtropicale si in cele montane, cu
exceptia Antarcticii. Vegeteaza prin poiene, lunci umede, pe malul lacurilor si raurilor, pe
marginea drumurilor, pe stancarii, tufarisuri. Sunt plante erbacee, arbusti, subarbusti, cu frunze

intregi fara stipule, cu pungi secretoare negre sau transparente [16].
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Caracteristici. Florile in dichazii, dispuse in inflorescente paniculate sau corimbiforme.

Flori din 5 sepale libere sau concrescute la baza, 5 petale libere [15, 18, 19]. Speciile g. Hypericum

L. din flora Europei sunt prezentate in tabelul 1.2 [18, 20].

Tabelul 1.2. Speciile genului Hypericum din flora europeana

Sectii Specii

Rispandirea si habitatul

1. Ascyreia Choisy H. calycinum L.

Balcani, Turcia. Se cultiva in parcuri si livezi.

*H. perforatum L.

Caucaz, Siberia de Vest si Est, Orientul indepértat,
Asia Mijlocie si Mica, Scandinavia, Europa Centrala
si de Vest, Zona mediteraneand, Iran, Africa,
America, Australia. Specie comuna pe intreg
teritoriul RM. Vegeteaza prin poiene si liziere, prin
fanete, livezi, ogoare neingrijite, pe marginea
drumurilor.

2. Hypericum | | tetrapterum Fries.

Caucaz, Scandinavia (sud), Europa de Vest, Zona
mediteraneand, Asia Mica, Iran. Vegeteazd prin
poiene, tufarisuri, in padurile de foioase, pe malurile
raurilor, paraielor. in RM, specie critic periclitata,
ocrotitd de stat, creste difuz din abundenta.

H. maculatum Cranz.

Scandinavia, Europa Centrald si de Vest, Zona
mediteraneand. Vegeteazad prin poiene si liziere,
campii, tufarisuri, in padurile de conifere si mixte.

*H. elegans Steph.

Caucaz, Siberia de Vest si Est, Balcani, Asia Mica,
Carpati, RM. Vegeteaza prin poiene si liziere, pe
pante inierbate, pe stancarii, tufariguri.

3. Drosocarpium H. alpigenum Kit.

Europa Centrald, Zona mediteraneana, Balcani,
Carpati. Vegeteaza pe pajisti montane.

(Boiss.) Stef H. humifusum L.

Spash. H. montbretii Spach. C_aucaz, Ba.lcam., As1_a _ Mlca. Creste pe pante
pietroase, prin poiene si liziere.
4. Oligostema Scandinavia (sud), Europa Centrala si de Vest, Zona

mediteraneand, Balcani (nord). Vegeteaza pe pajisti
umede, cAmpii, poiene.

H. hyssopifolium

Caucaz, Zona mediteraneana. Creste pe aflorimente

(N. Robson) Sennik.

Chaix. de calcar, pante pietroase.
H. Ivdium Boiss Turcia, Asia Mica, Caucaz. Creste pe pante
5 Hirtella Stef - ' pietroase, de calcar si pietris.
' ' H. apiculatum Caucaz, Asia Mijlocie, Iran. Creste pe aflorimente

de calcar, pante pietroase, pietris.

H. elongatum Ledeb.

Caucaz, Siberia de Vest, Asia Mijlocie, Iran. Creste
pe pante pietroase, uscate.

H. tauricum R. Keller

Balcani. Creste pe pante pietroase.

6. Taeniocarpium

Jaub. et Spash. *H. hirsutum L.

Caucaz, Siberia de Vest si Est, Orientul Indepartat,
Asia Mijlocie, Scandinavia, Europa Centrald si de
Vest, Balcani, Iran. Vegeteazd prin poiene,
tufarisuri, in paduri de foioase, rareori se intdlneste
in paduri mixte, plantatii silvice. iIn RM formeaza
grupuri mici.

7. Adenosepalum

*
Spach, H. montanum L.

Caucaz, Europa Centrala si de Vest, Scandinavia,
Zona mediteraneand. Vegeteazd prin poiene si
liziere, tufarisuri, in paduri de foioase. In RM este
specie putin studiata, ocrotita de stat.

Nota: * Speciile g. Hypericum L. din flora RM
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1.2. Caracteristicile macro- si microscopice ale speciilor genului Hypericum

In flora spontani a RM, vegeteaza 5 specii de Hypericum [16, 17, 20]: H. perforatum L.
(pojarnita, sunatoare perforata) — specie frecventa, dar cu tendinte de reducere a arealului, creste
din abundenta in grupuri difuze; H. elegans (pojarnita, sunatoare eleganta) — Specie spontan
intalnita prin poiene si liziere; H. hirsutum (pojarnita, sunatoare hirsutd) — rareori intalnita pe
plantatiile silvice si tufarisuri,care formeaza grupuri mici; H. tetrapterum (sovarvarita, pojarnita
tetraptera) — specie critic periclitata, creste difuz, ocrotita de stat; H. montanum (pojarnita de
munte, sunatoare montana) — creste in grupuri mici, ocrotita de stat [15].

In Farmacopeea Europeand, ed. 10, Vol. 1 (2019) si in Farmacopeea Romdnd, ed. a X-a
(1993), pentru obtinerea produsului vegetal Hyperici herba, este admisa specia Hypericum
perforatum. Insa oamenii, din lipsa de experientd, deseori colecteaza si alte specii ale g.
Hypericum, care difera prin anumite caracteristici morfologice si anatomice ale organelor

vegetative.

1.2.1. Caracteristica morfologica a speciilor genului Hypericum

Caractere macroscopice ale speciei H. perforatum. Tulpina glabra, cilindrica, cu doua
coaste longitudinale. Frunzele ovat-alungite, sesile, obtuze, glabre; cu numeroase pungi secretoare
transparente (dispuse pe toata suprafata limbului) si glande negre (situate pe marginea si varful
frunzei). Florile grupate in inflorescente paniculat corimbifere; corola din sepale ingust-lanceolate,
neciliate, cu glande negre rare. Caliciul din petale in numar de 5, de culoare oranj-galbui, de doua

ori mai lungi ca sepalele, cu puncte negre (fig. 1.1) [16, 17, 21, 22].

Fig. 1.1. Caracteristicile macroscopice ale speciei H. perforatum: tulpini (a), frunzi (partea
superioari) (b), frunza (partea inferioara) (c), floare (d) [21, 22]

Caractere morfologice ale speciei H. elegans. Tulpina glabra, negru-punctata, in

jumatatea superioara bimuchiata, muchiile nearipate. Frunzele de 1-4 c¢cm lungime, alungit-

lanceolate, semiamplexicaule, cu glande negre si pungi transparente, al caror numar este mai mic,
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comparativ cu H. perforatum. Florile grupate in inflorescenta paniculat-piramidala. Sepalele ovat-

lanceolate, ciliate cu glande negre. Corola din petale ovat-lanceolate, galbene cu glande negre pe
margine (fig. 1.2) [16, 17, 22].

Fig. 1.2. Caracteristicile macroscopice ale speciei H. elegans: tulpina (a), frunza (partea
superioari) (b), frunza (partea inferioara) (c), floare (d) [https://botany.cz/cs/hypericum-
elegans/]

Caractere morfologice ale speciei H. hirsutum. Tulpina cilindrica, nearipata, pubescenta.
Frunzele oval-alungite, in partea de sus, dens acoperite cu peri moi, proeminente, obtuze, cu pungi
transparente, glandele negre lipsesc. Florile grupate in inflorescente alungit-paniculate; petalele de
culoare galben-aurie, pe margini cu putine glande negre; sepalele inegale, ingust lanceolate, pe

margine dintate, la varful carora sunt glande negre globuloase (fig. 1.3) [17, 18].
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Fig. 1.3. Caracteristicile macroscopice ale speciei H. hirsutum: tulpini (a), frunza (partea
superioari) (b), frunzi (partea inferioara) (c), floare (d) [https://botany.cz/cs/hypericum-
hirsutum/]

Caractere morfologice ale speciei H. tetrapterum. Tulpina 4-muchiata, muchiile ingust
aripate. Frunzele eliptice sau alungit-ovale, obtuze, cu numeroase pungi translucide. Florile
grupate in inflorescentd paniculat-corimbiferd; bracteele si sepalele lanceolate, acute, fara cili, cu
glande negre; petalele de doua ori mai lungi decat sepalele, de culoare galben deschis, cu glande
negre (fig. 1.4) [17, 18].
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Fig. 1.4. Caracteristicile macroscopice ale speciei H. tetrapterum: tulpina (a), frunza (partea
superioari) (b), frunzi (partea inferioari) (c), floare (d), [https://botany.cz/cs/hypericum-
tetrapterum/]

Caractere morfologice ale speciei H. montanum. Tulpina fara 2 linii longitudinale
proeminente si fara puncte negre. Frunzele de 2-5 cm lungime, oval-alungite sau ovale, obtuze sau
acute, cu baza slab amplexicaula, cu fata inferioara alb-cenusie, din cauza pubescentei fine, pe
margine negru punctate. Florile cu inflorescenta racemoasa, scurtd, cu densitate redusa; pete de

culoare galben pal; sepalele pe margini dintate, aici se gasesc si glande negre (fig. 1.5) [17, 18].

Fig. 1.5. Caracteristicile macroscopice ale speciei H. montanum: tulpina (a), frunza (partea
superioari) (b), frunza (partea inferioari) (c), floare (d) [https://botany.cz/cs/hypericum-

montanum/]

1.2.2. Particularitatile anatomice ale speciilor genului Hypericum

In ultimul timp, a crescut interesul fati de reprezentantii g. Hypericum, deoarece sunt surse
de o mare varietate de compusi biologic activi. Sinteza i acumularea acestora, in special a
hipericinei, hiperforinei, uleiului volatil, se desfdsoara in structurile secretoare, cunoscute ca
noduli negri, glande translucide, canale secretoare. Varietatea structurilor secretoare interne a fost
folositd 1n clasificarea subgenericd. Aceastd diversitate fitochimicd a fost cercetatd in studii

taxonomice si morfologice [23]. Conform datelor bibliografice, nu toate structurile sunt prezente
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in speciile de Hypericum, prezenta si/sau frecventa variind intre organele vegetative si cele
reproductive. Cercetarile recente sunt bazate pe studiul structurilor secretoare si mai putin pe cele
anatomice ale organelor vegetative [23]. In ultimul timp, tot mai multe cercetari au drept scop
identificarea noilor caracteristici microscopice de diferentiere a speciilor g. Hypericum si
completarea cunostintelor referitoare la structurile secretoare [24, 25, 26, 27, 28].

Caracteristicile microscopice ale speciei H. perforatum. in monografia Hyperici herba
din Farmacopeea Europeana, ed. 10 (2019) si din Farmacopeea Romana, ed. X (1993), sunt
prezentate caracteristicile microscopice ale frunzei de H. perforatum, care sunt incomplete.

Actualmente, sursele bibliografice prezinta informatii referitoare la structurile anatomice
si la cele secretoare, pentru toate organele vegetative ale speciei H. perforatum. Cunostintele date
pot evita colectarea produselor vegetale din alte specii ale g. Hypericum [21, 22].

Sectiunea transversald, prin tulpina, are o forma usor eliptica cu 2 coaste mici, opuse.
Epiderma unistratificata, la exterior acoperitd cu cuticula, este urmata de 3 randuri de colenchim.
Scoarta primara este alcatuita din celule parenchimatice, cu pereti nelignificati sau obliterati, in
cazul tulpinilor mai batrane. Endoderma este formata dintr-un strat de celule lungi, aplatizate.
Scoarta primara este delimitata de un cilindru, cu un periciclu unistratificat. Floemul este format
din 2-3 randuri de celule, urmat de cambiu si apoi de xilemul, secundar si primar. Maduva alcatuita
din celulele parenchimatice, ocupa a treia parte din tulpina [25, 27].

Kurkin V. et al. (2009) au studiat caracteristicile microscopice de diferentiere a frunzei
speciei H. perforatum, in comparatie cu H. elegans, H. hirsutum, H. maculatum Crantz. Celulele
epidermei superioare a frunzei sunt cu pereti sinuosi, ingrosati moniliform pronuntat. Peretii
epidermei inferioare sunt mai sinuosi, cu multe stomate de tip anomocitic, inconjurate cu 3-4
celule. Dat fiind faptul ca mezofilul frunzelor are o structura bifaciala, sub epiderma superioara,
alcatuita dintr-un strat de celule, se gaseste parenchimul palisadic, format, la randul sau, din 1-2
straturi de celule. In continuarea acestuia, spre partea epidermei inferioare, urmeaza tesutul
lacunar. In jurul fasciculelor conducitoare, se giseste colenchimul [27]. In mezofilul frunzei se
intalnesc urmatoarele tipuri de structuri secretoare: glande negre, pungi transparente, canale
secretoare de tip A si de tip B [21, 22, 25].

Celulele epidermei petalei sunt cu pereti ondulati si uneori drepti la baza si de-a lungul
marginii; sunt alungite, au peretii celulari ingrosati si contin incluziuni verzui de forma rotunjita
si neregulata [29]. Mezofilul petalelor este format din mai multe straturi de celule compact aranjate
[27]. Pe suprafata sepalelor se pot observa celulele epidermei cu pereti sinuosi si, mai aproape de
baza, uneori pe laturi, cu pereti drepti si cu ingrosare moniliforma [29].

Structurile secretoare de pe petale si sepale sunt numite de catre cercetatori in mod diferit:
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Kurkin V. et al. (2009) le numeste pungi pigmentate si translucide, Ciccarelli D. et al. (2001) se
refera la buzunare translucide, glande negre si la 3 tipuri de canale secretoare [21, 24], Curtis J.D.
si Lersten N.R. (1990) au oferit date cu privire la noduli negri si la cavitati tubulare (incolore si
negre) [28].

Studiul efectuat de Ciccarelli D. et al. (2001) relateaza prezenta de structuri secretoare,
localizate in organele florale si vegetative ale speciei H. perforatum: glande negre, pungi
transparente si canale secretoare [24, 28].

Pungile transparente sau ,,buzunarele” glandulare sunt localizate subepidermal, au forma
sferica sau ovala, constau dintr-o cavitate delimitata cu 2 straturi de celule. Stratul intern — din
celule aplatizate cu pereti grosi, iar cel extern — din celule parenchimatoase cu pereti grosi (fig 1.6.
A, B; fig. 1.7. A). Canalele secretoare de tip A au lumenul ingust, marginit de 4 celule poligonale
si sunt situate 1n toate compartimentele florilor (exceptie fac staminele), pe frunze, in tulpini (in
colenchim si in floem) si in radacini ( fig. 1.6 C, D, H). Canalele secretoare de tip B sunt cu lumenul
larg. Stratul intern este constituit din celule aplatizate, cu pereti subtiri, iar cel extern — din celule
parenchimatoase, cu pereti grosi. In sectiunea transversala, au aceeasi structurd similar glandelor
translucide, localizate in tulpina. Sunt prezente in petale (fig 1.6 E, F), sepale si in tulpina canale
secretoare de tip C, care au lumenul larg, marginit cu unul sau mai multe straturi de celule cu pereti
subtiri si cu unul sau mai multe straturi de celule parenchimatoase. Sunt prezente numai in gineceu

[24].

Fig. 1.6. Anatomia buzunarelor translucide si a canalelor secretoare din H. perforatum:
buzunar translucida in sepala (A); structura buzunarului translucid, (delimitat cu doua
straturi de celule (B); canale de tip A in radicina (C); canale de tip A in pistil (D); canale
de tip B in petala (E); structura detaliata a canalului de tip B (F); canal de tip C in pistil
(G); canal de tip A in petala (H) [24]
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Glandele negre din toate organele plantei au aceeasi modalitate de dezvoltare. In stadiul

incipient ele arata ca un mic grup de celule de forma poligonala, iar la maturitate constituie un

grup de celule de forma neregulata, mai mari decat cele din jur (fig. 1.7 B') [28].

Figura 1.7. Buzunar translucid (A) si glanda neagra (B) in sectiunea transversali a frunzei

Glandele negre contin un pigment violet-rosietic (antracenderivati),

transparente sunt cu un continut incolor (terpenoide) [ 21, 22, 25, 30].

iar pungile

Tipul si localizarea structurilor secretoare prezente in elementele florale la 5 specii ale g.

Hypericum sunt prezentate in tabelul 1.3 [31, 32].

Tabelul 1.3. Structurile secretoare in elementele florale la 5 specii ale genului Hypericum

Spe-
ciile

Elementele florale

Sepale

Petale

Stamine Pistil

H. perforatum

Predominant de-a lungul
marginilor buzunare
translucide; canale
secretoare intre nervuri; rar
se gasesc, glande negre,
globuloase, ovale sau
alungite, care alterneaza cu
nervurile.

Buzunare translucide distribuite
predominant pe varfuri si de-a
lungul  marginilor;  canalele
secretoare distribuite intre nervuri;
glandele negre, sferice si alungite
distribuite predominant pe varfuri
si de-a lungul marginilor, glandele
alungite se afla intre nervuri.

Sunt
glande
negre.

Fiecare
antera are o
glanda
sferica
neagra.

«
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Spe- Elementele florale
ciile Sepale Petale Stamine Pistil
Glande pigmentate de-a | Glande negre, rotunjite, pe
lungul  marginilor, pe | marginea petalelor, lipsesc pe
2 picioruse lungi; numeroase | suprafata.
& | buzunare translucide intre
< | nervuri si glande negre,
T | oval-convexe, rare.
Buzunare translucide si Buzunare translucide rar Nu sunt | Nu sunt
canale secretoare distribuite pe varfuri si de-a glande glande
distribuite intre nervuri; lungul marginilor; nu exista negre. negre.
c glande negre, sferice si canale secretoare; pe varfuri se
3 | pedunculate se observa gasesc 1-4 glande negre, rotunde
@ | de-a lungul marginilor. si pedunculate.
<
T
Buzunare translucide si Buzunare translucide rar | Fiecare Nu sunt
S canale secretoare distribuite predominant pe varfuri | antera are o | glande
£ | distribuite intre nervuri; si pe pe margini; canale secretoare | glanda negre.
g glande negre de forma distribuite intre nervuri; glande | sferica
2 | sferica sau alungitd, rare, | negre sferice sau alungite, rar | neagra.
L | se observa pe varfuri. distribuite predominant pe varfuri.
Pe marginea sepalelor Buzunare translucide, ovale sau | Antere cu o
glande negre pe piciorus, | alungite amplasate rar intre | glanda
glanda in forma de cupa; nervuri sau absente; sunt prezente | sferica
% canale secretorii de-a glande negre pe margine. neagra.
E lungul nervurilor cu un
S | continut aalben.
1S
T

Speciile din g. Hypericum se deosebesc prin prezenta/absenta, numarul si pozitia coastelor
longitudinale. Printre caracteristicile tulpinilor speciilor de Hypericum, principala diferenta este
expresia si numarul de coaste de pe internoduri. Tulpina la 5 specii in sectiune transversala este
rotunda cu 2 coaste mici la H. perforatum si H. elegans (tabelul 1.4); fara ele la H. hirsutum si H.
montanum; la H. tetrapterum sunt 4 coaste aripate. Tulpina si frunzele la H. hirsutum sunt

acoperite cu tricomi mono- si bicelulari (tabelul 1.4). Structurile secretoare in frunze si tulpini la

5 specii ale g. Hypericum sunt prezentate in tabelul 1.4 [26, 32].
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Tabelul 1.4. Structurile secretoare in frunze si tulpini la 5 specii ale genului Hypericum

Specia Frunze Tulpini
Pe limbul foliar, de-a lungul marginilor, se | Sub epiderma canale de tip B si glande
disting glande negre negre, in floemul secundar - canale de tip
_ A
H .
perforatum
i = 5 1 Ny f‘&\’\:g{
Glande negre, ovale, de dimensiuni mari | Structuri secreoare numai in floemul
pe  marginea  limbului;  buzunare | exterior.
translucide pe toata suprafata limbului.
H. elegans
Dens pubescente pe intreaga suprafatd cu Canale de tip A 1n floemul secundar.
trichomi simpli si papile. Glande negre
lipsesc; pe toatd suprafata numeroase
H pungi rotude si transucide.
hirsutum - £ :
Pe lamina foliard sunt prezente glande Sub epiderma canale de tip B si glande
negre de-a lungul marginilor si pungi negre, in floemul secundar — canale de tip
translucide pe toatd suprafata laminei. A
H. £
tetrapterum 4 J"1
Ande
b3} /‘/. A9
i ; 4 4 k{ i
Pe ambele parti suprafata este rugoasa din | Structuri secretoare numai in floemul
cauza numeroaselor papile; glande negre | exterior.
rotunjite, dens situate pe marginea
frunzei; buzunare translucide mici,
H. rotunjite, sunt rare pe marginile limbului
montanum | foliar.

1.3. Compozitia chimica a speciilor genului Hypericum
Sunatoarea este o planta utilizatd din cele mai vechi timpuri pentru proprietatile sale
terapeutice. Incid Dioscoride indica utilizarea a 4 tipuri de sunitoare: Upericon, Askuron,

Androsaimon si Koris [33, 34]. Diversitatea intrebuintarii, in medicina stiintifica si in cea populara,
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este determinata de compozitia chimica complexa. Actualmente, produsele fitoterapeutice
inregistrate din Hyperici herba prezinta extracte alcoolice, cu un continut de substante biologic
active: naftodiantroni, floroglucinoli, biflavonoide, xantone, proantocianidine, acizi fenolici, ulei
volatil [33, 35]. In mare parte, lucrarile stiintifice sunt dedicate studiului fitochimic al speciei H.
perforatum. In prezent, sunt atestate tot mai multe relatiri despre continutul chimic a altor specii
din g. Hypericum L. [34, 36, 37].

Hipericina a fost initial izolata din specia Hypericum perforatum L. de catre Buchner
(1830), care a numit-o ,,hypericum rosu”, iar Cerny in 1911 a redenumit-o in ,,hipericina” [38].

Prezenta precursorilor taninurilor condensate (leicocianidina) a fost studiata de catre
Mihaluc A. in frunze, tulpini, muguri si flori de sunatoare. Cercetatorii Leberton F.si Busez M. au
descoperit leucocianidina n 21 specii de sundtoare. Lucrarile stiintifice, semnate de Saricova K.
si Hazanovici R., vizeazi continutul catehinelor. In anul 1915 s-a anuntat despre continutul
flavonoidelor in H. perforatum, iar in anul 1918 O’Neillom a izolat cvercetolul. In anul 1956,
incep sa fie realizate studii sistematice asupra flavonoidelor din sunatoare [34]. Acizii fenolici sunt
reprezentati de acizii cafeic si clorogenic, descoperiti in 1960 in H. perforatum. Hiperforina, o
substanta cu actiune antibiotica puternica, a fost izolata din H. perforatum si a fost studiata de catre
savantii rusi in perioada anilor 1971-1975. Primul, care a mentionat hiperforina, a fost Gurevich
A. (1971), iar Bistrov N. (1975) si Brontz T. (1982) au stabilit structura acesteia [34, 35, 38].

1.3.1. Acumularea si localizarea compusilor chimici
Cercetdrile chimice care au avut in vizor produsul vegetal Hyperici herba au constatat
prezenta unui sir de substante biologic active: naftodiantrone (hipericina, pseudohipericind),
floroglucinoli (hiperforina, adhiperforina), flavonoide, substante tanante, procianidine, xantone,
pectine (tabelul 1.5) [39, 40, 41].
Tabelul 1.5. Compusii chimici din specia H. perforatum [42, 43]

Naftodiantrone Floroglucinoli

Hipericina R=CHs Hiperforina R
Pseudohipericina R =CHOH Adhiperforina R

CHs
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Flavonoide

R1 OH
OH OH
HO 0 HO 0
R2
OH OR
OH O OH 0
Kemferol R1=H; R2=H Rutozida R = Glucoza-Ramnoza
Cvercetol R1=H; R2=0H Hiperozida R = Calactoza
Miricetol R1=0OH; R2=0H Izocvercitrozida R = Glucoza
Cvercitrozida R =Ramnoza
Biflavone

OH OH

13, 118-biapigenina 13", 118-biapigenina (amentoflavona)
Xantone
0 0 OH
HO AN x
S P
HO 0 OH
OCHs> : .
Kielcorina 1,3,6,7,-tetrahidroxixantona
Procianidine
OH
OH
(+)-Catehina Procianidina B2
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Acizi fenolici

HQ  COOH

SN HO

On OH

OH HO

Acid clorogenic Acid cafeic

Standardizarea produsului vegetal, conform Documentatiilor Analitice de Normare, se
efectueaza pe continutul total al derivatilor de antracen, exprimat in echivalentul de hipericina.
Conform prevederilor stipulate in Farmacopeea Britanica ,,totalul hipericinelor” trebuie sa fie in
extracte de 0,10-0,15%; in partile aeriene dupa Farmacopeea Europeand ed. 6 (2008) — nu mai
putin de 0,08%, iar dupa Farmacopeea Statelor Unite ale Americii — nu mai putin de 0,2%.
Farmacopeea Europeana ed. 7 (2010) recomanda un continut de hipericina in extractele uscate
din H. perforatum de 0,1-0,3% [38].

Cele mai importante substante secundare se regasesc in structurile secretoare ale speciilor
g. Hypericum [44]. Zobayed S.M.A. et al. au publicat date referitoare la biosinteza hipericinei si a
pseudohipericinei in glandele negre, localizate in diferite organe vegetale ale speciei H.
perforatum. Dansii au demonstrat, ca producerea hipericinei si a pseudohipericinei, in tesuturile
secretoare ale florii, este de 5-8 ori mai mare in comparatie cu cele ale frunzei. Concentratia de
hipericina si de pseudohipericind, in diferite organe, depinde de numarul de glande negre si nu de
localizarea acestora in planta [45].

Sursele bibliografice relateaza prezenta continutului de naftodiantrone in partile florii:
continutul de hipericina — in petale (0,033%), sepale (0,007%), stamine (0,099%) si continutul de
pseudohipericina — in petale (0,175%), sepale (0,337%) [46].

Variatia concentratiei de hipericina in H. perforatum depinde de conditiile de mediu, faza de
vegetatie, raportul intre partile componente ale plantei (flori, frunze, tulpini) in produsul vegetal,
timpul de colectare, conditiile de uscare si de pastrare. Cercetarile fitochimice au demonstrat un
continut de hipericina in Hyperici herba variat: in Lituania — de la 0,23 mg/g pana la 1,24 mg/g, in
recalcul la produsul vegetal uscat; in Germania — de la 0,69 mg/g pana la 0,85 mg/g; in Austria —
intre 0,032-0,090%; in Statele Unite ale Americii — intre 0,0003-0,125% [44]. Gitea D. et al. au
determinat concentratia de hipericine totale in partile aeriene ale speciilor de Hypericum din flora
Romaéniei: H. perforatum — 0,163 g%; H. maculatum Crantz ssp. immaculatum — 0,211 g%; H.
maculatum Crantz ssp. typicum — 0,496 g%; H. tetrapterum L. — 0,189 g%; H. hirsutum — 0,096 g%

[47]. Pravdivteva O. et al. au dozat totalul de antracenderivati, exprimat in hipericina in diferite
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organe vegetative ale H. perforatum: flori (0,81%), fructe (0,084%), tulpini (0,091%), frunze
(0,262%), parti lignificate ale tulpinii (0,01%), rizomi cu radacini (0,025%) si in parti aeriene
(0,506%) [48]. Kitanov G. M. (2001) a comunicat prezenta hipericinei si a pseudohipericinei in 27
din cele 36 de specii de Hypericum cercetate. Cantitatea variaza de la 0,0009% in H. empetrifolium
pana la 0,512%, in H. boissieri [49].

Soelberg J. et al. au prezentat biosinteza hiperforinei in tesuturile secretoare, care se desfasoara
mai mult in glandele translucide si mai putin — in cele pigmentate. Biosinteza hiperforinei are loc in
celulele secretoare parenchimatoase, care delimiteaza cavitatea glandelor translucide [50]. S-a
observat faptul, ca hiperforina este sintetizatd abundent in flori de H. perforatum (in special in
pistiluri), fructe si frunze. In partile florale, localizarea hiperforinei si a adhiperforinei se atesti in
petale (1,795%), sepale (2,255%), pistil (7,105%) [34]. Continutul hiperforinei in bobocii florali este
de 6,9%, in fructele imature — de 8,5%, in frunze — de 1,5% [40, 51].

Prin HPLC/MS a fost determinata concentratia hiperforinei in partile aeriene ale speciilor
de Hypericum din flora judetului Bihor, Romania, care constituie: H. perforatum (7,89%), H.
maculatum (0,077%), H. tetrapterum (0,103%) si H. hirsutum (0,67%) [36].

Studiul efectuat de Smelcerovic A. et al. a demonstrat un continut sporit de hiperforina
(mg/g produs uscat) in H. perforatum (3,55 mg/g), H. tetrapterum (0,25 mg/g), H. maculatum
(0,18 mg/g); mai redus in H. hirsutum (0,05 mg/g) si H. olimpicum (0,02 mg/g), pentru probele
colectate din flora spontana a Serbiei [52]. Alti autori au raportat continut de 5,46 mg/g in produsul
vegetal de H. perforatum din Turcia; 14,55-24,26 mg/g in partile aeriene inflorite in masa de H.
perforatum din flora spontana a Italiei [36], din flora spontana a Indiei — 1,66-4,62 mg/g, 91,6-
107,5 mg/g in partile aeriene inflorite in masa de H. perforatum cultivate in Slovacia, 0,9-6,4 mg/g
in bobocii florali ai sp. H. perforatum cultivata in Elvetia [53].

Dintre metaboliti secundari majori din speciile g. Hypericum, fac parte si flavonoidele (2-
4%). Acest grup cuprinde heterozide (hiperozida, cvercitrozida, isocvercitrozida, rutozida) si
agliconi liberi (cvercetol, kemferol, miricetol), biflavonoide (amentoflavona, biapigenina) (tabelul
1.5) [39, 53, 54, 55]. Continutul de flavonoide s-a dovedit a fi mai mare in varfurile inflorite ale
plantei; mai mic — in frunze, tulpini si in boboci florali [56]. Rep¢ak M. et al. (1997) au studiat
localizarea si cantitatea metabolitilor secundari in florile de H. perforatum. Rutozida este prezenta
in petale (0,544%), sepale (1,588%), stamine (0,370%), pistil (0,647); hiperozida si
izocvercitrozida — in petale (2,345%), sepale (3,417%), stamine (2,345%), pistil (1,676%);
cvercetolul — in petale (1,905%), sepale (3,598%), stamine (2,171%), pistil (1,613%);
cvercitrinozida este prezenta in toate partile florii, dar in cantitati mai mici [46]. Zimina L. et al.

(2013), prin tehnica HPLC, au dozat continutul de flavonoide in partile aeriene de H. perforatum.
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Flavonozida dominanta a fost hiperozida (2,5%), urmata de rutozida (1,05%); cvercetolul a fost
depistat in cantitate de 0,4%, iar biapigenina — de 1,05% [57].

Biapigenina a fost izolata, pentru prima data in 1986, din bobocii florali si din florile de H.
perforatum. Continutul ei creste pe parcursul dezvoltarii bobocilor florali; dupa ce florile se
deschid - continutul scade. S-a constatat faptul, ca biapigenina este localizata in polen, odata cu
dezvoltarea plantelor se pierde [54]. In partile aeriene continutul acesteia reprezinta 1,05% [57].

Un alt grup de compusi chimici sunt xantonele, identificate la cateva specii de Hypericum
[58]. In sursele bibliografice s-a raportat un continut de kielcorina de 0,01% in radacini si urme de
1,3,6,7,-tetrahidroxixantona — in frunze si in tulpini de H. perforatum (tabelul 1.5) [58, 59].

Procianidinele se considera dimeri, trimeri, tetrameri si polimeri ale catehinei si ale
epicatehinei, al caror continut in Hyperici herba (produs vegetal uscat) este aproximativ de 12%.
Indicele cantitativ cel mai inalt este inregistrat in faza de inflorire [57]. Pe langa aceasta, in
Hyperici herba a fost izolat dimerul — procianidina B2 [58].

Din partile aeriene de H. perforatum au fost izolate 6,2% de polizaharide, formate din
ramasite ale acizilor glucuronici si din monozaharide: arabinoza, galactoza, glucoza, ramnoza,

xiloza, manoza [41].

1.3.2. Compozitia chimica a uleiului volatil din speciile genului Hypericum

Ciccarelli D. et al. (2001) au efectuat un studiu histochimic al structurilor secretoare a sp.
H. perforatum si au demonstrat, ca uleiul volatil se contine in glandele translucide si in canalele
secretoare. Uleiul volatil a fost identificat cu reagentul Nadi in glandele translucide din frunze; in
canalele secretoare de tip A din pistil, de tip B din petale, sepale, pistil si de tip C din pistil [24].
Este demonstrata prezenta glandelor translucide si a canalelor secretoare in speciile H. hirsutum,
H. tetrapterum [25]. Din structurile secretoare, la specia H. elegans Steph. ex Willd., s-au gasit
noduli interni in mezofilul frunzelor, al petalelor si in muchiile tulpinilor [27].

Cercetarile anterioare au demonstrat un randament al uleiului volatil, extras din partile
aeriene de H. perforatum, colectate in Turcia (0,19%), Italia (0,07%), Grecia (0,28%), Serbia
(0,08%), Uzbekistan (0,1%), care variaza considerabil [60, 61, 62, 63, 64]. Randamentul uleiului
volatil din speciile g. Hypericum variaza in functie de faza fenologica de dezvoltare: vegetativa
(0,07%), butonizare (0,082), inflorire (0,092%), fructificare (0,058%) [65]. Cantitatea de ulei
volatil difera in functie de arealul de raspandire. De exemplu, randamentul uleiului volatil din
partile aeriene ale speciei H. perforatum, colectate in diferite localitati din sud-estul Frantei, este
de 0,03-0,12% [66], din flora Tadjikistanului — de 0,1-0,4% [67], la diferite populatii din Kosovo
— de 0,04-0,26% [68], din Serbia — de 0,03-0,93%, din Turcia — de 0,04-0,5% [69]. In organele
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vegetative, de asemenea, s-a atestat o variatie a cantitatii de ulei volatil: in frunze — 0,33%, in flori
—0,12%, in tulpini — S-au Inregistrat urme de ulei volatil [28].

Compozitia chimica a uleiului volatil din specia H. perforatum, in opinia savantilor, se
deosebeste calitativ si cantitativ. Componentii majori ai uleiului volatil separat din H. perforatum,
din flora sud-estului Frantei sunt: cariofilen oxid, B-cariofilen, spathulenol, B-funebren, y-
muurolen, (E)-B-farnesen si cariofilladienol [66]; din flora Tadjikistanului — germacren D (13,7%),
a-pinen (5,1%), cariofilen, n-dodecanol (4,5%) [67], cariofilen oxid (4,2%), biciclogermacren
(3,8%) si spatulenol (3,4%); din flora Italiei - (E)-cariofilen (21,6-23,0%) si germacren D (19,5-
20,8%) [61]. In uleiul volatil obtinut din H. perforatum din Serbia au fost identificati 134 de
componenti, ceea ce constituie 98,7% din totalul de compusi, principalii fiind: germacren D
(18,6%), (E)-cariofilen (11,2%), 2-metiloctan (9,5%), a-pinen (6,5%), biciclogermacren (5,0%) si
(E)-B-ocimen (4,6%) [70]. Datele raportate din Turcia, India arata ca a-pinenul (5,1-67,3%) este
componentul principal al uleiului din H. perforatum [71]. Hajdari A. et al. (2014) au determinat
compusii principali comuni pentru uleiul volatil din produsul vegetal Hyperici herba, colectat in
cinci localitati din Kosovo, si anume: 2-metil-octan (1,1-15,5%), a-pinen (3,7-36,5%), B-cariofilen
(1,2-12,4%), cariofilen oxid (3,3-17,7%) si n-tetradecanol (3,6-10,4%) [68]. Un grup de cercetatori
au determinat compozitia chimica a uleiului volatil din frunze si din flori prelevate din 11 probe
de H. perforatum, dintre care 9 au fost crescute spontan si 2 cultivate in flora Lituaniei. Un continut
mai sporit de componenti majori (B-cariofilen, cariofilen oxid) a fost depistat in uleiuri volatile din
frunze; iar o cantitate mai mare de spatulenol, viridiflorol, caratol si tetradecanol — in probele din
flori [71].

Putine surse bibliografice ofera date despre continutul si compozitia chimicad a uleiului
volatil, extras din speciile H. elegans, H. hirsutum si H. tetrapterum. Specia H. elegans, colectata
din flora spontand a sud-estului Serbiei in faza de inflorire, contine 0,08% ulei volatil (in partile
aeriene proaspat colectate), contindnd componentii majori: undecan (31,9%), a-pinen (16,7%) si
nonan (6,1%). Considerabil variaza continutul de ulei volatil in organele vegetative (produse
uscate) ale H. elegans, colectate in estul Poloniei: in flori se contine 0,05%, in frunze — 0,20%, in
tulpini s-au depistat urme de ulei volatil. Componentii majori identificati in uleiul volatil din flori
sunt: 2-metiloctan (15,23%), a-terpineol (2,08%), a-humulen (1,09%), terpenen-4-ol (1,09%), B-
pinen (1,23%), sabinen (1,17%); in uleiul din frunze: 2-metiloctan (12,33%), B-cariofilen (9,73%),
a-pinen (2,92%), a-terpineol (1,45%), sabinen (1,42%), y-terpen (1,11%), o-cimen (1,08%) [72].

Componentii majori identificati in uleiul volatil de H. tetrapterum din Grecia sunt: o-
copaen (11,3%); a-longipinen (9,7%), cariofilen oxid (8,9%), n-undecan (7,4%). In uleiul volatil

de H. tetrapterum provenit din Italia, sunt aceiasi 2 componenti majori: a-copaen (12,7%) si a-

38



longipinen (8,1%). Continutul de ulei volatil la H. tetrapterum din Grecia este de 0,2%, din Centrul
Italiei — de 0,1% [62, 69].

In flora spontana a Frantei, H. hirsutum sintetizeaza si acumuleaza in uleiul volatil alti
componenti majori: n-nonan (52%) si n-undecan 30%, iar plantele colectate in Serbia — trei
componenti majori: nonan (24,8%), undecan (13,3%) si cariofilen oxid (5,6%) [58]. In mostrele
din Italia Centrala, componentii majori ai acestei specii sunt: (E,E)-a-farnesen (7,0-13,8%) si E-
[-farnesen (7,2-9,4%) [61].

Fluctuatia continutului de ulei volatil in H. hirsutum depinde de: faza vegetativa, starea
produsului vegetal (proaspat sau uscat), zona geografica si altitudinea raspandirii. Astfel, in partile
aeriene (produs proaspat) din flora Frantei, continutul este de 0,14%; in partile aeriene uscate,
colectate din flora Serbiei — de 0,02%; in partile aeriene, colectate din Centrul Italiei la diferite
altitudini, este de 0,05-0,06% [61, 69].

1.4. Actiunea farmacologica a principiilor active

In prezent, specia H. perforatum este una dintre cele mai utilizate plante medicinale in lume
[72]. Planta are o gama larga de intrebuintari in medicina populara: in tratarea ranilor de piele,
eczemelor, arsurilor, racelii obisnuite, migrenei, bolilor tractului digestiv, depresiei usoare si celei
moderate. Actualmente, H. perforatum prezinta un mare interes gratie efectelor sale antidepresive.
Datorita compozitiei sale chimice, planta poseda diferite proprietati farmacologice: antifungice,
antibacteriene, antivirale, anticonvulsive, antiinflamatoare, analgezice si fotosensibilizante [73,
74,75, 76].

Extractele hidroetanolice , obtinute din partile aeriene de H. perforatum, contin sase grupuri
majore de compusi chimici: naftodiantrone, floroglucinoli, flavonoide, biflavone, compusi
fenilpropanici, proantocianidine. De asemenea, in produsul vegetal proaspat si uscat de H. perforatum,
se contin substante tanante si cantitati mici de xantone, ulei volatil si aminoacizi [58, 77].

Naftodiantrone. Necatand la faptul, ca prima izolare a naftodiantronelor (hipericinei si
pseudohipericinei) din H. perforatum a fost la inceputul secolului XX, pana in prezent acest grup
ramane a fi cel mai de perspectiva dintre polifenoli, deoarece compusii chimici au diverse proprietéti
biologice [77]. Continutul derivatilor de naftodiantrona in H. perforatum variaza intre 0,05 - 0,30%.
Planta, de asemenea, contine ciclopseudohipericina, protopseudohipericina si protohipericina (fig.
1.8) [51]. Acesti compusi au fost identificati in segmentele inflorite ale plantei si sunt localizati
mai mult in pungile pigmentate. Protohipericina si protopseudohipericina sunt considerate
precursori ai hipericinei si ai pseudohipericinei, care respectiv, se obtin dupd expunerea la lumina.

Este binecunoscut faptul, ca pseudohipericina poate fi transformata in ciclopseudohipericina.
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Protohipericina, protopseudohipericina si ciclopseudohipericina sunt determinate in concentratii
mai mici si sunt incluse in termenul analitic ,,hipericine totale” sau ,,totalul de naftodiantrone”.
Continutul de pseudohipericina (0,03-0,34%) este mai mare de la doua pana la patru ori decat cel

al hipericinei (0,03-0,09%) [78].
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protohipericina protopseudohipericina  ciclopseudohipericina
Fig. 1.8. Naftodiantronele

Hipericina si derivatii ei sunt studiati pentru proprietatile antitumorale, antivirale si
antidepresive. Trebuie remarcat ca hipericina este unul dintre cei mai puternici agenti naturali
fotodinamici. Proprietatile fotodinamice prooxidante ale hipericinei au fost folosite pentru tratarea
cancerului. Hipericina, in asociere cu lumina, eficient induce apoptoza si necroza celulelor
canceroase [78]. Cercetarile efectuate in ultimii ani in vitro au demonstrat ca hipericina inhiba
citomegalovirusul uman si capacitatea absorbtiva a virusului febrei aftoase [78]. Hipericina
manifesta o activitate semnificativa antidepresiva, prin inhibarea enzimei MAO [58, 79, 80].
Majoritatea preparatelor antidepresive genereaza cresterea disponibilitatii sinaptice a
noradrenalinei si a serotoninei sau inhibd recaptarea monoaminelor. Anterior, a fost demonstrat
efectul inhibitor al extractului din H. perforatum asupra absorbtiei sinaptozomale a monoaminelor
[80].

Feyzioglu B. et al. au studiat efectul antibacterian al hipericinei. Studiul a fost efectuat in
doua conditii diferite: expunerea la lumina naturala si la Intuneric. Concentratia de hipericina de
64 mg/ml a inhibat cresterea Staphylococcus aureus ATCC 29213 si S. epidermidis ATCC 12228
la intuneric [81].

Floroglucinoli. Derivatii de floroglucinol sunt pe larg raspanditi in g. Hypericum. Doi
compusi inruditi sunt identificati in H. perforatum: hiperforina (2,0-4,5%) si adhiperforina (0,2-
1,9%), ce contin o grupare suplimentara de metil. Acesti compusi se gasesc doar in partile
reproductive (in flori aproximativ 2%, in fructele imature — 4,5%, in fructele mature — 4,4%) [58,
75].

S-a demonstrat in vitro ca hiperforina inhiba sau moduleazi mai multe sisteme de
neurotransmitatoare [58]. Mecanismul activitatii antidepresive se manifesta prin inhibarea

recaptarii sinaptice a neurotransmitatorilor. Actiunea antidepresivd a hiperforinei a fost
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demonstrata pe diferite modele de depresie la animalele de laborator (FST — forced swimming test,
TST — tail suspension test, learned helplessness test). Este un inhibitor puternic in captarea de
serotonind (5-HT), dopamina (DA), norepinefrind (NE) si de GABA. Hiperforina nu inhiba MAO-
A si MAO-B [12, 82].

Kurkin V. et al. au demonstrat actiunea antidepresiva a hipericinei si a hiperforinei, pentru
ultima a fost demonstrata si actiunea neurotropica [75, 76].

Silva B. et al. (2005) au dovedit faptul ca hipericinele si hiperforinele nu au influentat
semnificativ proprietatile antioxidante ale extractului etanolic din H. perforatum [83].

Flavonoide. Pentru a demonstra proprietatile antidepresive ale compusilor individuali sau
ale produselor extractive din plante medicinale, cercetatorii creaza diferite modele de disperare
comportamentala: testul inotului fortat (FST), testul de suspendare a soarecelui de coada (TST)
[82]. Totalul de flavonoide din H. perforatum, in functie de doza, reduc timpul de imobilitate a
soarecilor in FST [82]. Noldner M. et al. au extras o serie de flavonoide din H. perforatum L., cum
ar fi hiperozida, izocvercitrozida si 3-O-glucuronida cvercetolului; toti compusii au demonstrat o
activitate antidepresiva vizibila [84]. Actiunea antidepresiva a hiperozidei a fost demonstrata si de
catre cercetatorii din Federatia Rusa [75]. Sunt atestate surse bibliografice care pun in discutie
proprietatea antidepresiva a rutozidei si a izoramnetolului din Hypericum monogynum L. [76]. in
literatura de specialitate sunt date referitoare la influenta flavonoidelor asupra aminelor biogene
(neurotransmitatori monoaminici — NE, 5-HT si DA). Flavonoidele exercita efectul antidepresiv,
prin cresterea continutului de bioamine, imobilizdnd astfel reabsorbtia lor din partea
sinaptozomilor si blocheaza activitatea MAO [84].

Unele flavonoide, precum hiperozida, cvercitrozida, izocvercitrozida si amentoflavona pot
provoca un efect sedativ, care implica benzodiazepinele si agonistii receptorilor GABA [79]. Silva
B. et al. (2008) au studiat efectele compusilor fenolici, prezenti in H. perforatum, asupra
excitotoxicitatii neuronale si disfunctiei mitocondriale. Cvercetolul, kaempferolul si biapigenina
au redus semnificativ moartea neuronilor, cauzata de acidul cainic (cainat) si de acidul N-metil-D-
aspartic. Actiunea neuroprotectoare a fost corelata cu prevenirea dereglarii calciului intarziat si cu
mentinerea potentialului electric transmembranar al mitocondriilor. Kaempferolul, in asociere cu
cvercetolul si cu biapigenina, reduc peroxidarea lipidelor mitocondriale si pierderea potentialului
electric transmembranar, cauzat de stresul oxidativ indus de adenozindifosfat (ADP) si fier.
Activitatea neuroprotectoare a kaempferolului este mediata prin efectul antioxidant [83].

Biflavone. Biflavonele sunt un grup de flavone dimere rar identificate in regnul vegetal.
Trei compusi din acest grup: 3',8'-biapigenina (0,1-0,5%), amentoflavona si 6',8"-dicvercetolul au

fost identificate in H. perforatum [85]. Cu toate acestea, s-a demonstrat in vitro ca amentoflavona
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se leaga cu receptorii benzodiazepinici ai creierului, dar nu penetreaza bariera hematoencefalica.
Anterior, a fost raportat faptul ca unele biflavonoide (inclusiv amentoflavona) manifesta efect
inhibitor asupra activitatii fosfolipazei A2 din grupul 1l. S-a constatat ca amentoflavona inhiba
ciclooxigenaza din epiderma, fard a afecta lipoxigenaza (rezultate obtinute in urma cercetarilor
efectuate pe porcusor de Guineea). Activitatile antiinflamatoare si analgezica ale amentoflavonei
au fost confirmate la administrarea intraperitoneald, prin diminuarea edemului urechii la soareci
indus cu ulei de croton. De asemenea, s-a demonstrat o activitate antiinflamatoare semnificativa
la inducerea edemului labutei sobolanului cu caragenan (EDso = 42 mg/kg), comparativ cu efectul
antiinflamator al prednisolonului (35 mg/kg) si cu cel al indometacinei (10 mg/kg). Totodata,
amentoflavona nu a prezentat o activitate inhibitoare semnificativa in artrita cronicd indusa la
sobolani, dar a manifestat o activitate analgezica evidenta in testul crampelor induse cu acid acetic
(EDs0=9,6 mg/kg), in comparatie cu efectul antiinflamator al indometacinei (3,8 mg/kg) [58].

A fost demonstrata actiunea antidepresiva si cea anxiolitica ale biapigeninei [75, 76].

Taninuri si procianidine. Continutul de taninuri, In produsul vegetal proaspit de H.
perforatum, este de circa 15%. Substantele tanante din sunatoare sunt procianidine oligomerice.
Sursele bibliografice arata ca a fost izolata si caracterizata procianidina dimerica B2 (tabelul 1.5). De
asemenea, au fost identificati: procianidina dimerica suplimentara, doi trimeri si o procianidina
tetramericd, catehina si epicatehina. Proantocianidinele manifestd activititi antimicrobiene si
antivirale. Dar nu exista date bibliografice referitoare la efectul antidepresiv al procianidinelor [86].

Xantonele au fost detectate in toatd planta la mai multe specii ale genului Hypericum. in
H. perforatum se contin 1,3,6,7-tetrahidroxixantona si kielcorina C la o concentratie de
aproximativ 0,01% [58]. Xantonele identificate in partile aeriene de H. perforatum au demonstrat

actiune antidepresiva [87].

1.5. Utilizarea in medicina a produselor extractive de H. perforatum

Sunatoarea este una dintre cele mai studiate plante medicale in ultimele doua decenii,
interesul fiind axat pe potentialul sdu antidepresiv natural. Cu toate acestea, utilizarile traditionale
au fost caracterizate de la inceput, prin aplicatii externe sub forma de uleiuri si de tincturi. Una
dintre primele mentiuni cunoscute ale sunatoarei ca plantd medicinald se gaseste in Naturalis
Historiae de Pliniu cel Batran (23-79 d. Hr.), lucrare in care este specificat tratamentul pentru
arsuri, dar si cel intern, diuretic si astringent in diaree [88]. Studiul compozitiei chimice si al
efectelor farmacologice, pe care le detin componentele din sunatoare, sunt la ordinea de zi
incepand cu anii 1940 panad in prezent in asa tari ca Bulgaria, Germania, Federatia Rusa,

Uzbekistan, Kazahstan, Ucraina. Compozitia chimica a sunatoarei a fost studiata in complexitate;
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au fost identificate mai mult de 80 de substante din grupurile de compusi biologic activi, cu diferite
efecte farmacoterapeutice, in diferite parti ale plantei [89].

In literatura populara si in cea stiintifica sunt enumerate mai multe aplicatii externe ale
sundtoarei, care au la bazd experienta medicinei populare: rani, arsuri solare, traumatisme
contondente, ulcere, varice, hemoroizi, mialgie, reumatism, lumbago, crampe, decubitus si
cicatrici cheloide. [88]. Intern, In medicina populard planta este administrata in tratament de
tulburari depresive, anxietate, bronsite, astm, ulcer, gastrite, diaree, dureri de cap, gutd si
reumatism. Decoctul din radacini de sunatoare se foloseste in tratamentul tuberculozei osoase, al
dizenteriei si in calitate de remediu antihelmintic; florile sunt utilizate in tratamentul tulburarilor
gastrointestinale si al icterului. Din cele mai vechi timpuri, specia H. perforatum are o intrebuintare
larga in medicina populara, in tratamentul ,,celor noudzeci si noua de boli” [90].

Cu toate acestea, preparatele traditionale si, in special, uleiul din flori de sunétoare, obtinut
prin macerarea in ulei de masline a inflorescentelor, culese in ziua de nastere a Sfantului loan
Botezatorul (24 iunie) si apoi expuse la soare, timp de 2-3 saptdmani, rimane unul dintre cele mai
populare remedii in Europa in tratamentele topice ale ulcerelor si ale arsurilor [91]. Uleiul de
sundtoare este folosit, in mod traditional, in tratarea tulburarilor digestive si al ulcerului stomacal
[92]. Maceratul uleios, obtinut din flori de H. perforatum (Oleum Hyperici), este utilizat pe scara
larga ca remediu traditional in tratamentul ulcerelor si al arsurilor cutanate in Bosnia, Hertegovina,
Serbia, Kosovo, Turcia [93].

In ultimii 20 de ani, extractele alcoolice standardizate (etanol 60% sau metanol 80%) au
devenit tot mai populare in Europa si in SUA, fiind administrate in tratamentul tulburarilor
depresive usoare pana la moderate. Actiunea antiinflamatoare a produselor vegetale si a
preparatelor fitoterapeutice din sunatoare se datoreaza prezentei de flavonozide, ulei volatil si de
substante tanante, iar derivatii antracenului determind actiunea fotosensibilizanta [94].
Flavonoidele — cvercetolul si hiperozida, sunt componenti activi in tincturd de sundtoare,
responsabile de efectul antihipnotic [94]. Tinctura din sunatoare stimuleaza sistemul nervos central
prin actiunea sa neurotropa. Extractul uscat din partile aeriene de sunatoare posedd actiune
diuretica [95]. A fost dovedit stiintific ca tinctura si extractul uscat din sunatoare determina actiune
antidepresiva si anxiolitica [75, 76]. Mai multe studii au demonstrat actiunea antioxidantda a
extractelor polifenolice din H. perforatum, prin captarea radicalilor liberi, peroxidarea lipidelor si
prin capacitatea lor de chelare a fierului [73, 88, 96].

In multe tari din Uniunea Europeani produsele din sunitoare au statut de medicamente

traditionale, de origine vegetala, utilizate in tratamentul starii de spirit scazute si al depresiei usoare
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pani la moderate. In Germania produsele din H. perforatum sunt autorizate ca medicamente, iar
in SUA sunt clasificate drept suplimente alimentare [97, 98].

In medicina veterinara extractul uscat si tinctura de H. perforatum sunt utilizate drept
remedii antihelmintice [99].

Reactia de fotosensibilizare a hipericinelor determina toxicitatea preparatelor din
dispeptice, constipatie. Preparatele din sunatoare sunt contraindicate in sarcind, aldptare,
hipertensiune arteriala, ulcer peptic, constipatie de natura neurogena si de natura endocrina. Este
contraindicatd administrarea acestora concomitent cu inhibitori ai monoaminooxidazei si cu

medicamente din clasa inhibitorilor selectivi ai recaptarii serotoninei [89].

1.6. Sinteza capitolului 1

Din surse bibliografice este binecunoscut faptul ca g. Hypericum include aproximativ 484
de specii, divizate in 36 de sectiuni taxonomice, raspandite la nivel mondial, in regiunile temperate,
tropicale, subtropicale si montane, cu exceptia Antarcticii.

Diverse lucrdri stiintifice ofera date referitoare la caracteristicile diferentiate macro- si
microscopice ale speciilor g. Hipericum, raspandite in flora spontand a RM: H. perforatum, H.
elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum,. H. montanum.

Cea mai importanta caracteristicd de diagnosticare a produselor vegetale ale speciilor din
genul Hypericum este localizarea, forma si culoarea structurilor secretoare, care acumuleaza
metaboliti secundari valorosi. Cel mai mult structurile secretoare din speciile de Hypericum sunt
concentrate in sepale, petale si frunze. Sunt diferite structuri secretoare cunoscute sub numele de
noduli negri (glande negre), glande translucide si canale secretoare, importante pentru
recunoasterea speciilor din genul Hypericum. Dintre toate organele analizate la 5 specii, diferenta
dintre ele este mai pronuntata in cazul structurilor secretoare ale sepalelor.

In functie de structura anatomici a tulpinii, 5 specii studiate pot fi diferentiate in functie de
numadrul, pozitia si dimensiunea coastelor longitudinale.

Majoritatea lucrarilor stiintifice vizeaza studiul fitochimic al speciei H. perforatum.
Actualmente sunt atestate tot mai multe date referitoare la compozitia chimica a altor specii de
Hypericum. Variabilitatea proprietatilor farmacologice ale speciilor din g. Hypericum se datoreaza
metabolitilor secundari: floroglucinoli (hiperforina, adhiperforind), naftodiantroni (hipericina,
pseudohipericind), flavonoide (hiperozida, rutozida, cvercitrozida, cvercetol, kaempferol si

biflavond — biapigenind), acizi fenilpropanici (cafeic, clorogenic, ferulic), ulei volatil, taninuri,
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xantone etc. Concentratia lor in tesuturile vegetale variaza in functie de: faza fenologica, organul
vegetativ, arealul de raspandire si conditiile climatice.

Sursele bibliografice relateazd fenomenul de biosinteza a hipericinei si a pseudohipericinei
in pungile colorate, localizate in diferite organe vegetale ale speciei H. perforatum. Continutul
hipericinei, in partile aeriene de H. perforatum, variaza in functie de arealul de raspandire si
conditii climatice.

In literatura de specialitate, sunt prezentate rezultatele unui studiu histochimic al
structurilor secretoare din specia H. perforatum, care a demonstrat ca uleiul volatil se contine in
glandele translucide si in canalele secretoare. Randamentul uleiului volatil din speciile g.
Hypericum variaza in functie de faza fenologica de dezvoltare a plantei.

Despre utilizarea frecventd in medicina populara a sunatoarei, de asemenea, se relateaza in
multiple surse bibliografice, indeosebi 1n ceea ce priveste tratarea ranilor, eczemelor, arsurilor,
racelii obisnuite, migrenei, bolilor tractului digestiv.

H. perforatum prezintd un mare interes in medicina pentru activitatea antidepresiva in
tratamentul depresiei usoare si moderate. Datoritd compozitiei chimice, planta poseda diverse
proprietati farmacologice demonstrate in vitro si in vivo: antifungice, antibacteriene, antivirale,

anticonvulsive, antiinflamatoare, analgezice si efect fotodinamic.
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2. ANALIZA CHIMICA A PRODUSELOR VEGETALE DIN SPECIILE
GENULUI HYPERICUM

2.1. Obtinerea produselor vegetale

Produsele vegetale (parti aeriene, flori, frunze, tulpini) au fost obtinute de la speciile H.
perforatum, H. elegans in padurea satului Tirnova, raionul Donduseni; H. hirsutum si H.
tetrapterum in Rezervatia naturald ,,Codrii”, raionul Straseni. Pentru studiul compusilor chimici
au fost colectate partile aeriene ale speciei H. perforatum, in diferite faze fenologice (inceput de
butonizare, butonizare, inceput de inflorire, inflorire in masa, fructificare) si zone geografice
(colina satului Nimoreni, raionul laloveni; padurea satului Tirnova, raionul Donduseni; padurea
satului Lopatica, raionul Cahul). Au fost colectate partile aeriene de H. perforatum din colectia
CSPDPM USMF | Nicolae Testemitanu”. Dupa recoltare si sortare (indepartarea impuritatilor
vegetale), produsele vegetale au fost supuse procesului de uscare, efectuat pe cale naturala, la
umbra, 1n Incdperi bine aerisite, apoi produsele vegetale au fost péstrate in saci de hartie, in loc
uscat, ferit de lumina si de umiditate.

Determinarea identitatii acestor specii a fost efectuatd prin examinarea macro- si
microscopica a produselor vegetale colectate. Identificarea macroscopica a speciilor g. Hypericum
a fost efectuata in functie de caracteristicile morfologice, descrise in subcapitolul 1.2, utilizand
determinatoarele de plante [16, 17, 21, 22, 23, 25, 100] in comparatie cu plantele herbarizate si
pastrate in colectiile herbarelor Gradinii Botanice Nationale (Institut) ,,Al. Ciubotaru” si a
Rezervatiei stiintifice ,,Codrii”. Analiza microscopica a fost realizata cu ajutorul microscopului
optic binocular,, Micros” (model MC 50 XP, Austria) la Catedra de farmacognozie si botanica
farmaceutica din cadrul USMF ,,Nicolae Testemitanu”, care a permis evidentierea localizarii
structurilor secretoare (forma si continutul lor).

Plantele speciilor analizate dezvolta frunze simple, intregi, sesile, dar de forme diferite: H.
perforatum are frunze ovat-alungite, obtuze, glabre; H. elegans — ovat-lanceolate; H. hirsutum —
ovat sau ovat-alungite, dens pubescente pe intreaga suprafata; H. tetrapterum — obtuze de forma
eliptica sau alungit-ovata.

Caracterele distinctive pentru frunzele speciilor g. Hypericum se bazeaza pe
particularitatile structurilor secretoare: tipul (glande pigmentate, buzunare translucide, canale
secretoare); forma (rotunda, ovala, alungita), culoarea (rosu-purpuriu sau translucida); localizarea
(pe marginea limbului sau pe toata suprafata); frecventa (dense sau rare) (fig. 2.1).

Analiza microscopica a frunzei de H. perforatum a permis identificarea glandelor negre cu

continut de antracenderivati, de forma ovala, localizate pe apexul si marginea limbului (fig 2.1 A,
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B), si buzunarelor translucide, mici, dens distribuite pe toata suprafata limbului foliar (fig. 2.1 C).

Fig. 2.1. Structuri secretoare ale frunzelor speciilor din genul Hypericum: H. perforatum (A,
x4; B, x10; C, x40); H. elegans (D, x4; E, x10; F, x40); H. hirsutum (G, x4; H, x40; I, x40);
H. tetrapterum (J, x4; K, x40; L, x40)

Specia H. elegans se caracterizeaza prin prezenta pe limbul frunzei a ambelor tipuri de
structuri secretoare de forma sferica. Glandele negre au fost identificate pe marginea limbului (fig.
2.1 D, E), iar buzunarele translucide mici, dense au fost prezente pe toatd suprafata frunzei (fig.
2.1 F). Specia H. hirsutum s-a evidentiat anatomic prin: prezenta pe ambele suprafete ale frunzei
atricomilor unicelulari, densi si a papilelor (fig. 2.1 H); lipsa glandelor negre, prezenta buzunarelor
translucide rotunde, mici, vizualizate pe toata suprafata limbului foliar (fig 2.1 G, I). Specia H.
tetrapterum se cracterizeaza prin prezenta glandelor negre pe marginea si pe apexul frunzelor (fig.

2.1J, K) si cu buzunare translucide pe toata suprafata limbului (fig. 2.1 L).
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Structurile secretoare de pe sepalele florilor, de asemenea, au rol diganostic in determinarea
speciilor (fig. 2.2). Sepalele la sp. H. perforatum sunt alungit-lanceolate, cu glande negre ovale pe
apexul limbului (fig. 2.2 A), dar rare pe margini (fig. 2.2 B); buzunarele translucide de forma
alungita si canalele secretoare cu un continut galben au fost identificate intre nervuri pe toata

suprafata (fig.2.2 B, C).

Fig. 2.2. Structuri secretoare ale sepalelor speciilor din genul Hypericum: H. perforatum (A,
x10; B, x4; C, x10); H. elegans (D, x4; E, x10; F, x40); H. hirsutum (G, x40; H, x40; I, x40); H.
tetrapterum (J, x10; K, x40; L, x40)

Structurile distinctive ale sp. H. elegans sunt glandele negre ovale, pe piciorus lung, cu
aspect curbat, situate pe marginea si varful sepalelor (fig 2.2 D, E), pe margini sunt, de asemenea,
localizate si glande negre, oval-convexe (fig 2.2 F); buzunarele translucide de forma oval-alungita
se gasesc pe toatd suprafata sepalelor (fig. 2.2 E). Specia H. hirsutum se caracterizeaza prin
prezenta glandelor negre, sferice, pe picioruse scurte de-a lungul marginii si a apexului (fig. 2.2

G, H; I). La specia H. tetrapterum glandele negre sferice sau oval-alungite predominant se observa
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la varfuri, mai rar pe margini (fig. 2.2 J), iar buzunarele translucide de forma ovala sunt distribuite
intre nervuri pe intreaga suprafata (fig. 2.2 L).

La toate speciile studiate petalele sunt libere, galben-aurii, inegale, alungit-eliptice, taiate
oblic la varf. Localizarea, forma si culoarea structurilor secretoare coreleazd cu specia g.

Hypericum (fig. 2.3).

Fig. 2.3. Structuri secretoare ale petalelor speciilor din genul Hypericum: H. perforatum (A,
x4; B, x4; C, x40; D, x40; E, x10); H. elegans (F, x4; G, x4; H, x40; 1, x4; J, x10); H. 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 si H. elegans sunt caracteristice glande negre sferiforme,
localizate pe marginea oblica a petalelor (fig. 2.3 A, C, F, H), iar la H. elegans si de forma ovala,
rar localizate pe marginea petalei la baza (fig.2.3 G). La ambele specii, buzunarele translucide
ovale sau alungite sunt localizate intre nervuri (fig. 2.3 B, D, ), de asemenea, sunt mentionate si
canalelele secretoare (fig. 2.3 E, J). Specia H. hirsutum se deosebeste anatomic prin prezenta

glandelor negre de forma ovala, cu un piciorus scurt pe marginea petalelor ( fig. 2.3 K, L, M) sia
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buzunarelor translucide, alungite pe toata suprafata (fig. 2.3 M, N). Canalele secretoare (fig. 2.3
O, P) sunt mentionate pe partea superioara a petalelor, buzunarele de forma ovala cu continut
galben s-au observat doar la baza petalelor la sp. H. tetrapterum (fig. 2.3 Q, R).

Sunt importante caracteristicile tulpinilor pentru identificarea speciilor studiate: H.
perforatum si H. elegans — forma circulara cu 2 coaste laterale, suprafata glabra; H. hirsutum —
forma circulard, fara coaste longitudinale, pubescenta; H. tetrapterum — tetramuchiata, cu 4 coaste
longitudinale, suprafata glabra.

Astfel, screening-ul rezultatelor studiului microscopic la 4 specii de Hypericum din flora
spontana a RM a permis evidentierea indicilor microscopici cu rol de identificare a speciilor:
particularitatile structurilor secretoare (tipul — glande, buzunare si canale secretoare, distribuirea
si frecventa pe frunze si elemente florale); numarul de coaste pe tulpini si modul de aranjare; gradul

de pubescenta a partilor aeriene.

2.2. Analiza calitativa a speciilor genului Hypericum

Solventii si reactivele utilizate pentru reactii calitative de culoare si sedimentare au fost
preparete in corespundere cu rigorile Farmacopeei Romdne, ed. X si a Farmacopeei Europiene
(Ph. Eur.). Solventii cu grad ,,pentru cromatografie” (acetonitril, acid acetic glacial, metanol),
substantele de referinta, utilizate pentru analize chimice prin metoda de cromatografie pe strat
subtire (CSS) si prin metoda de cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC) au fost
procurate de la Sigma-Aldrich (rutozida, izocvercitrozida, cvercetolul, apigenina-7-glicozida, 13,
I18-biapigenina, acidul clorogenic, acidul cafeic, hipericina, hiperforina), HWI pharma services
GmbH ( hiperozida) si Ph. Eur. Referens standard (cvercitrozida).

Reactii de identificare. Identificarea diferitor grupuri de compusi chimici s-a efectuat in
partile aeriene de H. perforatum., H. elegans., H. hirsutum si H. tetrapterum.

Identificarea substangelor tanante. Prepararea probelor de analizat: 1,0 g produs vegetal
maruntit se extrage cu 100 ml de apa purificata, pe baia de apa, timp de 20-30 de minute si se
filtreaza prin vata. Infuzia obtinuta se foloseste la efectuarea reactiilor calitative [101, 102].

1. La 2-3 ml de solutie de analizat se adauga 4-5 picaturi de solutie de alaun de fier si amoniu.
Culoarea negru-verzuie denota prezenta substantelor tanante condensate.

2. La 1 ml de solutie de analizat se adaugd 2 ml de acid acetic de 10% si 1 ml acetat de plumb
10%. In prezenta substantelor tanante hidrolizabile se formeaza un precipitat. In cazul respectiv,
precipitatul nu s-a format, dar dupa ce s-au adaugat 5 picaturi de solutie de alaun de fier si
amoniu de 1% si 0,1 g de acetat de plumb, s-a obtinut o coloratie negru-verzuie, care a dovedit

prezenta substantelor tanante condensate.
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3. La 2 ml de solutie de analizat se adauga cateva cristale de NaNO si 2 picaturi de HC1 0,1 M.
Absenta coloratiei cafenii denota prezenta substantelor tanante condensate.

Rezultatele reactiilor au demonstrat prezenta substantelor tanante condensate in partile
aeriene din cele 4 specii de Hypericum analizate.

Identificarea saponozidelor. Pentru identificarea saponozidelor se pregateste o infuzie
1:10 la baia de apa timp de 10 min.

Reacria de formare a spumei. Se iau 2 eprubete, in una se adauga 5 ml de solutie de HCI
0,1 M, iar in a doua — 5 ml de NaOH 0,1 M. In ambele eprubete se adaugi cate 2-3 picaturi de
infuzie si se agita energic [96, 97]. Dupa adaugarea extractelor din partile aeriene de H.
perforatum, H. elegans, H. tetrapterum s-a format o spuma egald ca volum si stabila, ce indica
prezenta saponozidelor triterpenice, iar in eprubetele in care s-a addugat infuzie din H. hirsutum
nu s-a observat spuma, fapt care releva lipsa saponozidelor.

Identificarea alcaloizilor. Prepararea probelor de analizat: 1,0 g de produs vegetal maruntit
se plaseaza intr-un balon de 100 ml, se adauga 25 ml de HCI 1% si se incalzeste timp de 5 minute
la baia de apa clocotinda. Dupa racire extractul se trece printr-un filtru de hartie [101].

Extractul se plaseaza in eprubete, cate 1 ml per eprubeta si se adauga atent, in picaturi,
reactivele. In prezenta alcaloizilor ar trebui si se formeze: precipitat de culoare rosie-portocalie,
cu reactivul Dragendorff; precipitat brun, cu reactivul Wagner-Bouchardat; cu solutie de tanin —
precipitat amorf, albui sau galbui; cu solutii de acizi: fosfomolibdenic — precipitat galbui, care isi
schimba culoarea in albastru sau in verde, fosfowolframic — precipitat albui, picric — precipitat
galben. Insi toate reactiile au fost negative, ceea ce indica absenta alcaloizilor in speciile studiate
de Hypericum.

Analiza cromatografica pe strat subtire

Prin intermediul analizei cromatografice pe strat subtire (CSS) s-a demonstrat prezenta
flavonoidelor, hipericinei si a acizilor fenilpropanici in partile aeriene ale speciilor de Hypericum.

Pregatirea solutiei de analizat. 1,0 g de produs vegetal (proba exactd) maruntit, trecut prin
sita, cu orificiile de 1 mm, se plaseaza intr-un balon cu dop rodat de 100 ml, se adauga 50 ml de
alcool etilic de 70%. Balonul se cantareste, apoi se incalzeste la fierbere pe baia de apa, la reflux
timp de 90 de minute; apoi balonul iar se cantareste si se adauga alcool etilic pana la masa initiala.
Extractul se filtreaza si se raceste timp de 30 de minute (solutie extractiva ) [101, 102, 103].

Solutia de referinsa: solutii de 0,1% de rutozida, cvercetol, hiperozida, acid clorogenic si
de hipericina. Faza stationara: placi de silicagel Fossa.. Faza mobila 1: acid formic anhidru: apa:

acetat de etil (6:9:90). Migrare — 10 cm. Faza mobila 2: acetat de etil: acid formic: apa (85:10:15).
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Migrare — 9,6 cm. Uscarea placilor: 100-105 °C, timp de 10 minute. Detectie: se pulverizeaza
placa cu o solutie de 10 g/l reactiv NEU (difenil-boriloxietilamina) in metanol si apoi cu o solutie
de 50 g/l de polietilenglicol 4000 (PEG) in metanol. Dupa 30 de minute se examineaza placa in
lumina UV la 366 nm [37, 104, 105].

Placile cromatografice au fost analizate vizual in lumina vizibild si in lumina UV 366 nm.
Identificarea compusilor chimici s-a realizat in doua sisteme de separare: faza mobila 1 si faza
mobild 2 (tabelul 2.1). Pe placile cromatografice sunt prezente trei tipuri de spoturi: fluorescenta
galben-portocalie corespunzatoare flavonelor, fluorescenta albastra — compusilor fenilpropanici si
de culoare rosie, caracteristica hipericinelor (fig. 2.4).

Faza mobila: acid formic:apa:acetat de etil

- .
= cvercetol
cvercetol
hipericina
hipericina .
hlperouda '
hiperozid’ SC. . . . i

clorogenic

2 = \ = rutozida
Hp He Ht Hh B Hp He Ht Hh

Fig. 2.4. Cromatograma pe strat subtire a extractelor hidroetanolice din partile aeriene a
speciilor de Hypericum: H. perforatum (Hp), H. elegans (He); H. tetrapterum (Ht),
H. hirsutum (Hh)

Intensitatea spoturilor si valorile Rf-urilor sunt caracteristicile esentiale (tabelul 2.1), care
stau la baza identificarii de diferente intre speciile de Hypericum analizate. Rutozida cu spot de
culoare galbena s-a identificat in speciile H. perforatum si H. elegans, cu o intensitate mai mare la
H. perforatum; iar in extractul etanolic din partile aeriene de H. tetrapterum si H. hirsutum lipseste
spotul corespunzator rutozidei. Spotul de culoare portocalie corespunzator hiperozidei a fost
prezent in toate speciile analizate, dar cu o intensitate mai mica la H. elegans. Spotul de culoare
portocalie corespunzator cvercetolului este identificat la toate speciile. Acidul clorogenic, avand
fluorescenta albastra, este atestat in toate plantele supuse studiului, dar cu o intensitate mai mica
la H. perforatum. Hipericina este prezenta in toate speciile studiate, avand o fluorescenta rosie.
Mai intense sunt spoturile la H. perforatum, H. elegans, H. tetrapterum. Spotul rosu cu Rf = 0,79,

situat mai jos de hipericina este caracteristic pseudohipericinei (fig. 2.4).
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Tabelul 2.1.Valorile Rf si culoarea fluorescentei a compusilor chimici de pe

cromatogramele solutiilor extractive din partile aeriene a speciilor genului Hypericum

Solutiile Rf Rf Culoarec:ja spoturilor dupa
ST evelopare
etar_lollce (.jm Fluorescenta Culoarea Com_pqsul
partile aeriene faza faza N . a chimic
ale speciilor de | mobili | mobili spotului, in spotului, in identificat
Hypericum 1 2 lumina 'E‘rf“f‘?
UV 366 nm vizibila
0,69 0,91 rosie gri-albastra Hipericina
H. perforatum 0,94 0,96 galbena oranj: C_vercet_ol
0,29 0,50 galbena oranj Hiperozida
0,08 0,21 galbena oranj Rutozida
0,24 0,44 albastra deschisa | galben verzuie | Acid clorogenic
0,67 0,89 rosie gri-albastra Hipericina
H. elegans 0,94 0,97 galbena oranj: C_vercet_ol
' 0,29 0,49 galbena oranj Hiperozida
0,08 0,20 galbena oranj Rutozida
0,23 0,42 albastra deschisa | galben verzuie | Acid clorogenic
0,67 0,89 rosie gri-albastra Hipericina
H. tetrapterum 0,94 0,97 galbena oranJ: C_vercet_ol
' 0,29 0,49 galbena oranj Hiperozida
0,23 0,41 albastra deschisa | galben verzuie | Acid clorogenic
0,67 0,89 rosie gri-albastra Hipericina
H. hirsutum 0,94 0,97 galbena oranj Cvercetol
0,29 0,49 galbena oranj Hiperozida
0,23 0,41 albastra deschisa | galben verzuie | Acid clorogenic

Pentru identificarea compusilor fenolici au fost analizate solutiile hidroetanolice 70% din
produsele vegetale (Hyperici herba) de H. perforatum, colectate in diferite perioade de dezvoltare
si din diferite zone geografice: inceput de butonizare (1); butonizare (2); inceput de inflorire (3);
inflorire n masa (4); inceput de fructificare (5); fructificare (6); sfarsitul fructificarii (7); PV
Hyperici herba, colectat 1a nord (8) si la sud (9). Au fost folosite urmatoarele substante de referinta,
toate procurate de la Sigma-Aldrich: rutozida (10), hiperozida (11), izocvercitrozida (12),
cvercitrozida (13), cvercetolul (14), apigenina-7-glicozida (15), acidul clorogenic (16), acidul
cafeic (17), hipericina (18). Dupd developare placa cromatograficd a fost vizualizata la lumina
zilei (A) si la UV la 366 nm (B) (fig. 2.5).

De remarcat faptul ca toti compusii de referinta, luati in studiu, au fost identificati in
solutiile extractive din PV Hyperici herba, cu exceptia apigenina-7-glicozidei (Rf = 0,58), care nu

s-a regasit in probele analizate (fig. 2.5).
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Fig. 2.5. Cromatograma pe strat subtire a extractelor hidroetanolice din partile aeriene a

speciei H. perfotatum in diferite faze de vegetatie si zone geografice

Analiza prin metoda de cromatografie de lichide de inalta performanta

Pentru identificarea compusilor fenolici in extractele etanolice din partile aeriene de H.
perforatum, H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum, colectate in faza de inflorire in masa, a fost
folosita si metoda de cromatografie de lichide de inalta performanta (HPLC). Studiile au fost
efectuate in cadrul Centrului Stiintific al Medicamentului USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Prepararea probelor de analizat. Cate 0,5 g de produs vegetal maruntit, de la fiecare specie
s-a extras cu 50 ml de solutie de acid citric de 0,2%, in alcool etilic de 80%, pe baia de apa, la
temperatura de 60 £ 2°C, timp de 45 de minute, agitand periodic. Solutiile extractive s-au filtrat
printr-un tampon de vata, intr-un balon cotat, cu o capacitate de 100 ml. Aceleasi actiuni de
extractie au fost aplicate repetat pentru produsele respective. Extractia sumara se raceste pana la
temperatura de 20°C si se completeaza pana la volumul de 100 ml cu un extragent pur. Alicota se
centrifugheaza timp de 5 minute, la 3000-4000 rpm. Cate 10 pl de proba si de solutie-standard se
injecteaza in sistemul cromatografic. Toate operatiunile de preparare a probelor trebuie efectuate
in incdperi intunecate pentru a preveni oxidarea hiperforinei sub influenta luminii [106].

A fost folosit sistemul cromatografic din seria Jasco LC-2000, echipat cu douda pompe,
amestecator dinamic de presiune 1naltd, injector manual, termostat de coloane si detector UV-VIS,
cu un sir de diode (DAD). Separarea cromatografica s-a realizat pe coloana analitica, cu faza
inversa Kromasil 100-5-C4, 4,6 x 100 mm. Faza mobila folosita a fost formata din doi componenti:
A —acetonitril, B —solutie KH2PO4 0,1 M + H3PO4 0,02 M si a fost pompata cu viteza volumetrica
1,5 ml/min. Compozitia pentru hiperforina si pentru adhiperforina: 85% A in B (regim isocratic).
Solutia de etalonare contine 80 mg/l de hiperforina in faza mobila. Pentru alti componenti s-a
folosit urmatorul gradient: 5-32% A in B, 0-8 minute; 32-73% A in B, 8-10 minute; 73% A in B,
10-13 minute. Apoi coloana se echilibreaza timp de 5 minute cu faza initiald (5% A in B), inainte
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de a injecta proba urmatoare. Solutia de etalonare contine 20 mg/1 de hipericina si cate 40 mg/1 de
acid clorogenic, hiperozida si de apigenind, in amestec acetonitril:apa (1:1) [106].

Produsele extractive din speciile genului Hypericum contin un ansamblu de compusi
chimici din diverse grupuri. De aceea, in scopul asigurarii selectivitatii necesare, detectia a fost
efectuata la diferite lungimi de unda. Identificarea compusilor chimici s-a efectuat dupa spectrele
UV si prin compararea timpilor de retentie (tR) a lor cu standardele analizate in aceleasi conditii
experimentale. In urma studiului s-a demonstrat prezenta hiperforinei (tR=~3,88 min),
adhiperforinei (tR~4,36 min) in extractul hidroalcoolic din partile aeriene de H. perforatum L. si
lipsa lor in extractele din H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum.

Detectia derivatilor de floroglucinol a fost efectuata la o lungime de unda de 274 nm (fig.
Al.1). Detectia derivatilor de naftodiantrona (hipericina, pseudohipericind) s-a efectuat la o
lungime de unda de 592 nm. Prezenta hipericinei (tR~13,2 min) si a pseudohipericinei (tR =12,1
min) a fost confirmata in toate speciile de Hypericum analizate (fig. Al1.2).

In urma analizei calitative, s-a demonstrat prezenta acidului clorogenic (tR~4,4 min) si a
biapigeninei (tR=10,74 min), in extractele hidroetanolice din patru specii de Hypericum, incluse

in studiu. Detectia acestor compusi s-a efectuat la o lungime de unda de 328 nm (fig. 2.6) [107].
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Fig. 2.6. Cromatogramele HPL.C ale extractelor hidroetanolice din patru specii
genului Hypericum
La lungimea de unda de 360 nm au fost detectati compusi ce fac parte din grupul
flavonozidelor: rutozida (tR~6,84 min), hiperozida (tR~7,07 min), izocvercitrozida (tR=7,18 min)
(fig. AL.3).
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2.3. Analiza cantitativa a compusilor chimici din speciile genului Hypericum

Dozarea flavonoidelor si a derivatilor de antracen in diferite produse vegetale (flori, frunze,
tulpini, parti aeriene), din patru specii de Hypericum, s-a efectuat prin tehnica spectrofotometrica
UV/VIS, elaborata de catre Pravdivteva O. et al. (2008) [108]. De asemenea, prin utilizarea acestei
metode, a fost efectuat studiul dinamicii acumularii acestor compusi in specia H. perforatum L.,
in functie de faza fenologica si de zona geografica. Dozarea flavonoidelor din produsele vegetale
este bazatd pe formarea de complecsi colorati in galben cu clorura de aluminiu. Masurdrile
absorbantei au fost efectuate la spectrofotometrul UV-VIS Agilent-8453 in cadrul CSM USMF
»Nicolae Testemitanu”.

Determinarea spectrofotometrici a totalului de flavonoide si a derivatilor de antracen
in produsele vegetale ale speciilor g. Hypericum

Dozarea spectrofotometricda a flavonoidelor. 1,0 g de produs vegetal (proba exactd)
maruntit, trecut prin sita, cu orificiile de 1 mm, se plaseaza intr-un balon cu dop rodat de 100 ml,
apoi se adauga 50 ml de alcool etilic de 70%. Balonul se cantareste, extragerea se face la baia de
apa timp de 90 de minute la reflux. Dupa aceasta balonul se cantareste din nou si, la necesitate, se
adauga alcool etilic pana la masa initiald, apoi solutia extractiva se filtreaza.

Prepararea soluriei de analizat: 1 ml de solutie extractiva se transferd intr-un balon cotat
de 50 ml, se adaugd 2 ml solutie alcoolica de AICl33% si se suplineste cu alcool etilic de 95%
(solutia de analizat A). Solutia de referinta se pregateste in felul urmator: 1 ml de solutie extractiva
se transfera Intr-un balon cotat de 50 ml, se adauga 2-3 picaturi de solutie de acid acetic si se
completeaza cu alcool etilic de 95% pana la cota (solutia de referinta A).

Concomitent, se determind absorbanta solutiei de rutozida (substanta standard). 0,025 g
(proba exactd) de rutozida se transfera intr-un balon cotat de 50 ml si se dizolva in 30 ml de alcool
etilic de 70 %, se incdlzeste pe baia de apa panad la dizolvare. Apoi se racoreste si se aduce pana la
cota cu alcool etilic de 70% (solutia de analizat A a rutozidei). Solutia A de rutozida (1 ml) se
transfera intr-un balon cotat de 25 ml, se adauga solutie alcoolica de AlClz 3% (1 ml) si se aduce
pana la cota cu alcool etilic de 95% (solutia de analizat B a rutozidei). Solutia de referinta a
rutozidei: 1 ml de solutie A de rutozida se transfera intr-un balon cotat de 25 ml, se adauga 1
picatura de solutie de acid acetic si se aduce pana la cota cu alcool etilic de 95% (solutia de referinta
B a rutozidei) [108, 109].

Absorbanta solutiilor analizate se masoara la lungimea de unda de 412 nm, peste 40 de
minute dupa prepararea solutiilor [103, 104].

Totalul de flavonoide (X), exprimat in % echivalent rutozida, se calculeaza dupa formula:
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Axmp*50%50%1x100+100

X = n
Ag*m*1x50%25x(100—w)’

care: (2.1)

X — cantitatea de flavonoide, %;

A — absorbanta solutiei de analizat;
Ao — absorbanta solutiei de referinta;
Mo — masa rutozidei, g;

m — masa produsului vegetal, g;

W — pierderea in masa, la uscare, %.

Rezultatele dozarii spectrofotometrice a totalului de flavonoide in produsele vegetale ale
speciilor g. Hypericum sunt prezentate in tabelul 2.2. Spectrele de absorbtie UV-VIS a compusilor
complecsi de culoare galbena (formati intre flavonoide din extractele hidroetanolice si clorura de
aluminiu) sunt prezentate in Anexa 1 (fig. A1.4 - 1.8).

Rezultatele obtinute denota faptul ca totalul de flavonoide (%) este inalt in partile aeriene
(Mediana = 5,58; IQR = 0,01) si in flori la specia H. perforatum (Mediana = 8,22; IQR = 0,19).
Cel mai nalt continut de flavonoide in frunze este inregistrat la specia H. tetrapterum (Mediana =
8,57; IQR = 0,54), iar in tulpini, la toate speciile, totalul de flavonoide este cel mai mic (tabelul
2.2, tabelul A1.1).

Tabelul 2.2. Totalul de flavonoide (%) in produsele vegetale analizate la 4 specii

de Hypericum

Produse H. perforatum, H. elegans, | H. hirsutum, | H. tetrapterum,
vegetale Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR) Me (IQR)
Parti aeriene 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)

Nota: n/d — totalul de flavonoide nu s-a determinat

Testul neparametric Kruskal-Wallis a demonstrat o diferentd statistic semnificativa a
totalului de flavonoide in toate produsele analizate (partile aeriene p = 0,000471; flori p = 0,001;
frunze p = 0,002).

Dozarea totalului derivatilor de antracen, in diverse produse vegetale, s-a efectuat prin
intermediul tehnicii spectrofotometrice UV/VIS, elaborata de catre Pravdivteva O. et al. (2008)
[107, 110, 111].

Prepararea solutiei extractive. 1,0 g de produs vegetal (proba exacta) maruntit, trecut prin
sitd cu orificii de 1 mm, se plaseaza intr-un balon cu dop rodat de 100 ml, se adauga 50 ml de

alcool etilic de 70%. Balonul se cantareste, apoi se fierbe pe baia de apa timp de 90 de minute, la
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reflux. Dupa aceasta balonul iar se cantareste si se adauga alcool etilic pana la masa initiala.
Extractul se filtreaza si se racoreste timp de 30 de minute.

Prepararea soluriei de analizat: 5 ml solutie extractiva din produsele vegetale studiate se
transfera intr-un balon cotat de 50 ml si se completeaza cu alcool etilic pana la cota. Solutia de
referinta este alcoolul etilic. Absorbanta solutiilor analizate se masoara la lungimea de unda de
591 nm (fig. A1.9-1.12) [111].

Concentratia derivatilor de antracen (%), in recalcul la hipericina in produsul vegetal

absolut uscat, se calculeaza conform formulei 2.2:

_ Ax50%50%100
~718+m*5+(100—w)

, in care: (2.2)

X — concentratia derivatilor de antracen, %;

A — absorbanta solutiei de analizat;

718 — absorbanta specifica a solutiei de hipericina, 1%;
m — masa produsului vegetal, g;

W — pierderea in masa, la uscare,%.

Totalul derivatilor de antracen (%), in recalcul la hipericina, este mai nalt in parti aeriene
de H. elegans (Mediana = 0,37; IQR = 0,005), urmat de H. perforatum (Mediana = 0,22; IQR =
0,005), H. tetrapterum (Mediana = 0,17; IQR = 0,005), H. hirsutum (Mediana = 0,06; IQR =
0,003). Concentratia acestui grup de compusi chimici in flori este mai mare la sp. H. perforatum
(Mediana = 0,58; IQR = 0,004), urmata de H. elegans (Mediana = 0,53; IQR = 0,005), H.
tetrapterum (Mediana = 0,35; IQR = 0,008), H. hirsutum (Mediana = 0,08; IQR = 0,002). in frunze
concentratia derivatilor de antracen este mai joasa comparativ cu produse vegetale mentionate mai
sus: H. perforatum — Mediana = 0,26; IQR = 0,006, H. elegans— Mediana = 0,21; IQR = 0,004, H.
tetrapterum — Mediana = 0,21; IQR = 0,007, H. hirsutum — Mediana = 0,14; IQR = 0,007. Totalul
derivatilor de antracen in tulpini este cel mai jos: H. perforatum — Mediana = 0,036; IQR = 0,001,
H. elegans — Mediana = 0,032; IQR = 0,001, H. tetrapterum — Mediana = 0,035; IQR = 0,001, H.
hirsutum — Mediana = 0,015; IQR = 0,004 (fig. A2.6-2.9, tabelul A1.2).

Au fost determinate concentratiile totalului de flavonoide si derivatilor de antracen in
partile aeriene de H. perforatum, in dependentd de faza de dezvoltare si zona geografica de
colectare.

Continutul de flavonoide (%) in partile aeriene de H. perforatum depinde de faza de

dezvoltare. Continutul maxim este la inceputul infloririi (Mediana = 6,10; IQR = 0,057) (tabelul
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2.4). Totalul derivatilor de antracen (%), exprimat in echivalentul hipericinei, in Hyperici herba
este maxim 1n faza inceputului de inflorire (Mediana = 0,29; IQR = 0,005) (tabelul 2.3)

Tabelul 2.3. Continutul total de flavonoide si derivati de antracen in Hyperici herba, in

functie de faza fenologica

Totalul de flavonoide, exprimat Totalul derivatilor, de antracen
Fazele de dezvoltare a in % in echivalentul rutozidei, exprimat in % in echivalentul
speciei H. perforatum Me (IQR) hipericinei, Me (IQR)

Butonizare 5,848 (0,050) 0,263 (0,006)
Inceputul infloririi 6,103 (0,057) 0,285 (0,005)
Inflorire in masi 5,786 (0,030) 0,268 (0,003)
Inceputul fructificirii 4,872 (0,005) 0,195 (0,007)
Fructificare 4,872 (0,005) 0,125 (0,001

Nota: diferensa totalului de flavonoide (p = 0,000166) si a totalului derivatilor de antracen (p =

0,000122) in produsele analizate este statistic semnificativa

Datele experimentale au demonstrat o concentratie mai mica a totalului de flavonoide in

partile aeriene colectate la nordul tarii si un continut mai inalt pentru produsele colectate la sudul

tarii (tabelul 2.4, tabelul A1.3).

Tabelul 2.4. Continutul total de flavonoide si derivati de antracen in Hyperici herba, in

functie de locul colectarii

Zona geografica de crestere a sp.
H. perforatum

Totalul de flavonoide (%0),
exprimat in echivalentul
rutozidei, Me (IQR)

Totalul derivatilor de antracen
(%), exprimat in echivalentul
hipericinei, Me (IQR)

Nord (s. Tirnova, Donduseni) 4,33 (0,082) 0,32 (0,002)
Centru (s. Nimoreni, laloveni) 5,78 (0,324) 0,27 (0,004)
Sud (s. Lopatica, Cahul) 8,45 (0,117) 0,22 (0,008)

Nota: diferengele totalului de flavonoide si a totalului derivagilor de antracen (p = 0,002) in
produsele analizate sunt statistic semnificative

In functie de zona geografica, totalul de antracenderivati (%) este maxim in partile aeriene
de H. perforatum, raspandit in partea de nord al tarii, iar totalul de antracenderivati in partile
aeriene colectate la sud a fost cel mai scazut.

Analiza cantitativa prin metoda HPLC a polifenolilor, derivatilor de naftodiantrona
si de floroglucinol

Conditiile metodei de dozare HPLC a compusilor fenolici (rutozida, hiperozida,
izocvercitrozida, biapigenina, acidul clorogenic), naftodiantronelor (hipericina, pseudohipericina),
floroglucinolilor (hiperforina, adhiperforina), in partile aeriene ale speciilor H. perforatum, H.
elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum sunt prezentate in subcapitolul 2.2 [101]. Continutul
compusilor chimici in partile aeriene la 4 specii ale g. Hypericum din flora spontana este prezentat
in tabelul 2.5.
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In urma studiului comparativ, s-a dovedit ci totalul derivatilor de antracen, exprimat in
hipericina, este mai 1nalt in partile aeriene de H. elegans (2,87 mg/qg), fiind urmat de H. perforatum
(2,06 mg/g). Totalul de flavonoide variaza de la 30,3 mg/g (H. perforatum) pana la 5,92 mg/g (H.
elegans), totalul de acizi hidroxicinamici este mai mare in partile aeriene de H. tetrapterum (10,7
mg/g). Rezultatele obtinute denota urmatoarele: continutul de compusi chimici din diverse grupe
este mai inalt in produsul vegetal de H. perforatum, fiind urmat de H. tetrapterum si de alte specii,
supuse studiului (tabelul 2.5).

Tabelul 2.5. Concentratiile unor compusi chimici, in partile aeriene ale speciilor genului

Hypericum, determinate prin metoda HPLC

Speciile genului Hypericum
Compusii chimici H. H. eleaans H. H.
perforatum - €169 hirsutum | tetrapterum

Continutul de compusi chimici, mg/g

Hipericina 0,87 1,34 0,073 0,286
Pseudohipericina 1,19 1,53 0,018 0,340
Hiperforina + Adhiperforina (exprimat

in echivalentul hipericinei) 27,9 B B B
Rutozida 16,6 3,41 3,39 3,61
Hiperozida 8,36 3,47 1,80 7,38
Izocvercitrozida 4,27 1,27 1,20 6,86
Tota!ul Ade .heter02|de. flayoqollce, 303 5,02 109 211
exprimat in echivalentul hiperozidei

Totalul acizilor hidroxicinamici,

exprimat in  echivalentul acidului 2,21 1,82 1,90 10,7
clorogenic)

Rezultatele au confirmat faptul ca in produsul vegetal Hyperici herba, colectat de la sp. H.
perforatum, continutul de flavonoide este mai mare decat in partile aeriene ale H. elegans, H.
hirsutum, H. tetrapterum. Aceasta stare de lucruri a impus necesitatea de a analiza, calitativ si
cantitativ, flavonoidele in partile aeriene ale sp. H. perforatum, colectate din flora spontana si din
cultura. Partile aeriene de sunatoare au fost colectate din colectia CSPDPM, iar cele din flora
spontana — din campia satului Nimoreni.

Metoda de analizd HPLC implementatd in studiu a fost preluatd din surse bibliografice si
ajustata la conditiile de lucru [112, 113, 114]. Pentru identificarea si determinarea calitativa a
flavonoidelor s-a utilizat cromatograful de lichide de model Agilent Technologies, seria 1200,
termostatul TCC G13116A, seria DE 63063824, detectorul DAD G 1315B, seria DE 43603042,
injectorul manual P/N 7725i, degazatorul G 1322A, seria YP 62359783. Analiza s-a realizat in
urmatoarele conditii de lucru: coloana analiticd Zorbax Eclipse XBD — C 8, 250 mm x 4.6 mm, 5

um; precoloana de acelasi tip; faza mobild - acetonitril:apa (30:70), cu adaugarea acidului acetic
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glacial 1%; debitul 1 ml/min; temperatura +40°C; volumul de injectare 20 ul; detectia — ultraviolet
360 nm. Substantele standard utilizate in cercetare au fost: rutozida, hiperozida, cvercitrozida,
cvercetol, 13, 118-biapigenina.

Pregitirea probelor de analizat. 1,0 g (masa exactd) de produs vegetal Hyperici herba,
maruntit, trecut prin sita cu orificiile de 1 mm, se plaseaza intr-un balon cu dop rodat de 100 ml,
dupa care se adauga 40 ml de alcool etilic de 70%. Balonul se cantareste, apoi se fierbe pe baia de
apa, timp de 60 de minute, la reflux. Apoi balonul se cantareste si se suplimenteaza cu alcool etilic,
pana la masa initiala. Extractul se filtreaza si se racoreste timp de 30 de minute (solutie extractiva).
Din extractul obtinut s-au luat 5 ml si s-au transferat intr-un balon cotat de 10 ml; volumul a fost
adus pana la cota cu alcool etilic de 70%. Ulterior, solutia de analizat s-a trecut printr-o membrana
filtranta cu dimensiunea porilor de 0,45 um [112, 113, 114].

Identificarea derivatilor de flavonol s-a efectuat prin compararea timpului de retentie a

substantelor standard si a compusilor din proba de analizat (fig. 2.7, fig. 2.8).
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Fig. 2.7. Cromatograma HPLC a solutiei formate din amestec de substante-standard:
rutozida (1), hiperozida (2), cvercitrozida (3), cvercetol (4), 13, 118-biapigenini (5)
Analiza cantitativa a flavonoidelor s-a realizat prin compararea ariei picurilor de compusi
chimici din extractele respective cu ariile picurilor substantelor de referinta: rutozida (1),
hiperozida (2), cvercitrozida (3), cvercetolul (4), 13, 118-biapigenina (5) (fig. 2.7, fig. 2.8).
Continutul de flavonoide (X, %) in partile aeriene de H. perforatum, in raport la produs vegetal

absolut uscat si la substanta standard, s-a calculat conform formulei 2.3:

_ Sxxmg#2,5%40%10x100+100
© S5¢*25%25% My, +5+100%(100—W)

, in care: (2.3)

Sx— aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;
Sst— aria picului flavonoidului pe cromatograma solutiei standard;

Mst— masa substantei de referinta, g;

mpr— mMasa produsului vegetal, g;

W — pierderea prin uscare, %.
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Fig. 2.8. Cromatograma HPLC a extractelor hidroetanolice (70%) din partile aeriene de H.

perforatum, colectate din flora spontana (A) si colectia CSPDPM (B)

Rezultatele determinarii cantitative sunt redate in tabelul 2.6 si tabelul A1.4.

Tabelul 2.6. Continutul (%) a unor flavonoide in produsul vegetal Hyperici herba

Produsul vegetal

Concentratia (%) compusilor chimici, Me (IQR)

Hyperici herba Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol . |3.’“8-.
biapigenina
. 9 2,01 0,95 0,50 0,16 0,17
PV din flora spontani (0,081) | (0,036) (0,089) (0,009) (0,020)
. . 1,76 0,02 0,54 0,25 0,28
PV din colectia CSPDPM | 49 | (0,008) (0,055) (0,001) (0,034)

Evaluarea comparativa a datelor pentru compusii chimici din produsele vegetale cercetate

a aratat 0 diferenta statistica semnificativa pentru rutozida (p = 0,0209), hipeozida (p = 0,0209),

cvercetol (p = 0,0201) si 13,1I8-biapigenina (p = 0,0209), iar pentru cvercitrozida — o diferenta

statistic nesemnificativa (p = 0,248), ce denota ca continutul acestui compus in produsele analizate

se deosebeste putin.

Substanta majora in ambele produse este rutozida, fiind urmata de: hiperozida,

cvercitrozida, 13, 118-biapigenina, cvercetol. Concentratiile de rutozida (Mediana = 2,01; IQR =
0,081) si de hiperozida (Mediana = 0,95; IQR = 0,036) s-au dovedit a fi mai inalte in H. perforatum

din flora spontana in comparatie cu H. perforatum cultivata (Mediana = 1,76; IQR = 0,041 si

62




Mediana = 0,76; IQR = 0,015, respectiv), iar continutul de cvercetol (Mediana = 0,25; IQR =
0,001) si de I3, 118-biapigenina (Mediana = 0,28; IQR = 0,034) a fost mai mare in produsul vegetal
din colectia CSPDPM. Continutul de cvercitrozida in ambele produse vegetale nu a fost
semnificativ diferit (Mediana = 0,498; IQR 0,089 si Mediana = 0,54; IQR = 0,055).

Continutul total de flavonoide in florile de H. perforatum

Continutul total de flavonoide in florile de H. perforatum a fost determinat in cadrul CSM
al USMF ,Nicolae Testemitanu”, utilizand metoda HPLC, elaborata de catre colaboratorii acestui
centru. Pentru cercetare s-a utilizat cromatograful de lichide Shimadzu LC-20AD, coloana
Phenomenex C-18, 150x4,6 mm, 5 um, prevazuta cu o precoloana de acelasi tip, de 5 mm lungime.
Faza mobila izocratica a fost formata din: 90% metanol si 10% apa purificatd; introdusa in coloana
cu un debit de 1 ml/minut, volumul de injectare de 20 pl, cu detectia UV de 280 nm. Pentru studiu
a fost utilizat extractul hidroetanolic (80%), obtinut din flori de H. perforatum, colectate in faza
de inflorire in masa. Au fost utilizate solutiile standard de referinta: hiperozida, rutozida, luteolina,
cvercetolul, 13, 118-biapigenina. Probele de analizat au fost pregatite prin metoda mentionata mai
sus, utilizand ca solvent alcoolul etilic 80% [112, 113, 114].

Valorile timpului de retentie a picurilor, de pe cromatogramele probei analizate, au fost

mai aproape de timpul de retentie a substantelor de referinta — rutozida si hiperozida (fig. 2.9).
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Fig. 2.9. Cromatogramele HPLC ale substantelor de referinta: rutozida (A), hiperozida (B)
si a extractului hidroetanolic (80%) din Hyperici flores (C)
Continutul total de flavonoide (X, %) in flori de H. perforatum, in raport la produs vegetal

absolut uscat si la substanta standard, s-a calculat conform formulei 2.4:

_ Sxxmg;x40x25+100+100

X= in care: 2.4
Sse*25%M x5+ (100-W)’ (2.4)

Sx— aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;

Sst— aria picului rutozidei/hiperozidei pe cromatograma solutiei standard,;
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mst— masa substantei standard, g;
mpr— masa produsului vegetal, g;
W — pierderea prin uscare, %.

Dozarea totalului de flavonoide (%) in PV Hyperici flores, s-a efectuat in recalcul la
rutozida (Mediana = 14,67; IQR = 0,135) si la hiperozida (Mediana = 8,77; IQR = 0,080).
Continutul total de flavonoide in florile de H. perforatum este semnificativ mai mare in recalcul
la rutozida (tabelul 2.7).

Tabelul 2.7. Totalul de flavonoide, determinat prin metoda HPLC, in Hyperici flores

Parametrii statistici Totalul (%) de flavonoide, Totalul (%) de flavonoide, in
in echivalentul hiperozidei 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

2.4. Pierderea prin uscare a produselor vegetale

Pentru recalcularea continutului de substante active (totalul de flavonoide, derivati de
antracen, ulei volatil) s-a determinat gradul de umiditate a produsului vegetal. Cercetarile au fost
efectuate in cadrul Laboratorului de fitochimie al Catedrei de farmacognozie si botanica
farmaceutica din cadrul USMF ,Nicolae Testemitanu”. Produsele vegetale maruntite (1,0 g) s-au
introdus in fiole, uscate si cantarite in prealabil. Fiolele cu produse (deschise) s-au mentinut in
etuva 3 ore la 105°C, apoi s-au inchis cu capac, s-au racit in exicator si s-au cantarit. S-a continuat
uscarea timp de 1 ord, apoi a urmat racirea in exicator §i cantdrirea pand la masa constantd a
probelor [101]. Gradul de umiditate a produsului vegetal X (%) s-a calculat dupa formula:

- *100
X = %, in care: (2.5)

m
m — masa produsului vegetal, Tnainte de uscare, g;
m1— masa produsului vegetal, dupa uscare, g.
Pierderea prin uscare a produselor vegetale este prezentata in tabelul 2.8.

Tabelul 2.8. Pierderea prin uscare a produselor vegetale

Denumirea X, %
speciilor Produse vegetale Proba 1 Proba 2 Valoa!rea
medie
H. perforatum Parti aeriene 8,57 8,59 8,58
H. elegans Parti aeriene 8,97 8,82 8,89
H. hirsutum Parti aeriene 9,28 9,27 9,27
H. tetrapterum Parti aeriene 9,80 8,64 9,22
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2.5. Sinteza capitolului 2

Au fost identificate microscopic structurile secretoare din elementele florale si frunze a 4
specii de sunatoare. Acestea stau la baza determinarii corecte a speciilor din genul Hypericum (H.
perforatum, H. elegans, H. hirsutum, H. tetrapterum) din flora RM. Structurile secretoare se
deosebesc dupa tip (glande, pungi, canale), forma (sferica, alungitd, ovald), culoare (rosie-
purpurie, incolora, galbend) si localizare. Cele mai importante caracteristici de identificare sunt
structurile secretoare ale sepalelor, iar cele morfologice sunt forma, pubescenta si numarul de
coaste longitudinale pe tulpini.

A fost realizat screening-ul fitochimic a 4 specii din genul Hypericum din flora spontana,
cu scopul determindrii produsului vegetal cu cel mai inalt continut de compusi fenolici. In acest
scop, s-a efectuat analiza comparativa calitativda si cantitativa a diferitor organe ale plantelor
studiate.

Analiza calitativa prin CSS a demonstrat prezenta compusilor fenolici si a hipericinei in
partile aeriene ale speciilor supuse studiului (H. perforatum, H. elegans, H. tetrapterum, H.
hirsutum ). Analiza HPLC a demonstrat prezenta derivatilor flavonolului (rutozida, hiperozida,
cvercitrozida, cvercetolul) si a biflavonei (I3,118-biapigenina) in toate PV studiate.

Analiza cantitativd prin metoda spectrofotometrica UV-VIS, denota ca totalul de
flavonoide variaza in speciile de Hypericum: partile aeriene Mediana = 2,94-5,68 %; flori Mediana
= 2,99-8,22%; frunze Mediana = 5,76-8,58%, tulpini Mediana = 1,43-1,543%. Totalul de
antracenderivati (%), in recalcul la hipericina, este maxim in partile aeriene la specia H. elegans
(Mediana = 0,37%; IQR = 0,005); in flori — la H. perforatum (Mediana = 0,58%; IQR = 0,004); in
frunze — la H. elegans (Mediana = 0,26%; IQR = 0,006). Totalul de antracenderivati (%), in
recalcul la hipericina, in partile aeriene de H. perforatum in functie de faza fenologica, este maxim
la inceputul de inflorire (Mediana = 0,29%; IQR = 0,005). in functie de zona geografici, totalul
de antracenderivati este maxim in partire aeriene de H. perforatum din zona de nord (Mediana =
0,32%; IQR =0,002).

Analiza cantitativa prin metoda HPLC, a demonstrat ca totalul de antracenderivati,
exprimat in hipericind, este mai inalt in partile aeriene de H. elegans (2,87 mg/g), fiind urmat de
H. perforatum (2,06 mg/g). Continutul total de flavonoide variaza de la 30,3 mg/g (H. perforatum)
pana la 5,92 mg/g (H. elegans). Totalul de acizi hidroxicinamici este mai mare in partile aeriene
de H. tetrapterum (10,7 mg/g). Rezultatele obtinute denotda urmatoarele: continutul de compusi
chimici, din diverse grupuri, este mai 1nalt in produsul vegetal de H. perforatum, fiind urmat de

H. tetrapterum si de alte specii supuse studiului.
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In urma screening-ului fitochimic al plantelor studiate s-a constatat, ci cel mai mare
continut de compusi chimici din grupul flavonoidelor era in florile de H. perforatum, care au si
devenit obiectul de studiu.

Rezultatele cercetarilor caracteristicilor macroscopice si microscopice ale florilor de H.
perforatum; rezultatele analizei calitative (reactiile de identificare, metoda de CSS, metoda HPLC)
si dozarii spectrofotometrice a totalului de flavonoide in produs vegetal Hyperici perforati flores
au stat la baza elaborarii Proiectului de monografie farmacopeica a produsului vegetal ,,Flori de

sunatoare — Hyperici perforati flores” (Anexa 5).
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3. OBTINEREA SI STUDIUL CHIMIC AL PRODUSELOR EXTRACTIVE
DIN SPECIA HYPERICUM PERFORATUM

3.1. Obtinerea si analiza chimica a uleiului volatil din speciile genului Hypericum

Specia H. perforatum L. se caracterizeaza prin prezenta diferitor tipuri de structuri
secretoare: glande translucide sau cavitati, noduli negri si trei tipuri de canale secretoare (A, B, C).
Uleiul volatil se sintetizeaza si se acumuleaza in glandele translucide si in canalele secretoare,
localizate in frunze, petale, sepale si in pistil [24]. Frecventa si diversitatea acestor structuri este o
dovada a activitatii secretoare intense a speciei. Este demonstrata prezenta glandelor translucide si
a canalelor secretoare, de asemenea, in speciile H. hirsutum, H. tetrapterum [25]. Putine surse
bibliografice pun la dispozitie date referitoare la continutul si la compozitia chimica a uleiului
volatil din speciile H. elegans, H. hirsutum si H. tetrapterum.

in prezent, este actual de analizat randamentul si compozitia chimica a uleiului volatil,
izolat din partile aeriene in faza de inflorire a speciilor H. perforatum, H. elegans, H. hirsutum si
H. tetrapterum, colectate din flora spontana a RM.

Extractia si analiza compozitiei chimice a uleiurilor volatile din partile aeriene a
speciilor genului Hypericum

Extractia uleiului volatil, din produsele vegetale uscate si proaspete, s-a efectuat prin
hidrodistilare in aparatul prezentat in figura 3.1 A. Metoda este descrisa in Farmacopeea
Republicii Belarus (metoda B) si Farmacopeea de Stat ed. XIV (metoda 1) [115, 116].

Fig. 3.1. Aparatul de extractie al 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 consta in introducerea directa a produsului vegetal maruntit, impreund cu apa, in
baloane de distilare, care se incélzesc pe foc direct, iar amestecul de vapori de ulei si de apa se

colecteaza, prin condensare in refrigerent, in vasul florentin (recipientul Ghinsberg). Uleiul se
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colecteazd 1n partea gradata a recipientului, iar apa prin partea ingustd se scurge inapoi in balon
[115, 116]. Probele analizate (100 g) s-au introdus in baloanecle de distilare de 1000 ml, in
combinare cu 200 ml de apa distilata (fig. 3.1 B). Din momentul fierberii, amestecul a fost supus
distilarii timp de 3 ore [115]. Mostrele de ulei volatil (fig. 3.1 C) au fost deshidratate cu NaxSO4
anhidru si s-au pastrat la rece, la +4°C [115, 116, 117, 118]. Probele de ulei volatil s-au obtinut in
Laboratorul Plante Aromatice si Medicinale din cadrul Institutului de Genetica, Fiziologie si
Protectia Plantelor.

Dupa terminarea distilarii si dupa racire, volumul stratului de ulei volatil si continutul lui

procentual (X) se calculeaza in baza formulei:

__ V+100%100
T mx(100-w)’

in care: (3.1)
V — volumul uleiului volatil, ml;

m — masa produsului vegetal, g;

w — pierderea in masa, la uscare,%.

In urma cercetarilor s-a constatat ca toate speciile de Hypericum evaluate produc si
acumuleaza uleiul volatil in partile aeriene, continutul caruia variaza. Cel mai ridicat nivel de ulei
volatil a fost atestat la H. perforatum (0,26%), urmat de H. elegans (0,15%), H. tetrapterum
(0,13%), iar la H. hirsutum acest indice a fost cel mai scazut (0,094%). De asemenea, s-a atestat o
diferenta si la nivel de culoare a uleiului volatil: din H. perforatum — alb-galbuie, din H. elegans —
galbuie, iar din H. tetrapterum si H. hirsutum — galbena.

Analiza cantitativa si calitativa a uleiurilor volatile s-a efectuat prin cromatografie gazoasa
— spectrometrie de masa (GC-MS), realizata cu aparatul Agilent Technologies, tip 7890 GC
system, MS Agilent Technologies, tip 5975 C Mass Selective Detector; coloana HP 5MS 30 m x
0,25 mm x 0,25 pm (5% fenilmetilsiloxan). Separarea s-a realizat in urmatoarele conditii
cromatografice: temperatura injectorului — de 250°C; temperatura detectorului — de 280°C; regim
de temperatura — de 250°C (10 grade/min) pana la 280°C (constant 5,5 min); faza mobila — heliu,
debit — 1 ml/min; volum injectat — 0,1 pul de ulei volatil. Analiza datelor cromatografice a fost
realizatd prin intermediul sistemului SOFTWARE de identificare si deconvolutie spectrald
automata a spectrelor de masa AMDIS (Automated Mass Spectral Deconvolution & Identification
System), produs de NIST [116, 117]. Analiza chimicd a uleiurilor volatile s-a efectuat in
Laboratorul Chimia Compusilor Naturali si Biologic Activi al Institutului de Chimie.

In uleiul volatil din specia H. perforatum s-au constatat 74 de componenti (fig. 3.2), dintre

care 33 au fost identificati si determinati cantitativ (tabelul 3.1). Totalul acestora constituie
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71,277%, inclusiv: cariofilen (12,175%), a-pinen (8,574%), oxid de cariofilen (12,119%) [118,
119].
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Fig. 3.2. Gaz-cromatograma uleiului volatil din partile aeriene de H. perforatum
Cercetarile intreprinse au demonstrat faptul ca in uleiul volatil de H. elegans, sunt prezenti
49 de componenti (fig. 3.3), dintre acestia s-au identificat 18. Compusii chimici cu concentratie
mai inalta au fost g-gurjunen (14,532%), aromadendren (13,99%), undecan (10,262%) si a-pinen
(4,779%) (tabelul 3.1).
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Fig. 3.3. Gaz-cromatograma uleiului volatil din pértile aeriene de H. elegans
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In uleiul volatil de H. tetrapterum s-au constatat 56 de componenti (fig. 3.4). Dintre acestia,
au fost identificati 22, componentii majori fiind urmatorii: copaen (9,271%), a-longipinen
(8,489%), 6- cadinen (6,423%) (tabelul 3.1).
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Fig. 3.4. Gaz-cromatograma uleiului volatil din partile aeriene de H. tetrapterum

Specia H. hirsutum in uleiul volatil contine 24 de componenti, dintre care au fost identificati
9, ce constituie 33,964% (fig. 3.5, tabelul 3.1). Componentii majori identificati in uleiul volatil al
acestei specii sunt: oxid de cariofilen (10,435%), fitol (6,056%) si a-cariofilen (5,086%).
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Tabelul 3.1. Compozitia chimica a uleiului volatil din partile aeriene ale speciilor

genului Hypericum

Concentratia (%) componentilor in ulei volatil

Timpulde | ¢ usii chimici H. H. H. H.
retentie, min .

’ perforatum | elegans | tetrapterum hirsutum
3,941 Nonan 0,782 0,574 1,036 2,743
4,496 a-Felandren 0,81
4,672 a-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 B-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 Terpinen-4-ol 0,675
10,839 a-Terpineol 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 a-Longipinen 0,316
15,137 1-Undecanol 1,574
15,525 a-Longipinen 8,489
15,755 Copaen 1,21 9,271
16,499 Dodecanal 0,412
16,753 B-Cedren 4,155
16,989 B-Cariofilen 12,175 1,294 1,351
17,635 (+)-Longiciclen 0,407 2,912
17,727 a-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 13,990 0,718
18,808 g-Gurjunen 14,532
19,396 6-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 a-Bisabolol 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 (%) compusilor 71,277 61,587 47,224 33,964
identificati
Numarul_de compusi chimici 33 18 21 9
identificati
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Compararea rezultatelor analizei cantitative si calitative a uleiului volatil, extras din
speciile H. perforatum, H. elegans, H. tetrapterum, H. hirsutum din flora spontana a RM ne
permite sa concludem, ca toate aceste specii contin in concentratii diferite — nonan, undecan, o-

cadinen, tunbergol, fitol, B-cariofilen, oxid de cariofilen, aromadendren, a-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. Compusii chimici comuni ai uleiului volatil din partile aeriene ale speciilor din
genul Hypericum

Diferentele sunt inregistrate in functie de componentii majori prezenti in uleiul volatil
extras din 4 specii. In uleiul volatil de H. perforatum componentii majori, dupa cum s-a mentionat
anterior, sunt: B-cariofilen (12,175%), cariofilen oxid (12,119%) si a-pinen (8,574%); in uleiul de
H. elegans — g-gurjunen (14,532%), aromadendren (13,990%), undecan (10,262%); in uleiul de
H. tetrapterum — dodecanal (9,271%), a-longipinen (8,489%), iar in uleiul de H. hirsutum —
cariofilen oxid (10,435%) si fitol (6,056%) (fig. 3.6).

Rezultatele obtinute au evidentiat diferentele dintre speciile din genul Hypericum din flora
RM in privinta randamentului si compozitiei chimice a uleiului volatil.

De asemenea, s-a dozat continutul de ulei volatil in partile aeriene proaspete ale speciei H.
perforatum colectate din flora spontana (0,265%) si din colectia CSPDPM (0,204%). Prin
intermediul metodei GC-MS, in uleiul volatil din Hyperici herba din flora spontana s-au constatat
96 de compusi chimici (fig. A2.1), 32 dintre care au fost identificati in suma de 82,26%. Compusii
majori identificati sunt: [B-cariofilenul (18,391%), germacrenul D (15,546%), a-pinenul
(12,470%), B-cis-ocimenul (7,116%). Analiza GC-MS a uleiului volatil din produs vegetal cultivat
a identificat 31 de compusi chimici din cei 78 determinati (fig. A2.2), componentii majori fiind:
germacrenul D (35,777%), B-cariofilenul (24,751%), biciclogermacrenul (5,635%) (tabelul 3.2).

72



Tabelul 3.2. Compusii chimici identificati in uleiul volatil din péartile aeriene de H.

perforatum, produse proaspete

Timpul Continutul (%) al compusilor chimici in
de Compusii chimici ulei volatil
retentie, ’ Produs vegetal din flora | Produs vegetal din colectia
min spontana CSPDPM

3,935 Nonan 1,756 0,250
4,490 o-Felandren 0,747 0,113
4,647 a-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 a-Terpinen 0,280 0,045
6,566 0-Cimen 0,397 0,093
6,834 f-trans-Ocimen 2,522 0,254
7,095 B-cis-Ocimen 7,116 0,894
7,393 g-Terpinen 0,661 0,121
7,462 Decan, 2-metil 1,241 0,212
8,370 Undecan 0,502 0,127
8,508 Nonanal 0,037 —
10,496 (-)-Terpinen-4-ol 0,499 0,365
10,836 a-Terpeniol 0,184 0,098
12,708 Hexdecan 0,250 0,090
15,116 a-Longipinen 0,106 0,189
15,630 Ylangen 0,138 0,160
15,746 Copaen 0,137 0,131
16,492 Tridecanal - 0,102
16,759 B-Cedren 3,144 1,228
16,995 p-Cariofilen 18,391 24,751
17,620 a-Himacalen 0,240 0,268
17,734 a-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 o -Farnezen 0,936 1,481
19,382 5-Cadinen 1,466 1,239
20,254 Dodecanoic acid 0,534 -
Numiirul compusilor identificati 32 31

Totalul compusilor identificati, % 82,26 81,42

Rezultatele releva faptul ca uleiurile volatile, obtinute din partile aeriene proaspete de H.
perforatum, crescute spontan si cultivate, se deosebesc prin: continut in produs vegetal si

compozitie chimica (calitativa si cantitativa) a compusilor majori (tabelul 3.2).
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Analiza comparativa a continutului procentual al principalilor compusi din uleiurile
volatile, izolate din partile aeriene de H. perforatum (produs vegetal proaspat si uscat), a
demonstrat prezenta in cantitati mari a p-cariofilenului si a-pinenului. Pe langa aceasta,
germacrenul D se contine in cantitati mari in uleiul volatil din produs vegetal proaspat, iar oxidul

de cariofilen — in uleiul volatil din produs vegetal uscat (fig. 3.7).
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Fig. 3.7. Continutul (%) comparativ al compusilor majori in uleiul volatil din
Hyperici herba
Putem constata ca uleiurile volatile din Hyperici herba sunt o sursda de germacren D cu
proprietati insecticide [120] si de cariofilene (B-cariofilen, oxid de cariofelen) cu efecte
antibacteriene, antioxidante, antiinflamatoare [121, 122].
Analiza chimica a uleiului volatil din florile speciei H. perforatum
Produsul vegetal Hyperici flores dupa uscare a fost supus hidrodistilarii, utilizand metoda
descrisa anterior. S-a determinat continutul de ulei volatil in flori de 0,23% (in recalcul la produsul
vegetal absolut uscat), de culoare alb-gilbuie. In uleiul volatil s-au constatat 75 de componenti,
dintre care 26 au fost identificati (fig. 3.8). Compusii majori sunt: 3-cariofilen (26,82%), oxid de

cariofilen (13,286%), a-pinen (8,747%), a-cariofilen (3,707%).
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Fig. 3.8. Gaz-gromatograma uleiului volatil din flori de H. perforatum
Continutul total al compusilor identificati este de 65,456% (tabelul 3.3).

Tabelul 3.3. Compozitia chimica a uleiului volatil din flori de H. perforatum

Timpul Timpul
Nr Compusii de Continutul, Nr Compusii de |Continutul,
chimici retentie % ' chimici retentie %
(min) (min)
1 Nonan 3,944 1,113 14 | 1-Nonanol 13,680 0,263
2 a-Felandren 4,500 0,142 15 | 1-Undecanol 14,631 0,213
3 a-Pinen 4,675 8,747 16 a-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 | a -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 | 3-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 | Terpinen-4-ol 10,230 0,294 24 | Fitol 30,320 0,207
12 | o-Terpineol 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

Continutul de B-cariofilen 1n uleiul volatil al florilor (26,82%) este de doua ori mai mare
decat cel din uleiul volatil al partilor aeriene (produs vegetal uscat). Putem confirma, ca uleiul
volatil din flori poate intra in compozitia unor forme farmaceutice cu efecte antibacteriene si

antiinflamatoare [121, 122].
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3.2. Obtinerea extractelor uscate din produsele vegetale ale speciei H. perforatum
Extractele uscate (Extracta sicca) — preparate solide obtinute prin evaporarea solventului
utilizat la prepararea lor, au o pierdere prin uscare sau un continut in apa de cel putin 5% [123].

Fluxul tehnologic de obtinere a extractelor uscate este prezentat in figura 3.9.

Controlul Miruntirea Umectarea Macerare repeteti
.. . i Produsului itare:
materiilor prime b produsului - |=— — cu agitare;
T vegetal T vegetal Repercolare
. soluie
cantarire hidroalcoolici
Concentrarea, ..
. . . Separarea solutiei .
Extract uscat | | evaporarea solutiei®= Solutie extractivi | e extractive || Reridiuu vegetal
extractive
Filtrare

Fig. 3.9. Procesul tehnologic de obtinere al extractelor uscate

Partile aeriene de sunatoare S-au colectat in faza de inflorire din flora spontana si din
colectia CSPDPM a USMF ,,Nicolae Testemitanu”. Florile, frunzele si tulpinile s-au prelevat de
la plante din flora spontana. Produsele vegetale s-au uscat in mod natural, S-au maruntit si trecut
prin sita cu orificii de 3 mm. In calitate de solvent s-a utilizat alcoolul etilic de diferite concentratii.
Pentru evaporarea solventului din solutiile extractive s-a utilizat evaporatorul rotativ Laborota
4011-digital.

Obrinerea soluriilor extractive din Hyperici herba prin repercolare, cu fracfionarea
produsului vegetal in parti egale cu ciclu neterminat

Pentru determinarea gradului de extractie a compusilor fenolici cu alcool etilic de diferite
concentratii (40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%), a fost folositd metoda de repercolare cu
fractionarea produsului vegetal (Hyperici herba) in parti egale cu ciclu neterminat (fig 3.10).

Pentru fiecare concentratie de etanol s-au folosit cate trei percolatoare si s-au cantarit a cate
10,0 g de parti aeriene uscate de H. perforatum. Produsul vegetal pentru primul percolator a fost
umectat cu 10 ml de etanol cu o concentratie corespunzatoare; peste 6 ore produsul umectat s-a
introdus in primul percolator si s-a macerat timp de 24 de ore cu 20 ml extragent. Din primul
percolator s-au obtinut 80% din lichidul extractiv in raport cu masa produsului vegetal (8 ml), dupa
care s-a continuat percolarea si s-au obtinut trei portiuni de lichid extractiv mai diluate. Prima
portiune de lichid extractiv (egala cu masa produsului) de 10 ml a fost folosita pentru umectarea
produsului din al doilea percolator; a doua portiune de lichid extractiv s-a folosit pentru macerare,

lar a treia — la extractie pana la obtinerea a 10 ml produs finit (100%) din al doilea percolator. A
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treia portiune de lichid extractiv, mai diluat din al doilea percolator, a fost folosita pentru
umectarea, macerarea, percolarea produsului vegetal din al treilea percolator. Repercolarea s-a

efectuat pana la obtinerea solutiilor extractive incolore din fiecare percolator [123, 124, 125, 126].
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Fig. 3.10. Schema de repercolare cu fractionarea produsului vegetal in parti egale cu ciclu
neterminat

Analiza calitativa a solutiilor extractive (produs semifinit) prin CSS

Pana la reunirea extractelor obtinute din trei percolatoare, s-a efectuat analiza calitativa
prin CSS, care a confirmat epuizarea completd a compusilor chimici din produsele vegetale din
primul, al doilea si al treilea rand de percolatoare. Prin aceastd metoda s-a comparat compozitia
chimica a primei (1, 2, 3, 4,5, 6, 7) si a ultimei (1', 2/, 3, 4/, 5', 6', 7") portiuni de extracte
hidroetanolice de diverse concentratii (fig. 3.11, fig. 3.12, fig. 3.13) [98, 99]. Distanta de migrare
afost de 8,8 cm. In studiu s-au utilizat urmatoarele substante de referinta: rutozida (Ru), hiperozida
(H1i), izocvercitrozida (lcvt), cvercetolul (Cv), acidul clorogenic (A. cl.), acidul cafeic (A. c.),
hipericina (H) (fig.3.11, 3.12, 3.13). Toate substantele de referinta au fost procurate de la Sigma-
Aldrich.

Dupa developare, placa cromatografica a fost vizualizatd la lumina zilei si la lumina UV
366 nm. In primele solutii extractive colectate din primul rand de percolatoare s-au identificat:
rutozida (Rf = 0,22), hiperozida (Rf = 0,42), izocvercitrozida (Rf=0,56), cvercetolul (Rf=0,94),
acidul clorogenic (Rf = 0,37), acidul cafeic (Rf = 0,92), hipericina (Rf = 0,75).

Cu alcool etilic de 70% s-au obtinut solutiile extractive din Hyperici herba, produs vegetal
colectat din flora spontana (4, 4') si din colectia CSPDPM (5, 5') (fig. 3.11).
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Fig. 3.11. Cromatograma pe strat subtire a solutiilor extractive, obtinute cu etanol de
diverse concentratii, din primul riand de percolatoare
In acelasi mod au fost analizate solutiile hidroetanolice (40-90%) din al doilea (fig. 3.4) si din al
treilea rand (fig. 3.12) de percolatoare. Drept rezultat, in primele extracte etanolice (40-90%)
colectate din al doilea rand de percolatoare, de asemenea, s-au identificat: rutozida (Rf = 0,19),
hiperozida (Rf = 0,322), cevrcetolul (Rf = 0,95), acidul cafeic (Rf = 0,93), acidul clorogenic (Rf=
0,39), hipericina (Rf = 0,78).
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Fig. 3.12. Cromatograma pe strat subtire a solutiilor extractive, obtinute cu etanol de
diverse concentratii, din al doilea rand de percolatoare
In urma analizei calitative a primelor extracte hidroetanolice (40-90%) din al treilea rand de
percolatoare s-au identificat: hiperozida (Rf = 0,42), rutozida (Rf = 0,22), izocvercitrozida (Rf =
0,44), cvercitrozida (Rf = 0,56), cvercetolul (Rf = 0,94), acidul clorogenic (Rf = 0,37), acidul
cafeic (Rf = 0,92), hipericina (Rf = 0,75) (fig. 3.13).

Fig. 3.13. Cromatograma pe strat subtire a solutiilor extractive, obtinute cu etanol de

diverse concentratii, din al treilea rand de percolatoare
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In rezultatul analizei CSS la lumina zilei si in UV, prin compararea Rf-urilor spoturilor
obtinute cu cele ale substantelor de referinta, putem constata prezenta rutozidei, hiperozidei,
izocvercitrozidei, cvercetolului, acidului clorogenic, acidului cafeic, hipericinei in primele portiuni
de solutii extractive (produs finit) in toate probele obtinute. In ultimile extracte, obtinute din
Hyperici herba cu etanol (40-90%) din primul, al doilea si din al treilea rand de percolatoare nu s-
a identificat niciun compus chimic, ce demonstreaza epuizarea completa a produsului vegetal.

Extractia prin aceasta metoda a durat 52 de zile. Solutiile extractive pentru fiecare solvent
s-au reunit. Purificarea solutiilor extractive, pentru indepartarea substantelor de balast (rasini,
pectine etc.), s-a efectuat prin termoprcetoecipitare (pastrarea la temperatura pana la +8°C timp de
8 ore. Filtrarea solutiilor extractive pentru indepartarea impuritatilor mecanice si a sedimentului s-
a realizat prin hartia de filtru la vid. Avand in vedere prezenta unor compusi termolabili,
concentrarea s-a realizat prin evaporare sub vid la temperatura de +40°C. Extractele uscate din
partile aeriene de H. perforatum, obtinute la extragerea cu etanol de diverse concentratii, dupa
caracterele organoleptice au prezentat pulberi amorfe, higroscopice de culoare bruna si brun-
rosiatica, cu un miros specific balsamic.

Obtinerea solutiilor extractive din produsele vegetale de H. perforatum prin macerare
fractionata cu agitare

Solutiile extractive din parti aeriene, flori, frunze si tulpini au fost obtinute prin macerare
repetatd cu agitare. 5,0 g de produs vegetal s-au tratat cu 8 portiuni a cate 100 ml de alcool etilic
de 70%. Fiecare extractie a durat 1 ora, cu separarea lichidului extractiv de reziduu vegetal.
Agitarea a fost efectuata cu un agitator magnetic. Fractiunile solutiilor extractive au fost reunite.
Extractul s-a pastrat la rece timp de 8 ore, apoi s-a filtrat si s-a efectuat evaporarea solventului
[126, 127].

Analiza calitativa a ultimelor fractii (produse semifinite) a fost efectuata cu ajutorul unor
reactii de culoare si precipitare pana a fi reunite cu toate fractiunile din fiecare produs vegetal.
Pentru identificarea flavonoidelor s-a efectuat reactia cianidolului si reactia cu solutia de acetat de
plumb [101], rezultatele fiind negative pentru toate probele analizate. Pentru identificarea
substantelor tanante s-au realizat reactiile cu solutie de gelatina 1% si cu solutie de alaun de fier si
amoniu, rezultatele fiind negative [101]. Lipsa efectului analitic, in urma analizei calitative, indica
despre epuizarea maximala a produselor vegetale analizate.

Randamentul extractelor uscate si pierderea prin uscare

Randamentul extractelor a fost calculat in raport cu produsul vegetal uscat.

Determinarea pierderii prin uscare s-a efectuat in etuva dupa metoda descrisa in FR, ed a

X-a, capitolul IX. C.15. S-au utilizat fiole de cantarire, aduse la o masa constanta. Fiolele cu cate
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1,0 g de extract uscat, se tin in etuvi la 105°C timp de 3 ore, se ricesc in exicator si se cAntiresc;
procedura de uscare continud pana la atingerea unei mase constante (tabelul 3.4).
Tabelul 3.4. Randamentul si pierderea prin uscare a extractelor uscate, obtinute din

produsele vegetale de H. perforatum

Extractele uscate Randamen_tul Pierderea prin
extractului, % uscare, %
Obtinute prin metoda de repercolare din 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 din colectia CSPDPM 34 3,5
Obtinute prin metoda de repercolare din diverse produse vegetale
Extractul din flori 50,54 2,7
Extractul din frunze 44,26 2,8
Extractul din tulpini 14,5 3,35
Extractul din pérti aeriene, flora spontana 45,16 3,65
Extractul din parti aeriene, colectia CSPDPM 42,66 2,55

Rezultatele confirma faptul ca macerarea fractionata cu agitare a fost mai eficienta pentru
extragerea principiilor active din produsele vegetale de H. perforatum. Rezultatele obtinute stau
la baza optimizarii metodei de extractie si de obtinere a extractelor uscate de sunatoare, descrisa

in capitolul urmator.

3.3 Analiza chimica a extractelor uscate obtinute din flori si parti aeriene ale speciei
H. perforatum

Toate substantele de referinta, pentru studiul chimic calitativ (metoda de CSS) si cantitativ
(metode spectrofotometrice, HPLC) a extractelor uscate au fost procurate de la Sigma-Aldrich.

Analiza calitativa a extractelor uscate prin reactii de identificare si prin CSS

Substantele tanante s-au identificat prin reactii de culoare si sedimentare in extractele
uscate, obtinute din parti aeriene prin metoda de repercolare (cu alcool etilic in concentratii de 40-
90%) si prin macerare (cu alcool etilic de 70%) din parti aeriene (PA), flori (FL), frunze (FR),
tulpini (TU) de H. perforatum.

Probele de analizat (1mg/ml) s-au pregatit prin dizolvarea extractelor analizate in alcool
etilic 70% si in apa [101, 102] .

S-au realizat reactiile cu solutie de gelatina 1% si cu solutie de alaun de fier si amoniu.
Dupa adaugarea solutiei de gelatina de 1%, in toate solutiile analizate a aparut o opalescenta, cu o
intensitate mai mare 1n solutiile hidroetanolice . Opalescenta mai putin pronuntata s-a observat in

ambele solutii (hidroalcoolica si apoasa) ale extractului din tulpini (fig. A2.3, fig. A2.4).
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Cu alaun de fier si amoniu extractele analizate S-au colorat in verde-negru, ce denota
prezenta substantelor tanante condensate. In toate solutiile alcoolice culoarea este mai intensa, spre
deosebire de solutiile apoase (fig. A2.3, fig. A2.4).

Prezenta compusilor catehici, in extractele examinate, s-a demonstrat prin metoda de CSS
[101, 102, 128, 129].

Prepararea soluriilor hidroetanolice de analizat: 0,025 g (proba exactd) de extracte uscate
s-au amestecat cu 20 ml de alcool etilic de 70%/apa si s-au tinut pe baia de apa, la temperatura de
60°C pana la dizolvarea completd; dupa racire, solutiile s-au adus pana la cota, in baloane de 25
ml cu alcool etilic de 70%/apa si s-au filtrat. Solufia substangei de referinsa: solutia 0,1% de (+)-
hidrat de catehina (CA) in etanol. Faza mobila. n-butanol:acid acetic:apa (40:12:28). Faza
stationara: placi cromatografice de silicagel, cu indicator fluorescent F2s4 ,,Sigma-Aldrich” de
20x20 cm. Aplicare: 10ul sub formi de cerc. Migrare: 10,5 cm. Uscarea pléicilor: 100-105°C,
timp de 10 minute. Detectie: s-a pulverizat placa cu solutie de 1% de vanilina in HCI concentrat.
Catehinele apar in forma de spoturi rosii sau portocalii [129].

Catehinele au fost identificate dupa colorarea in rosu a spoturilor (Rf = 0,47 si 0,48), pe

cromatograma solutiilor hidroetanolice, cu solutie de vanilind de 1% in HCI conc. (fig. 3.14).

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

L col. ] \fl. spon. cultiv. Y ]
T
extracte etanolice (%0) dn & herda extracte etanolice (70%%) dm PV martor

Fig. 3.14. Identificarea cromatografica a catehinelor in solutiile hidroetanolice
cu solutie de vanilina de 1%

De rand cu extractele examinate pe linia de start a placii cromatografice s-au aplicat in
calitate de substante de referinta solutiile de 0,1 % (+)-hidrat de catehina (CA) si de acid galic
(GA) si de 0,001% de hipericina (HI). Faza mobila, aplicarea solutiilor analizate, migrarea fazei
mobile si uscarea placilor s-au efectuat similar solutiilor hidroetanolice . Detectia s-a efectuat cu

solutie de FeCls de 1% [130]. Revelarea catehinelor s-a realizat prin vizualizarea cromatogramelor
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in lumina vizibila si UV la 360 nm, prin pulverizarea cu solutie de FeCls 1%, catehinele apar ca
spoturi de culoare verde sau albastra (fig. 3.15) [129].

Aspectul spoturilor 1a vizualizare in lumina UV pana la revelare

.
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Fig. 3.15. Identificarea cromatografica pe strat subtire a catehinelor in solutiile apoase ale
extractelor uscate de H. perforatum cu solutie de FeCls de 1%

Pe cromatograma solutiilor apoase la nivel de Rf = 0,51 s-au depistat spoturi colorate cu
FeCls de 1% in albastru (fig. 3.15). Analiza efectuatd denotd prezenta substantelor tanante
condensate (polimeri de origine catehinicd) in solutiile alcoolice si in cele apoase.

Dupa pulverizarea placilor cu solutii de vanilina de 1% in HCI conc. si FeCls de 1%, pe
ambele cromatograme, la nivel de substanta de referinta (+)-hidrat de catehina (Rf = 0,94-0,95),
spoturile nu s-au colorat in rosu sau albastru, fapt ce indica prezenta unui compus dintr-un alt grup
chimic. La lumina UV 360 nm culoarea spoturilor la nivel de Rf = 0,94-0,95 a fost rosie, ce a
corespuns substantei de referinta — hipericinei (fig. 3.15).

Analiza cantitativi a extractelor uscate prin utilizarea metodelor spectrofotometrice
UV-VIS

in extractele analizate (obtinute prin metoda de repercolare si macerare) au fost determinate
prin spectrofotometrie UV-VIS totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen [131, 132,
133, 134].

Rezultatele obtinute au fost prelucrate cu ajutorul statisticii descriptive, iar pentru evaluarea
comparativa a rezultatelor s-a aplicat testul neparametric Kruskal-Wallis.
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Dozarea spectrofotometrica UV-VIS a totalului de polifenoli

Continutul total de polifenoli, n extractele uscate de Hyperici herba, a fost determinat prin
metoda spectrofotometrica cu reactivul Folin-Ciocalteu (CHEM-LAB): 0,05 g de extract uscat
(Img/ml) s-a dizolvat in 20 ml de alcool etilic de 70% si s-a adus pana la 50 ml (solutia A). La 0,5
ml de solutie A s-a adaugat 2,5 ml de reactiv Folin-Ciocalteu (1:10), 5 ml de apa purificata si peste
1 minut, dupa agitare, s-au adaugat 8 ml de solutie de Na>COs de 20%. Amestecul s-a lasat pentru
2 ore la temperatura camerei. Gradul de absorbanta a amestecului s-a determinat la
spectrofotometrul Metertech UV/VIS SP 8001, la lungime de unda de 760 nm [131, 132]. Totalul
de compusi fenolici a fost exprimat in mg echivalent acid galic (GAE)/g extract uscat. Curba de
calibrare a fost construitd pentru concentratiile de acid galic cuprinse intre 0,02-0,2 mg/ml,
respectand modalitatea de lucru folosita in prelucrarea probelor; coeficientul de corelatie fiind

R?=0,9989, iar ecuatia de regresie — y=0,223x + 0,003 (fig. 3.16) [133, 134].
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Fig. 3.16. Curba de calibrare a solutiei standard de acid galic

Dozarea spectrofotometrica UV-VIS a totalului de flavonoide

Determinarea cantitativd a flavonoidelor s-a efectuat dupa metoda din Farmacopeea
Republicii Belarus, monografia Hyperici herba, bazatd pe proprietatea flavonelor de a forma
chelati cu clorura de aluminiu (culoare galbena intensd). Metoda, cu unele modificari, a fost
adaptata pentru dozarea totalului de flavonoide in extracte uscate [104].

Probele de analizat se pregatesc din 0,01 g de extract uscat (masa exactd), care se transfera
intr-un balon cotat 10 ml, apoi se adauga 5 ml de etanol de 70%; solutia obtinuta se aduce pana la
cota, cu acelasi solvent (solutia A). Solutiile de analizat si de compensare se pregatesc similar
metodei descrise in subcapitolul 2.3 [104]. Continutul procentual al totalului de flavonoide,

exprimat in rutozida, s-a calculat dupa formula 3.2 [104, 110]:
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Axmp*x10+x100+100
X = 0 , in care: (3.2)
Ag*m=(100—w)

A — absorbanta solutiei de analizat;

Ao— absorbanta solutiei de rutozida;

M — masa extractului uscat luat in lucru, g;

mo— masa rutozidei, g;

W — pierderea in masa, la uscare, a extractului uscat, %.

Dozarea spectrofotometrica UV-VIS a totalului de derivati de antracen

Analiza cantitativa a derivatilor de antracen in extractele studiate s-a efectuat dupa tehnica
preluata din surse bibliografice, aplicata in analiza tincturii si preparatelor cu continut de extract
de sunatoare (Helarium® Hypericum, Deprim, Negrustin) cu unele modificari [133].

Prepararea probei de analizat: 0,05 g (proba exactd) de extract uscat se plaseaza intr-un
balon cotat, cu o capacitate de 25 ml; se adaugad 20 ml de alcool etilic de 70% si se dizolva prin
incélzire pe baia de apa. Dupa dizolvarea completa solutia se raceste si se aduce pana la cota cu
acelasi solvent. Solutia obtinuta se trece prin hartie de filtru (linie rosie). Solutia de comparare a
fost alcoolul etilic de 96%. Masurarea absorbantei s-a efectuat la o lungime de unda de 591 nm
[125, 133]. Continutul procentual al derivatilor de antracen in recalcul la hipericind, in extractul

absolut uscat, s-a calculat in baza formulei 3.3:

Ax*25
== , in care: (3.3)
718 xm

A — absorbanta solutiei analizate;
718 —absorbtia specifica a solutiei de hipericina, 1%;
m — masa probei, g.

Prin acest studiu s-a identificat gradul de extractie a totalului de polifenoli, utilizand in
calitate de solvent alcoolul etilic de diverse concentratii. S-a constatat faptul ca totalul polifenolic
(exprimat in echivalentul acidului galic, %) se extrage la maximum cu alcoolul etilic de 60%
(Mediana = 10,69; IQR = 1,00) (tabelul 3.5).

Totalul de flavonoide (%) exprimat in rutozida este cel mai inalt in extractul obtinut din
Hyperici herba cu etanol 80% (Mediana = 18,53; IQR = 0,08). Continutul total de flavonoide (%)
in extractul uscat obtinut cu etanol de 70 % din PV Hyperici herba, prelevat din colectia CSPDPM,
este egal cu Mediana = 12,37; IQR = 1,00, iar din produsul vegetal colectat din flora spontana este
egal cu Mediana = 15,54; IQR = 0,111 (tabelul 3.5, tabelul A2.1).

Continutul (%) cel mai inalt de antracenderivati, exprimat in hipericind, s-a depistat in
extractul din Hyperici herba (Mediana = 0,258; IQR = 0,022) obtinut cu alcool etilic de 70% si
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cel mai scazut — in extractul obtinut cu etanol de 40% (Mediana = 0,414; IQR = 0,004) (tabelul

3.4). In extractul obtinut cu etanol de 70% din Hyperici herba, prelevat din colectia CSPDPM,
totalul de antraceni este egal cu Mediana = 0,343; IQR = 0,010 (tabelul 3.5, tabelul A2.1).

Tabelul 3.5. Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen in extractele uscate

obtinute din Hyperici herba cu alcool etilic in concentratii 40-90%

Extracte uscate/ | Totalul de polifenoli | Totalul de flavonoide Totalul derivatilor de
concentratia (%), exprimat in acid (%), exprimat in antracen (%), exprimat in
alcoolului etilic galic, Me (IQR) rutozida, Me (IQR) hipericina, 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% (colectia) 8,73 (4,89) 12,37 (1,00) 0,34 (0,01)
P < 0,001 <0,0001 <0,0001

Nota: n/a- analiza nu a fost efectuata

Evaluarea comparativa a datelor, in urma analizei cantitative a extractelor uscate, a
demonstrat semnificatie statistica (p<0,001), ceea ce permite de a considera, ca concentratia
alcoolului etilic joacd un rol important n extractia compusilor chimici din produsele vegetale de
sunatoare.

Totalul de polifenoli (Mediana = 8,73; IQR = 4,89), flavonoide (Mediana = 12,37; IQR =
1,00) si derivati ai antracenului (Mediana = 0,34; IQR = 0,01) in extractul uscat, obtinut din
Hyperici herba cu etanol de 70% (PV din colectie), a fost mai jos comparativ cu extractul din PV
din flora spontana (tabelul 3.5).

Au fost determinate concentratiile optime de alcool etilic pentru extragerea maximala din
Hyperici herba, din flora spontana a totalului de polifenoli (60%), a totalului de flavonoide (80%)
si a totalului de derivati ai antracenului (70%).

Aplicand metoda de macerare fractionata, cu agitare, polifenolii (mg echivalent acidului
galic/g extract uscat) au fost extrasi, la maximum, din flori (Mediana = 150,95; IQR = 1,35), apoi
din frunze (Mediana = 115,11; IQR = 1,035), parti aeriene (Mediana = 10818; IQR = 2,77) si din
tulpini (Mediana = 33,51; IQR = 0,26) [117]. In extractul uscat obtinut din Hyperici herba, din
colectia CSPDPM, totalul de polifenoli (Mediana =108,33; IQR = 6,94) este aproape identic cu
cel din flora spontana (tabelul 3.6, tabelul A2.2).

Cel mai nalt continut de flavonoide (%) a fost determinat in extractul din flori (Mediana =
14,47; IQR = 0,24), iar cel mai mic — in extractul din tulpini (Mediana = 5,07; IQR = 0,377). in

extractul uscat din partile aeriene cultivate, continutul de flavonoide este mai mare (Mediana =
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12,65; IQR = 0,49), in comparatie cu extractul din Hyperici herba, din flora spontana (Mediana =
10,60; IQR = 0,75) (tabelul 3.6, tabelul A2.2).

In extractele uscate, obtinute cu etanol de 70% din diferite organe ale plantei, cea mai mare
cantitate de derivati de antracen (%) se contine in flori (Mediana = 0,839; IQR = 0,022), apoi in
frunze (Mediana = 0,269; IQR = 0,004); in extractul uscat din tulpini se atesta cel mai mic continut
(Mediana = 0,036; IQR = 0,001). In extractul uscat din parti aeriene cultivate continutul de derivati
de antracen (%) este mai mare (Mediana = 0,437; IQR = 0,007), comparativ cu extractul uscat din
parti aeriene colectate din flora spontana (Mediana = 0,289; IQR = 0,011) (tabelul 3.6, tabelul
A2.2).

Tabelul 3.6. Totalul de polifenoli, flavonoide si derivati de antracen in extractele uscate

obtinute din produsele vegetale de H. perforatum prin metoda de macerare

Totalul de Totalul de Totalul derivatilor de
Produsele vegetale polifenoli (%), flavonoide (%0), antracen (%),
exprimat in acid exprimat in exprimat in hipericina,
galic, Me (IQR) rutozida, Me (IQR) Me (IQR)
(cof;f;trig Cspppm) | 10832699 12,65 (0,49) 0,437 (0,007)
Pz‘irgi aeriene
(flora spontanii) 10,825 (2,77) 10,60 (0,75) 0,289 (0,011)
Flori
(flora spontanii) 15,091 (0,84) 14,47 (0,24) 0,845 (0,022)
Frunze
(flora spontansi) 11,511 (1,03) 13,32 (0,30) 0,269 (0,004)
Tulpini
(flora spontanii) 3,348 (0,16) 5.070 (0,37) 0,036 (0,01)

Rezultatele prezentate in tabelul 3.5 denota, ca extractul uscat cu cel mai inalt continut de
polifenoli, flavonoide si derivati de antracen, a fost obtinut din PV Hyperici flores.

Aplicarea testului Kruskal-Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative a rezultatelor
dozarii totalului de polifenoli (p = 0,000025), de flavonoide (p = 0,000013) si de derivati ai
antracenului (p = 1,3164E-8), ce permite sa concludem, ca organul plantei influenteaza acumularea
compusilor chimici.

Determinarea cantitativa a flavonoidelor prin utilizarea metodei HPLC

Pentru analiza cantitativa a flavonoidelor prin HPLC s-au utilizat sapte extracte uscate, a
caror scheme de obtinere sunt descrise in subcapitolul 3.1. S-au analizat trei probe de extracte
obtinute prin metoda de repercolare din Hyperici herba, dintre care doua extracte s-au obtinut din
PV din flora spontana cu alcool etilic de 70% si de 80%, iar din PV din colectia CSPDPM — numai
cu alcool etilic de 70%. Patru probe de extracte uscate au fost obtinute prin metoda de macerare

din Hyperici herba, din care compusii chimici s-au extras cu etanol de 70%, iar din Hyperici flores
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— cu etanol de 80%. Ambele PV s-au colectat din flora spontana si din colectia CSPDPM USMF
»Nicolae Testemitanu”.

Extractele uscate au fost analizate prin metoda HPLC identica cu cea aplicata in analiza
produselor vegetale (descrisa in subsubcapitolul 2.3) cu utilizarea substantelor-standard: rutozida,

hiperozida, cvercitrozida, cvercetolul, 13, 118-biapigenina ( fig. 3.17, tabelul A2.3) [114].
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Fig. 3.17. Cromatograma HPLC a unui amestec din 5 substante standard din grupul
flavonoidelor
Solutiile extractelor analizate s-au pregatit in concentratii de 2 mg/ml, utilizand ca solvent
alcool etilic de 70% si de 80%. Solutiile analizate au fost filtrate prin membranele de filtru, cu o
dimensiune a porilor de 0,45 um. Continutul de flavonoide (X, %) in extractele uscate s-a calculat

dupa formula 3.4:

Syxmgx2,5%x50x100%100

= in care: 3.4
Ss¢*25%25% My, +100%(100—-W)’ (3.4)

Sx— aria picului flavonoidului determinat pe cromatograma probei de analizat;
Sst— aria picului flavonoidului pe cromatograma solutiei standard;

Mst— Masa substantei de referinta, g ;

Mmpr— Masa extractului uscat, g;

W — pierderea prin uscare, %.

Identificarea s-a realizat prin compararea timpului de retentie a unor flavonoide din
extractele analizate cu cele ale substantelor standard: rutozida (picul 1), hiperozida (picul 2),
cvercitrozida (picul 3), cvercetolul (picul 4), 13,118-biapigenina (picul 5) (fig. 3.17, tabelul A2.3,
tabelul A2.4).

In figura 3.18 sunt prezentate cromatogramele HPLC a extractelor uscate din Hyperici
herba, obtinute prin metoda de repercolare. Pentru analiza au fost luate urmatoarele probe:

extractul uscat obtinut cu etanol de 80% din produsul vegetal, colectat din flora spontana (A);
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extractul obtinut cu etanol de 70% din produsul vegetal, colectat din flora spontana (B); extractul

obtinut cu etanol de 70% din produsul vegetal, colectia CSPDPM (C) (tabelul A2.3).
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Fig. 3.18. Cromatogramele HPLC ale extractelor uscate din Hyperici herba, obtinute prin

metoda de repercolare cu fractionarea produsului vegetal in parti egale cu ciclu neterminat
In figura 3.19 sunt prezentate cromatogramele HPLC ale extractelor uscate obtinute din

partile aeriene, colectate din flora spontana (A) si colectia CSPDPM (B), utilizand metoda de

macerare fractionata, cu agitare.
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Fig. 3.19. Cromatogramele HPLC pentru analiza calitativa si cantitativa a unor flavonoide
in extractele uscate obtinute din Hyperici herba prin metoda de macerare cu agitare
Cromatogramele HPLC ale extractelor uscate, obtinute prin macerare fractionata cu agitare

din Hyperici flores, colectate din flora spontana (A) si colectia CSPDCPM (B) sunt prezentate in
figura 3.20 (tabelul A2.4).
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Fig. 3.20. Cromatogramele HPLC pentru analiza calitativa si cantitativa unor flavonoide in
extractele uscate, obtinute din Hyperici flores prin metoda de macerare cu agitare

Analiza calitativa prin metoda HPLC a flavonoidelor mentionate mai sus a demonstrat

prezenta acestora in extractele analizate, indiferent de provenienta produselor vegetale (flora

spontana sau colectie CSPDPM). Concentratia flavonoidelor identificate s-a calculat dupa
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compararea ariilor picurilor compusilor chimici in extracte, cu ariile picurilor substantelor standard
(fig. 3.17-3.20, tabelul A2.3, tabelul A2.4).

In tabelul 3.7 si tabelul A2.5 sunt prezentate valorile concentratiilor flavonoidelor
identificate in extractele uscate, obtinute din Hyperici herba (PV din flora spontana si cultivata)
prin metoda de repercolare cu alcool etilic de 70% si 80%. Rezultatele obtinute denota despre 0
cantitate de flavonoide mai semnificativa in extractul uscat din Hyperici herba din flora spontana,
folosind ca solvent alcoolul etilic de 80%. S-a demonstrat, de asemenea, un continut de flavonoide
(rutozida, hiperozida, cvercitol, 13, 118 — biapigenind) sporit in extractul, obtinut cu alcool etilic de
70% din Hyperici herba din flora spontana, iar cvercitrozida se contine mai mult in extractul din
PV din colectie. In trei extracte obtinute prin repercolare compusul major este rutozida, a carei
cantitate (%) variaza de la Mediana = 7,18 pana la Mediana = 8,70, iar concentratia de 13,118-
biapigenind este cea mai joasd. Concentratia cea mai ridicatd de hiperozida s-a constatat in
extractul uscat obtinut cu alcool etilic de 80% din Hyperici herba (Mediana = 3,41; IQR = 0,018),
colectate din flora spontana, urmat de extractul obtinut cu alcool etilic de 70% din acelasi produs
vegetal (Mediana = 2,88; IQR = 0,100); iar in proba obtinuta cu etanol de 70%, din partile aeriene
din colectie, continutul a fost mai mic (Mediana = 2,55; IQR = 0,030). Concentratia cea mai
ridicata de cvercetol s-a determinat in extractele uscate, obtinute cu alcool etilic de 80% si de 70%
din partile aeriene din flora spontana (Mediana = 0,899; IQR = 0,099 si, respectiv, Mediana =
0,823; IQR = 0,018), iar in extractul uscat din PV Hyperici herba cultivat continutul de cvercetol
a fost mai mic (0,39%). Concentratia 13,118-biapigeninei in extractele analizate s-a dovedit a fi
aproape identica.

Tabelul 3.7. Concentratia (%) unor flavonoide in extractele uscate obtinute din Hyperici

herba prin repercolare

Extractele uscate Concentratia (%) compusilor chimici, Me (IQR)
analizate Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.’ | |8'.
iapigenina

PV din flora spontana, 8,70 3,41 0,85 0,93 0,40
solvent — alcool etilic 80% | (0,0,128) (0,018) (0,033) (0,10) (0,032)
PV din flora spontana, 8,24 2,88 0,75 0,83 0,37
solvent — alcool etilic 70% | (0,086) (0,100) (0,055) (0,018) (0,031)
PV din colectie, 7,18 2,55 1,28 0,39 0,35
solvent — alcool etilic 70% | (0,064) (0,030) (0,079) (0,012) (0,022)

Analiza HPLC a fost aplicata si in cadrul studiului comparativ cu diferite extracte de
sunatoare, obtinute prin metoda de macerare fractionata cu agitare din parti aeriene si din flori,
folosind in calitate de solvent alcoolul etilic de 70% si de 80% (tabelul 3.8). Datele cuprinse in

tabelul 3.8 releva ca compusul chimic predominant din flavonoidele analizate a fost rutozida,
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urmata de hiperozida, cvercitrozida, cvercetol si de 13,118-biapigenina. S-a stabilit un continut mai
inalt de rutozida in extractele din PV Hyperici herba, comparativ cu extractele din Hyperici flores.
Concentratia de hiperozida, urmata de concentratia de cvercitrozida, de cvercetol si de 13,118-
biapigenina, in extractul din flori (flora spontana) s-a dovedit a fi mai mare, comparativ cu alte
extracte analizate. Se remarca faptul ca in ambele extracte, obtinute din flori (flora spontana si
cultivata), concentratia de 13,118-biapigenina a fost mai mare versus extractelor obtinute din
Hyperici herba [135].
Tabelul 3.8. Concentratia (%) unor flavonoide in extractele uscate din Hyperici herba si

Hyperici flores, obtinute prin metoda de macerare

Extractele uscate Concentratia (%) compusilor chimici, Me (IQR) -

analizate Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi o
iapigenina

Hyperici herba din flora 6,39 2,32 0,65 0,16 0,18
spontani (0,127) (0,140) (0,051) (0,001) (0,006)

Hyperici herba din 7,01 2,40 1,09 0,57 0,38
colectia CSPDPM (0,031) (0,052) (0,077) (0,012) (0,004)

Hyperici flores din flora 4,50 2,54 1,47 0,57 1,49
spontana (0,343) (0,034) (0,244) (0,023) (0,166)

Hyperici flores din 4,24 2,51 0,95 0,57 0,62
colectia CSPDPM (0,094) (0,059) (0,079) (0,031) (0,015)

Aplicarea testului Kruskal-Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative a
continutului (%) rutozidei (p = 0,000002), hiperozidei (p = 0,000007), cvercitrozidei (p = 0,000002),
cvercetolului (p = 0,000002) si a 13,118- biapigenininei (p = 0,00001) in extractele obtinute prin
macerare, ce permite a considera concentratia compusilor chimici dependenta de organul plantei
in care se acumuleaza si de locul raspandirii speciei.

In toate probele analizate, indiferent de metoda de obtinere si de PV, compusul chimic
principal este rutozida (Mediana = 4,24-8,69%, p<0,05), urmata de hiperozida (Mediana = 2,32-
3,41%, p<0,05). Rezultatele analizelor HPLC au confirmat faptul ca flavonoidele se extrag maxim
cu alcool etilic de 80%. Aceasta stare de lucruri este dovedita prin compararea continutului de
compusi analizati in extractele din Hyperici herba, obtinute prin metoda de repercolare cu alcool
etilic de 80% si de 70%. Concentratia de rutozida si cea de hiperozida, in extractele din Hyperici
herba (flora spontana si cultivata), obtinute prin macerare cu alcool etilic de 70% este
nesemnificativ mai mica, comparativ cu extractele obtinute prin repercolare. Aceste rezultate
denota faptul cd metoda de macerare este eficienta in obtinerea produselor extractive din H.
perforatum, fiind de scurta durata (durata de extractie — 5 ore) in comparatie cu metoda de
repercolare (durata de extractie — 52 de zile). In toate probele studiate au fost determinate in

concentratii rindiferite: cvercitrozida, cvercitolul si 13,I18-biapigenina. Continutul maxim de
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cvercitrozida in extractele din partile aeriene a fost identificat in proba obtinuta prin macerare din
PV din colectie (Mediana = 1,09; IQR =0,077). Concentratia de cvercetol, in extractele uscate din
Hyperici herba a fost mai joasa, in comparatie cu rutozida, hiperozida si cvercitrozida (tabelul
A2.5, tabelul A2.6). Concentratia de 13,118-biapigenina, indiferent de metoda si de concentratia de
alcool, este aproape identica in toate extractele din partile aeriene obtinute prin repercolare.

Concentratia de flavonoide este absolut diferita in probele obtinute prin macerare din flori,
continutul de rutozida si de hiperozida s-a dovedit a fi mai mic decat in partile aeriene. Compusii
chimici cvercitrozida, cvercetolul si 13,118-biapigenina au aratat un continut mai inalt comparativ
cu extractele uscate din Hyperici herba.

Acest studiu a demonstrat ca florile de sunatoare pot fi servi ca sursa de 13,118-biapigenina,

cu efecte antidepresive si anxiolitice [75, 76].

3.4. Optimizarea metodei de obtinere a extractelor uscate

Obtinerea extractelor uscate este foarte avantajoasa din punct de vedere al utilizarii
rationale a produselor vegetale, deoarece randamentul de extragere a compusilor biologic activi
este la maxim, ceea ce determina proprietati farmacoterapeutice marcante [136].

Rezultatele descrise in subcapitolul 3.2 au demonstrat prezenta diverselor grupuri de
compusi fenolici (antracenderivati, flavonoide, acizi fenolici) in partile aeriene si in florile de
sunatoare care, conform datelor din literatura de specialitate, se extrag maxim cu alcool etilic.
Rezultatele cercetarilor mentionate in subcapitolul 3.2, dovedesc faptul ca extragentul optim in
extragerea maxima a compusilor fenolici din Hyperici herba este etanolul de 80%. In acelasi
subcapitol este descrisd metoda de obtinere a extractelor uscate in conditii de laborator — metoda
de macerare fractionata cu agitare - care s-a dovedit a fi mai rapida si mai eficienta comparativ cu
metoda de repercolare cu fractionarea produsului vegetal in parti egale in ciclu neterminat.

Reiesind din cele relatate anterior, s-au determinat conditiile optime de extragere a
compusilor bioactivi din flori de sunatoare: numarul de extractii, timpul per extractie, raportul intre
produsul vegetal si extragent. In acest scop, au fost luate patru probe de Hyperici flores a cate 10,0
g, la care s-a adaugat solutie hidroalcoolica de 80% in raport de 1:20. Din fiecare proba extragerea
compusilor chimici s-a realizat prin cinci cicluri de extractie, pentru probele I, I, IIL, si sase cicluri
pentru proba 1V (tabelul 3.9). Perioada de timp necesara per ciclu de extractie la 4 probe supuse
studiului a variat: proba | — 60 de minute, proba Il — 45 de minute, proba I11 — 30 de minute, proba
IV — 15 minute. Agitarea a fost efectuatd cu agitator magnetic la temperatura camerei. Solutiile
extractive din fiecare ciclu s-au pastrat in frigider 5-6 ore la temperatura de +5°C, apoi s-a efectuat

filtrarea la vid. Inlaturarea solventului pentru concentrarea solutiilor extractive s-a realizat la
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temperatura de +40°C la evaporatorul rotativ Laborota 4011-digital. Autenticitatea (culoarea,
mirosul, gustul) produselor extractive obtinute este prezentata in tabelul 3.9 si in figura A2.5 [136].

Tabelul 3.9. Autenticitatea extractelor uscate din Hyperici flores

Numarul probei, timpul unui ciclu de extractie,
Nr. ciclului culoarea extractelor uscate
: . Mirosul Gustul
de extractie I I i v
60 min 45 min 30 min 15 min
| purpurie purpurie purpurie purpurie specific, amar,
bordo- bordo- U bordo- placut astringent
1 e . .. . | brun-rosiatica N
roslatlca roslatwa r0§1at1ca
bordo- verde- . bordo-
1 N g verde-bruna N
inchisa bruna inchisa
IV Abrurj—v (iafen.“f_ (:Aafen_u{— bordo
inchisa inchisa inchisa
cafeniu- cafeniu- bruna bordo-
V N N N
inchisa inchisa inchisa

Pentru a calcula eficienta extractiva a metodei date s-a determinat cantitatea (%)
substantelor extractive din Hyperici flores. S-a efectuat dozarea substantelor extractive din flori
uscate de H. perforatum prin tehnica descrisa in FS, ed. XIV, MF 1.5.3.0006.15 si FR, ed. a X-a.
A fost determinat randamentul substantelor extractive in 1,0 g de produs vegetal uscat (44,72%.).

Pentru a calcula eficienta extractiei, a fost determinat randamentul compusilor chimici,
extrasi din Hyperici flores, separat pentru fiecare ciclu de extractie (tabelul 3.10). Randamentul
procentual al extractului uscat raportat la masa produsului vegetal absolut uscat (Y, %), s-a calculat

in baza formulei 3.5 [137, 138]:
X +100

Y = , unde: (3.5)

X — masa reziduului uscat, obtinut per ciclu de extractie, g;
m — masa produsului vegetal, absolut uscat, g.
Eficacitatea extractiei S (%) substantelor solubile in solutia hidroalcoolica 80% (tabelul

3.10) s-a calculat in baza formulei 3.6 [137, 138]:

Y +100
S =

, unde: (3.6)

Y — randamentul extractului uscat in recalcul la produs vegetal absolut uscat, %;
E — cantitatea procentuala a substantelor extractive din produsul vegetal, %.

In rezultatul experimentului au fost stabiliti unii parametri ai procesului de extractie a
substantelor extractive din PV Hyperici flores. Intrucat influenta timpului asupra randamentului
extractiei este unul dintre cei mai importanti parametri, au fost folosite perioade diferite de timp
(15, 30, 45, 60 de minute) per ciclu de extractie (tabelul 3.10).
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Tabelul 3.10. Caracteristicile cantitative in procesul de obtinere a extractului uscat

din Hyperici flores

Nr.d/oa Timpul per ciclu de extractie, min
ciclului Proba | — 60 Proba Il — 45 Proba Ill — 30 Proba IV - 15
de

X, g 1Y, % [S,% | X,g |Y,% |S,% |X,g|Y, % |S,% |X,g|Y,% |S, %
extractie

| 2,27 |24,38 |54,51 | 2,36 |25,40 |56,80 |2,30 |24,74 |55,32 |2,05 |22,10 |49,42

I 0,92 | 953 |21,31 | 0,83 | 8,88 [19,68 |0,96 |10,28 [22,99 (0,81 | 8,88 |19,86

1 0,40 | 4,40 | 983 | 034 |370 825 (0,31 |3,29 |7,40 (0,40 | 4,38 | 9,79
v 022 | 23 |514 |024 | 257 |575 |0,18 |1,96 | 4,38 [0,25 | 2,73 | 6,10
\Y/ 0,13 (1,46 |3,26 |013 |139 (311 (0,16 | 1,74 |3,89 (0,19 | 2,10 | 4,69
Vi - - — - - — — — - 10,16 | 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

Nota: ,—>" — nu a fost determinat

Extractia s-a realizat pana la obtinerea solutiilor extractive incolore, inclusiv pana la
decolorarea produsului vegetal. Extragerea compusilor chimici din probele I-I1l s-a efectuat in
cinci cicluri cu perioada de extractie a unei fractii de 60, 45, 30 de minute, respectiv; iar a 1V-a
probi a fost extrasi de sase ori, cu o durati de timp per ciclu de 15 minute. In al cincilea ciclu a
fost atestatd cea mai mica masa de extract uscat, in proba cu o durata de timp per extractie de 60
de minute. S-a remarcat o eficacitate mai mare de extragere a substantelor solubile in proba |
comparativ cu alte probe. Masa totala si randamentul total in extractele uscate au fost determinate
prin insumarea masei si a randamentului pentru probele I-111 extrase in cinci cicluri si pentru proba
IV extrasa in sase cicluri. Rezultatele prezentate in tabelul 3.10 indicd o masd totala si un
randament total in extractele obtinute din probele I-111, care nu diferda semnificativ comparativ cu
proba IV, la care ambii parametri (masa totala si randamentul total) sunt mai mici, in pofida
faptului ca extractia s-a efectuat in sase cicluri. Masa totald, randamentul total si eficacitatea
extractiei substantelor solubile in alcool etilic de 80% au fost mai mari in proba I cu durata de
extractie per ciclu de 60 de minute.

Pentru a demonstra gradul nalt de eficacitate, in extractia compusilor chimici prin
macerare fractionatd cu agitare cu durata per ciclu de 60 de minute, s-a efectuat determinarea
cantitativa a totalului flavonoidelor si polifenolilor in toate extractele sus mentionate.

Continutul total al flavonoidelor din extractele uscate, in functie de ordinea si de
timpul unui ciclu de extractie

Concentratia flavonoidelor in probele analizate, s-a calculat cu ajutorul curbei de calibrare
stabilite in aceleasi conditii cu solutia proba. Tehnica de preparare este descrisa in subcapitolul

3.3. Curba de calibrare a rutozidei a fost realizata in intervalul concentratiilor 0,001-0,006 mg/ml.
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Gradul de absorbanta s-a citit peste 40 de minute la o lungime de unda de 412 nm. Continutul total
de flavonoide a fost calculat prin intermediul ecuatiei de regresie a curbei de calibrare: y = 23,429
+ 0,0013, R? = 0,9992. Rezultatele sunt incluse in tabelul 3.11, iar statistica descriptivi a
rezultatelor este prezentata in tabelul A2.7.

Tabelul 3.11. Continutul comparativ al totalului de flavonoide in extractele uscate din

Hyperici flores in functie de ordinea ciclului si timpul per extractie

NI d/o al ciclului de Timpul de extractie a unui ciclu, min
extractic Proba | — 60 | Proba I1—45 | Proba I11-30 | Proba IV—15
’ Totalul de flavonoide, mg-echivalent rutozidei/g masa uscati, Me; IQR
[ 32,44; 2,08 32,45; 1,98 30,02; 1,28 25,63; 3,64
1 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
\ 2,47;0,24 3,15; 0,22 2,10; 0,12 3,20; 0,20
\ 1,16; 0,09 1,16; 0,06 1,67;0,18 2,57; 0,09
Suma medianelor, 55,35 52,42 49,52 45,84
mg/g

Prin acest studiu s-au dovedit urmatoarele: flavonoidele se extrag la maximum din PV
Hyperici flores prin metoda de macerare fractionata cu agitare, cu durata de extractie per ciclu de
60 de minute. Practic, au fost optimizate unele conditii de extragere (concentratia de extragent,
numarul de extractii si durata per extractie) a compusilor chimici din florile de sundtoare. S-a
demonstrat faptul ca masa extractelor, de la prima extractie pana la a cincea, se micsoreaza treptat
in toate 4 probe; respectiv, totalul de flavonoide se micsoreaza, de la prima pand la a cincea
extractie. Valoarea maxima a continutului total de polifenoli (Mediana = 55,35 mg/g) in urma a
cinci extractii a fost la proba I.

Continutul total de polifenoli din extractele uscate, in functie de ordinea si de timpul
unui ciclu de extractie

In acest experiment continutul total de polifenoli in probele analizate a fost determinat prin
tehnica descrisa in subcapitolul 3.3 cu anumite ajustari. Solutiile de analizat au fost aduse pana la
cota cu apa distilata in baloane cotate de 25 ml. Totalul de polifenoli in extractele analizate s-a
exprimat in echivalentul acidului galic (mg/ml) si s-a calculat cu ajutorul curbei de calibrare a
substantei standard (acid galic) stabilite in aceleasi conditii cu solutia proba. S-a pregatit solutia-
stoc (1mg/ml) din care s-au efectuat dilutii in concentratii 0,001-0,006 mg/ml. Absorbanta fiecarei
solutii s-a citit la lungimea de unda de 760 nm [131, 139]. Rezultatele s-au calculat in baza ecuatiei
de regresie: y = 88,486x + 0,0211, R? = 0,9990.

Rezultatele cercetarii sunt incluse in tabelul 3.12; acestea reprezinta Mediana si abaterea

intercuartila a noud masuratori; statistica descriptiva a rezultatelor dozarii totalului de polifenoli
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in extractele uscate din Hyperici flores in functie de ordinea ciclului si durata unei extractii este
prezentata in tabelul A2.8.
Tabelul 3.12. Continutul total de polifenoli in extractele uscate din Hyperici flores in functie

de ordinea si timpul per extractie

Timpul de extractie a unui ciclu, min
Nr d/o al ciclului Probal—-60 | Proball—45 | Proballl—30 | ProbaIV-15
de extractie Totalul de polifenoli, mg-echivalent acidului clorogenic/g masa uscata,
Me; IQR
[ 57,16; 2,21 57,40; 2,44 56,77; 1,22 54,08; 7,75
I 22,29; 1,18 19,51; 0,45 24,62; 0,47 19,69; 1,34
1l 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 s-a dovedit a fi maxim (Mediana = 100,04; IQR = 0,12) in
produsul extractiv cu timpul de extractie per ciclu de 60 de minute.

Analiza calitativa prin cromatografie pe strat subtire a compusilor fenolici

Analiza calitativa a produselor extractive, din prima si din a patra proba s-a efectuat prin
CSS [104, 140]. Solutiile de analizat ale extractelor uscate s-au pregatit in concentratii de 2 mg/ml.
Au fost analizate probele cu o durata per ciclu de extractie de 60 de minute (fig. 3.21 A) si cu o
durata per ciclu de 15 minute (fig. 3.21 B). Ordinea ciclurilor este indicatd pe cromatogramele cu
cifrele 1, 2, 3, 4, 5. Au fost utilizate urmatoarele substante de referinta: rutozida (6), hiperozida
(7), luteolina (8), izocvercitrozida (9), cvercitrozida (10), cvercetol (11), apigenina (12), apigenin-
7-glucozida (13), amentoflavona (14), biapigenina (15), acid clorogenic(16), acid cafeic (17) si
hipericina (18) (fig. 3.21).

- -
012 1415 17

Fig. 3.21. Cromatogramele pe strat subtire in lumina UV (366 nm): durata unui ciclu de
extractie de 60 de minute (A) si de 15 minute (B)
In urma examindrii cromatogramelor, la ambele probe analizate, s-a observat ci

intensitatea culorii spoturilor substantelor chimice a fost mai slaba in extractele din al cincilea
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ciclu de extractie, ce denota despre continutul mai scazut al compusilor chimici.

Prin intermediul CSS, in extractele uscate din Hyperici flores se disting trei clase de

compusi chimici: flavonozidele, hipericinele si acizii fenolici. Culoarea spoturilor, valorile Rf a

substantelor de referintda si ale compusilor chimici identificati in extractele analizate sunt

prezentate 1n tabelul 3.13.

Tabelul 3.13. Aspectul spoturilor si Rf a compusilor chimici identificati

Rf cm
Substantele de referinta Culoa_rea durata de extractie | durata de extractie
’ ’ spoturilor . ’ i ;
60 de minute 15 minute

Rutozida (Sigma-Aldrich) portocalie 0,202 0,21
Hiperozida (Sigma-Aldrich) portocalie 0,404 0,42
Luteolina (Sigma-Aldrich) galbena 0,94 0,94
Izocvercitrozida (Sigma-Aldrich) portocalie 0,45 0,46
Cvercitrozida (EDQM) portocalie 0,61 0,62
Cvercetolul (Sigma-Aldrich) portocalie 0,96 0,95
Apigenina (Sigma-Aldrich) verzuie 0,97 0,96
Apigenina-7-O-4-D-glucozida .

(S?g?na— " drich)ﬁ g verzuie 0,52 0,52
Amentoflavona (Sigma-Aldrich) verzuie 0,95 0,944
13,118-biapigenina (Sigma-Aldrich) verzuie 0,947 0,95
Acidul clorogenic (Sigma-Aldrich) albastra 0,38 0,38
Acidul cafeic (Sigma-Aldrich) albastra 0,94 0,94
Hipericina (Sigma-Aldrich) rosie 0,78 0,78

Utilizdnd metoda spectrofotometrica, descrisa in subcapitolul 2.3, a fost dozat totalul de

flavonoide (in echivalentul rutozidei) in produsele vegetale Hyperici herba si Hyperici flores
inainte de extractie si dupa epuizare cu 5 portiuni de alcool etilic de 80%, cu o durata de obtinere
per fractiune de 1 ora. In urma cercetrii s-a constatat micsorarea continutului flavonoidelor in PV
Hyperici flores de la 5,91% (inainte de extractie) pana la 0,378% (dupa extractie); in PV Hyperici
herba continutul total de flavonoide s-a redus de la 4,91 % pana la 0,293%.

Astfel, s-au stabilit unii parametri optimi pentru obtinerea extractului uscat din flori de
sundtoare, utilizand metoda de macerare fractionatd cu agitare: extragentul — alcool etilic 80%;
timpul de extractie — 5 ore; numarul de fractiuni — 5, timpul de extractie per ciclu — 60 minute;

raportul dintre produsul vegetal si solvent 1:20.

3.5. Validarea metodei de dozare a flavonoidelor in extractele uscate

A fost validata metoda spectrofotometrica UV-VIS de dozare a totalului de flavonoide,
preluatd din literatura de specialitate si ajustatd In procedura de analiza a extractelor uscate din
flori si din parti aeriene de H. perforatum. Autorii (Kurchin, 2008) au optimizat metoda

farmacopeica de analiza a produsului vegetal Hyperici herba [133].
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Tehnica de lucru. Au fost pregatite probele de analizat din extractele uscate din flori si din
parti aeriene in concentratie 1mg/ml cu alcool etilic de 70% (solutia de analizat A). Tehnicile de
preparare a solutiei de analizat (solutia de analizat B), a solutiei de referinta si a solutiei standard
de rutozida sunt descrise in subcapitolul 2.3 [133]. S-a construit curba de calibrare a rutozidei cu
urmitoarea ecuatie a dreptei de regresie Y = 23,857 — 0,0017, R? = 0,9998. Concentratia (mg/g
masa uscata) totalului de flavonoide, in extractele uscate, s-a calculat dupa formula 3.7 [133, 137,

141, 142, 143].

XV
, In care: (3.7)
m

C =

C — continutul total de flavonoide, mg echivalent rutozidei/g extract uscat;
X — concentratia de rutozida, determinata din curba de calibrare, mg/ml;
V — volumul extractului, ml;

m — masa extractului uscat, g.

Liniaritate. Liniaritatea unui procedeu de analiza consta in capacitatea sa de a conduce, in
interiorul unui interval dat, la rezultate direct proportionale concentratiei substantei de analizat,
dintr-un anumit esantion. Altfel spus, intensitatea semnalului analitic variaza direct proportional
concentratiei intr-un domeniu limitat [144, 145].

S-a determinat absorbanta la 3 esantioane de solutii pregatite din extract uscat de Hyperici
herba cu concentratii de 1, 2, 3, 4, 5, 6 si 7 mg/ml la lungimea de unda 412 nm [143, 146]. Au fost
trasate cate trei curbe de etalonare ale celor trei esantioane de solutii analizate (fig. 3.22, tabelul
A3.1), iar valorile inregistrate au fost supuse prelucrarii statistice, utilizand metoda celor mai mici
patrate, obtindndu-se ecuatia regresiei liniare y = 0,10783 + 0,0029; coeficientul de corelatie — (rxy)
0,9997; coeficientul de regresie — (R?) 0,9995 (tabelul A3.2). Metoda este considerati liniard daci
R?nu este mai mic de 0,98 [147, 148].

1 _
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0,6

A, nm
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0 T T T 1
0 Concenfratia extractélui, mg/ml 6 8

Fig. 3.22. Dependenta absorbantei de concentratia extractului uscat obtinut din
Hyperici herba
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Din extractul uscat de flori, a fost pregatita solutia stoc, cu o concentratie de 10 mg/mi
(solventul utilizat — solutia hidroalcoolica 70%), s-au luat 0,7 ml, 0,8 ml, 0,9 ml, 1 ml, 1,1 ml, 1,2
ml, 1,5 ml si s-au introdus in baloane cotate de 10 ml, ulterior suplinite pana la cota cu alcool etilic
de 70%. Au fost preparate solutii cu concentratia de 0,028; 0,032; 0,036; 0,040; 0,044; 0,048;
0,060 mg/ml; s-a determinat absorbanta solutiilor la 412 nm. Cercetarile au fost efectuate in
triplicat, fiind trasate trei curbe de etalonare ale celor trei determinari (fig. 3.23). Ecuatia regresiei

liniare a fost calculata prin metoda celor mai mici patrate (tabelul A3.3).

0,2
0,15
E
< 0,1
0,05
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08
Concentratia extractului, mg/ml

Fig. 3.23. Dependenta absorbantei de concentratia extractului uscat obtinut
din Hyperici flores

Ecuatia regresiei liniare pentru dozarea totalului de flavonoide 1n extracte uscate este: y =
2,8056x + 0,0058, R?=0,9969 (tabelul A3.4).

Precizia. Scopul procedurii a fost demonstrarea faptului ca aplicabilitatea repetatd a
metodei pentru aceeasi proba genereaza rezultate similare, deoarece proba este supusa analizei in
cadrul aceleeasi sesiuni experimentale. Procedura este cunoscutd si sub denumirea de
Repetabilitate [145]. Repetabilitatea a fost determinata prin dozarea a cate 6 solutii de extract uscat
din partile aeriene cu concentratia 5 mg/ml si din flori cu concentratia Img/ml in aceeasi zi si
aceleasi conditii, in conformitate cu metoda validata, intr-o perioada scurtd de timp, utilizand
acelasi set de reactivi si cu participarea aceluiasi cercetator. Valoarea medie a totalului de
flavonoide, in ambele extracte, abaterea standard si abaterea standard relativa (RSD) a rezultatelor
obtinute a fost calculata cu ajutorul programului SPSS versiunea 24 si sunt prezentate in tabelul
3.14. Continutul total al flavonoidelor din probele testate a fost calculat prin ecuatia de regresie a
curbei de etalonare pentru rutozidi (y = 23,857x — 0,0017, R? = 0,9998). Conditia de admisibilitate
prevede faptul ca o metoda poate fi considerata reproductiva, daca RSD < 2 [149, 150]. Datele
relevate in tabelul 3.14 arata ca pentru extractele uscate analizate aceasta conditie a fost acoperita,

ce indica precizia metodei.

99



Tabelul 3.14. Evaluarea repetabilitatii a metodei spectrofotometrice UV-VIS de dozare a

totalului de flavonoide in extractele uscate din Hyperici herba si Hyperici flores

Extract uscat din Hyperici herba (5 mg/ml) Extract uscat din Hyperici flores (1 mg/ml)
Abs, nm mg/g mf‘szl Abs, nm mg/g m?s{'

uscata uscata
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 SD 0,640; 0,113 50,650 SD 0,721;
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

Pentru stabilirea preciziei metodei validate a fost determinatd si precizia intermediara
(reproductibilitate intermediara) [151]. Solutii independente de extracte uscate, din parti aeriene
(5 mg/ml) si din flori (1 mg/ml) au fost analizate de catre doi cercetatori in acelasi laborator, dar
in zile diferite, pentru fiecare dintre acestea efectuandu-se cate sase determinari. Valorile statistice
determinate prin intermediul programului SPSS versiunea 24 sunt prezentate in tabelul 3.15 si in
tabelul A3.5.

Tabelul 3.15. Evaluarea preciziei intermediare a metodei spectrofotometrice UV-VIS de

dozare a totalului de flavonoide in extractele uscate din Hyperici herba si Hyperici flores

Cercetitorul Extractul uscat din Extractul uscat din
Hyperici herba  (5mg/ml) Hyperici flores (1 mg/ml)
Ziua | Zivaall-a Ziua | Zivaall-a
Parametrii C, mg/g C, mg/g C, mg/g C, mg/g
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 11 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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Continutul total al flavonoidelor in probele testate a fost calculat prin ecuatia de regresie a
graficului de etalonare pentru rutozida indicat anterior. Valorile RSD atestate la probele analizate
nu depasesc 2%, variind de la 0,63% pand la 1,42%. Din aceasta rezultd cd procedura de
determinare cantitativa a totalului de flavonoide in extractele uscate, obtinute din diferite PV de
sunatoare acopera cerinta de precizie in conditiile de reproductibilitate intermediara. Rezultatele
obtinute nu difera statistic semnificativ, valorile P (tabelul 3.15) sunt mai mari decat nivelul de
semnificatie p<0,05, ce denota reproductibilitatea metodei.

Exactitatea. Exactitatea metodei a fost stabilita prin determinarea totalului de flavonoide
in recalcul la rutozida in solutiile analizate de extract uscat din Hyperici flores prin adaugarea unei
cantitati de substanta standard [152, 153]. S-au pregatit solutii cu 3 nivele de concentratii prin
adaugarea la 1 ml de solutie de analizat (1 mg/ml) a cate 0,8 ml, 1 ml si 1,2 ml de solutie stoc (0,5
mg/ml) a rutozidei (substanta standard), ce corespunde la 80%, 100% si 120% din concentratia
initiala a rutozidei in solutia stoc [154, 155, 156]. Au fost efectuate cate trei determinari pentru
fiecare concentratie. Criteriul acceptabilitatii este procentul mediu al randamentului de recuperare.
Valoarea medie a acestui indicator trebuie sa fie in limita de 100+£5%, iar eroarca relativa a
rezultatului mediu in metodele spectrofotometrice nu trebuie sa depaseasca 2% [149]. Concentratia
substantelor active din probele de exactitate a fost determinata cu ajutorul curbei de etalonare a
rutozidei, iar randamentul de regasire a fost stabilit prin intermediul formulei de calcul 3.6.

Randamentul de regasire R (%) s-a determinat dupa formula 3.8 [145]:

R=S22%100 9%, unde

teor

Cexp — valorile experimentale, mg/ml;

(3.8)

Cteor — valorile teoretice, mg/ml.
Rezultatele procedurii de stabilire a exactitatii metodei spectrofotometrice de determinare
a totalului de flavonoide, din extractul uscat obtinut din flori de H. perforatum, sunt prezentate in
tabelul 3.16.
Tabelul 3.16. Determinarea exactitatii metodei spectrofotometrice UV-VIS de dozare a

totalului de flavonoide in extractul uscat din Hyperici flores

Concentratia Cantitatea de
totalului de substanta Concen- | Concen- | Randamen Prelucrarea
flavonoide in standard tratia tratia -tul de c e o
. < < e o S < . statistica a
solutia adaugata, teoretica, | calculata, regasire,
. rezultatelor
analizata, 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 5§2=2,3690

101




0,0055 0,016 0,0215 0,0220 102,32 S=1,5391

AX =1,1830
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

Concentratia probelor de exactitate s-a determinat cu ajutorul graficului de etalonare a
rutozidei. Solutia stoc a substantei standard a fost pregatita prin dizolvarea a 0,025 mg de rutozida
in 50 ml alcool etilic de 70%, apoi prin dilutii au fost pregatite solutiile de analizat ale rutozidei,
in concentratii de 0,02, 0,036, 0,04 si de 0,044 mg/ml. In rezultatul cercetrii, s-au atestat indicii
exactitatii metodei validate: valoarea medie a randamentului de regasire (100,42%), limita de
regasire (98,04-102,32%), abaterea standard relativa a rezultatului mediu (1,53%).

Metoda spectrofotometricd UV-VIS de dozare a totalului de flavonoide, in extractele uscate
din Hyperici herba si din Hyperici flores (validata in conformitate cu urmatorii indicatori:
liniaritate, precizie (repetabilitate, reproductibilitate intermediard), exactitate acopera toate

conditiile necesare si poate fi folosita in scopurile propuse.

3.6. Standardizarea extractelor uscate

Cercetarile au fost efectuate in cadrul Catedrei de farmacognozie si botanica farmaceutica
a USMF ,\Nicolae Testemitanu” si in cadrul Laboratorului de Elaborare, analiza, standardizare si
controlul medicamentelor din cadrul CSM al USMF , Nicolae Testemitanu”. Pentru standardizarea
extractelor uscate din Hyperici flores si Hyperici herba au fost selectati urmatorii parametri de
standardizare: descriere, identificare, dozare, pierdere prin uscare si stabilitate.

Descriere. Descrierea extractelor uscate din flori (Hyperici perforati flores extractum
siccum) si din parti aeriene (Hyperici perforati herba extractum siccum), obtinute prin metoda de
macerare fractionata (subcapitolul 3.5) s-a realizat conform prevederilor Farmacopeei Europene,
ed. 9.0, monografia farmacopeica Extracta din Farmacopeea Romdnd,ed. a X-a si din
Farmacopeea de Stat a Federariei Ruse, ed. a X1V-a.

Extractul uscat din flori reprezinta o pulbere brun-purpurie, higroscopica, cu un miros
balsamic, placut si cu un gust amar, astringent; extractul uscat din partile aeriene — o pulbere bruna,

higroscopica, cu un miros balsamic, placut si cu un gust astringent (fig. 3.24).
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Fig. 3.24. Extractele uscate din flori (A) si din parti aeriene (B)

Identificare. Parametrul de calitate - identificarea compusilor biologic activi in extractele
de H. perforatum - a fost cercetat prin intermediul reactiilor calitative si al CSS, tehnicile de lucru
fiind explicate in subcapitolele 3.2 si 3.3.

Dozare. Metoda de dozare spectrofotometrica a totalului de flavonoide, in extractele
supuse experimentului este descrisa in subcapitolul 3.5. Continutul procentual al totalului de
flavonoide, recalculate in rutozida, s-a efectuat in baza formulei 3.6.

Pierderea prin uscare. Testul Pierdere in masa prin uscare s-a efectuat in etuva, utilizand
metoda descrisd in FR, ed. a X-a, capitolul al IX-lea. C.15. Rezultatele experimentului sunt
prezentate in tabelul 3.17.

Tabelul 3.17. Pierderea prin uscare a extractelor uscate de H. perforatum

Denumirea probei Pierderea prin uscare, % M4SD
analizate Probal | Proba2 | Proba3 | Proba4
EXtraCtﬁL‘r’iscat din 3,55 3,56 353 3,83 3,620,142
Extractul uscat din
pirti aeriene 3,90 3,68 3,61 3,54 3,68+0,155

Datele experimentale din tabel releva faptul ca pierderea prin uscare a extractelor uscate
nu depdaseste 5%.

Determinarea metalelor grele. Continutul de metale grele (MG) in extractele uscate de H.
perforatum a fost determinat in Laboratorul de incercari de spectroscopie atomica din cadrul
Institutului de Chimie al Academiei de Stiinte a Moldovei, utilizind metoda spectrometriei de
absorbtie atomica. Cercetarea s-a efectuat la spectrofotometrul de absorbtie atomica AAS-3.
Prepararea probelor a implicat calcinarea uscata si extragerea metalelor grele din cenusa cu acizi
[157, 158, 159, 160].

Obtinerea cenusii. In creuzetul de portelan, cantirit in prealabil, se introduce 1,0 g de probi
de analizat (cantaritd cu precizie), distribuind uniform pe partea de jos a creuzetului. Apoi

creuzetul cu extract se incalzeste la o temperaturda de 100-105°C timp de 1 ord, apoi se
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carbonizeaza prin calcinarea uscata, in cuptorul cu mufa la o temperatura de 600°C timp de 30 de
minute; se obtine un reziduu alb-cenusiu fara urme de carbune. Dupa carbonizare probele sunt
mineralizate cu acizi [157, 158, 160].

Extragerea metalelor grele din cenusa cu acizi. Cenusa din creuzetul de portelan se
umezeste cu cateva picaturi de apa distilata, se adauga 15 ml de acid azotic diluat (1:1) si se acopera
cu o sticla de ceas si se Incalzeste pana la fierbere la baia cu apa timp de 30 de minute. Continutul
creuzetului se filtreaza intr-un balon cotat de 50 ml printr-un filtru cu pori mici spalat in prealabil
cu HNOg diluat. Creuzetul si filtrul se spald cu apa distilata de cateva ori. Solutia se completeaza
pana la cota. Continutul balonului se lasa timp de 24 de ore pentru sedimentare, apoi solutia se
foloseste pentru analiza. In acelasi mod se pregiteste proba de control, din care se exclude extractul
uscat. Metoda se bazeaza pe principiul absorbtiei spectral-selective a radiatiei din atomii
elementului determinat folosind atomizarea cu flacdra. Capacitatea de absorbtie a vaporilor
atomici este direct proportionalda concentratiei unui element chimic din sistemul de atomizare
[157]. Prin aceasta metoda a fost determinata concentratia de Ni, Pb si de Cd in extractele din flori
si din parti aeriene de H. perforatum. Continutul de MG 1in probe se calculeaza in baza formulei
3.9 [157]:

X = @ * K, in care: (3.9)

X — concentratia de MG in proba analizatd, mln-*;
V — volumul solutiei de cenusi, cm?;
A: — concentratia de metal in solutia de cenusd mg/dm?;
Ao — concentratia de metal in proba de control, mg/dm?,
m — masa extractului uscat, g;
K — coeficientul de reducere a masei, este egal cu 1.
Continutul de MG in extractele uscate, obtinute prin macerare fractionata, cu agitare din
PV Hyperici herba si Hyperici flores sunt prezentate in tabelul 3.18.

Tabelul 3.18. Concentratia de metale grele in extractele uscate de H. perforatum

Nr Denumirea Denumirea parametrilor si Cenusa | Cenusa insolubila
dlo | probelor analizate unitatea de masura, mg/kg totald, | fn solutie de HC
p Ni Pb Cd % de 10%
1. Extract_ u_scat din 588 <05 0,18 - -
Hyperici flores
2. Extract uscat din <2.0 <05 < 0,09 4,3 -
Hyperici herba

In ambele extracte, concentratia de Ni, Pb, Cd nu a depasit limitele maxime admisibile

(LMA) fata de normele indicate in FS, ed. a X1V-a, 1.5.3.0009.15 (Cd — 1 mg/kg, Pb — 6 mg/kg)
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siin FR, ed. a X-a, p. 420 (cel mult 4%).

Stabilitatea si termenul de valabilitate. Stabilitatea si termenul de valabilitate ale
extractelor uscate au fost determinate in timp real, la temperatura de +25+2°C, la umiditatea
relativa de 60+5% si in conditii accelerate (temperatura de +40+2°C). Determinarile s-au efectuat
pentru 3 serii din fiecare extract, pastrate in recipiente din sticla intunecata, bine inchise si
depozitate in loc ferit de lumina. Testarea indicelui de stabilitate a extractelor polifenolice din
sundtoare, pe termen lung, in conditii normale de temperatura si de umiditate relativa, s-a facut la
fiecare 3 luni in primul an de testare, si la fiecare 6 luni in cel de-al doilea an de testare. Testarea
indicelui de stabilitate a produselor extractive, in conditii accelerate, s-a efectuat pe o perioada de
368 de zile. Extractele uscate din parti aeriene si din flori au fost examinate dupa urmatorii
parametri de calitate: descriere, identificare si dozare [161, 162].

Determinarea aspectului s-a realizat in conformitate cu prevederile monografiei Extracta din
FR, ed. a X-a. In decursul perioadei de testare (36 de luni) a extractelor uscate, pastrate in trei serii
la o temperatura de +25+2°C si de +40£2°C, nu s-au atestat modificari la nivel de culoare, miros
si gust; iar in a 42-a luna s-a modificat culoarea extractelor testate. Rezultatele experimentului sunt
prezentate in tabelul 3.19 si in tabelul 3.20.
Tabelul 3.19. Parametri de calitate (descriere) ai extractelor uscate pastrate

in conditii obisnuite

Peri- Extractul uscat din H. flores Extractul uscat din H. herba
0ada ["Seria 01 [ Seria 02 | Seria 03 Seria01 | Seria02 | Seria 03

Data de - - - Data - - -
testare | Descrie- | Descrie- | Descrie- Descrie- | 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 extractelor uscate pastrate
la temperatura de +40°C

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

oada Seria01 | Seria02 | Seria 03 Seria 01 Seria 02 Seria 03
Data de . . . Data ) .

testare Descrie- | Descrie- | Descrie- Descrie- Descrie-re 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.
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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.

ldentificarea compusilor chimici. ldentificarea compusilor activi din diverse grupuri
chimice (flavonoide, derivati de antracen, acizi fenolici) in probele supuse studiului (pastrate in
conditii normale si de stres timp de 42 de luni) s-a efectuat prin cromatografia in strat subtire, dupa
tehnica descrisa in Farmacopeea Europeana 6.2, 2008 si Farmacopeea Republicii Belarus, in
monografia Hyperici herba.

A fost realizatda analiza calitativa prin CSS, in conditiile experimentale indicate in
subcapitolul 3.5, a extractelor uscate pastrate in trei serii la temperatura de +40 °C timp de 42 de
luni. In figura 3.25 sunt prezentate cromatogramele extractelor uscate din Hyperici flores (seria
01- Hf01, seria 02 — Hf02, seria 03 — Hf03) si Hyperici herba (seria 01- Hh01, seria 02 — Hh02,
seria 03 — Hh03) si substantele de referinta (rutozida — 1, cvercetolul — 2; hiperozida — 3, luteolina
—4, izoqcvercitrozida — 5, cvercitrozida — 6, acidul clorogenic — 7, acidul cafeic — 8, hipericina —
9). Distanta de migrare a fost de 9,5 cm. La 10 minute dupa developare placa s-a examinat in
lumina UV (A =366 nm).

Hf03 HhOI Hh02 HO3

Fig. 3.25. Identificarea compusilor fenolici in extractele uscate din Hyperici flores si din
Hyperici herba , pastrate la temperatura de +40 °C, 42 de luni
In urma examinarii cromatogramelor extractelor uscate pastrate 42 luni la temperatura de
+40°C au fost identificate: rutozida (Rf = 0,77), hiperozida (Rf = 0,41), izocvercitrozida (Rf =
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0,47), acidul clorogenic (Rf = 0,43) si hipericina (Rf = 0,77).

Dozarea totalului de flavonoide. Rezultatele procedurii de dozare a totalului de flavonoide
in extractele din Hyperici herba si Hyperici flores, pastrate in trei serii, in conditii normale pe
termen lung, la temperatura de +25+2°C si la temperatura de +40°C, sunt prezentate in tabelele
3.21i3.22.

Tabelul 3.21. Continutul total de flavonoide in extractele uscate din Hyperici flores si

Hyperici herba, pastrate la temperatura de +25+2°C pe termen lung

Perioada de Continutul de flavonoide, exprimat in rutozida, % + SD
testare, luni Seria 01 | Seria 02 Seria 03
Extractul uscat din flori
0 14,328+0,124 14,369+0,072 14,370+0,143
3 14,287+0,071 14,205+0,124 14,282+0,071
6 14,246+0,071 14,164+0,072 14,246+0,071
9 14,205+0,124 14,122+0,072 14,123+0,143
12 14,122+0,072 14,040+0,189 14,040+0,072
18 13,956+0,124 13,958+0,124 13,999+0,071
24 13,875+0,072 13,917+0,072 13,834+0,124
30 13,587+0,124 13,875+0,072 13,587+0,124
36 13,505+0,071 13,669+0,072 13,546+0,257
42 12,460+0,071 12,393+0,143 12,269+0,188
Extractul uscat din péirti aeriene
0 13,678+0,071 13,637+0,071 13,636+0,143
3 13,595+0,124 13,554+0,072 13,595+0,124
6 13,553+0,143 13,544+0,189 13,513+0,143
9 13,513+0,072 13,513+0,072 13,431+0,143
12 13,472+0,124 13,430+0,071 13,389+0,071
18 13,431+0,143 13,389+0,071 13,307+0,071
24 13,307+0,071 13,348+0,123 13,266+0,071
30 13,183+0,189 13,266+0,071 13,181+0,076
36 13,142+0,143 13,139+0,190 13,098+0,124
42 11,911+0,189 11,906+0,433 11,988+0,123

Tabelul 3.22. Continutul total de flavonoide in extractele uscate din Hyperici flores si

Hyperici herba, pistrate la temperatura de +40°C

Perioada de Continutul de flavonoide, exprimat in rutozida, % = SD
testare, luni Seria 01 | Seria 02 Seria 03
Extractul uscat din flori

0 14,585+0,125 14,654+0,073 14,669+0,192
3 14,528+0,073 14,627+0,192 14,561+0,113
6 14,527+0,191 14,569+0,072 14,486+0,126
9 14,501+0,143 14,543+0,190 14.419+0.072
12 14,442+0,190 14,483+0,125 14,401+0,072
18 14,4134+0,143 14,400+0,071 14,359+0,072
24 14,277+0,071 14,318+0,124 14,277+0,071
30 14,236+0,071 14,154+0,071 14,113+0,142
36 14,154+0,071 14,113+0,071 14,072+0,123
42 12,466+0,215 12,632+0,893 12,130+0,806
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Perioada de Continutul de flavonoide, exprimat in rutozidi, % + SD
testare, luni Seria 01 Seria 02 Seria 03
Extractul uscat din pérti aeriene

0 13,840+0,124 13,963+0,124 13,882+0,143
3 13,799+0,071 13,882+0,142 13,881+0,072
6 13,758+0,071 13,840+0,142 13,758+0,142
9 13,676+0,142 13,717+0,123 13,715+0,123
12 13,594+0,124 13,635+0,071 13,593+0,214
18 13,553+0,072 13,5114+0,188 13,411+£0,072
24 13,470+0,124 13,429+0.189 13,338+0,071
30 13,429+0,071 13,346+0,124 13,305+0,072
36 13,346+0,124 13,304+0,144 13,264+0,072
42 12,110+0,327 12,1934+0,188 12,028+0,257

Datele cuprinse in tabele denota faptul ca termenul de valabilitate pentru Hyperici perforati
herba extractum siccum si pentru Hyperici perforati flores extractum siccum este de 36 de luni,
conform FS, ed. a XIV-a, 1.1.0009.18, continutul totalului de flavonoide, in aceasta perioada, nu
a scazut sub 5%.

Indici numerici pentru extractele uscate

Continutul de fier. Determinarea limitei de fier in extractele uscate, obtinute din Hyperici
herba si Hyperici flores a fost efectuatd, prin intermediul metodei descrise in monografiile
Extracta si IX.C.13 a FR, ed. a X-a (Controlul limitei de fer). In extractele analizate continutul de
fier nu a depasit limita cel mult de 0,04%.

Cenusa totald. Cercetarea indicilor numerici Cenusa totala si Cenuga insolubila in sol.
HCI 10% a fost realizata pentru Hyperici herba, Hyperici flores si pentru extractele uscate obtinute
ale lor. Cercetarea a fost efectuata conform cerintelor stipulate in monografia 2.4.1.6 Cenusa totalda
din Farmacopeea Belorusa ed. 1, 2006 si in monografia 1.2.2.2.0013.15 din FS, ed. a XIV-a, 2018.
Pentru studiu, s-au luat cate 2 g de extract uscat si cate 3 g de produs vegetal; cercetarile s-au
efectuat in 2 repetari. Tehnica de lucru in obtinerea cenusii este identic descrisa in procedura de
determinare a metalelor grele (subcapitolul 3.6) [159, 160].

Continutul de cenusa totala (%) se calculeaza in baza formulei 3.10:

X =(m4 * 100)/my, in care: (3.10)
M; — masa cenusii, g;
m,— masa produsului vegetal/extractului uscat, g.

Cenusa insolubila in acid clorhidric de 10%. Cenusa obtinuta prin calcinarea probei
(temperatura de 600 °C) se pune intr-un creuzet de portelan in volum de 50 ml si se dizolvi in 25
ml HCI de 10%. Creuzetul se acopera cu o sticla de ceas si se incédlzeste pe baia de apa timp de 15
minute. Suspensia obtinuta se trece prin hartie de filtru cu o porozitate fina care la calcinare nu

lasa cenusa. Filtrul se spald cu apa distilata fierbinte pana la obtinerea reactiei neutre (se identifica
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cu indicator universal). Filtrul cu reziduul insolubil in HCI se introduce din nou in creuzet, se
calcineazi la temperatura de 600 °C, se riceste in exicator si apoi se cAntireste [160].

Continutul procentual de cenusa insolubild in acid clorhidric de 10% in produsele vegetale
si in extractele uscate de H. perforatum se calculeaza dupa formula 3.11:
X = (my —m) x 100/m,, in care: (3.11)
M:— masa cenusii totale, g;
m — masa cenusii insolubile Tn HCI1 10%, g;
m, — masa probei de analizat, g.

Testul Cenusa insolubila in acid clorhidric de 10% S-a efectuat in baza metodei descrise
in FS, ed. a XIV-a, monografia 1.5.3.0005.15. Rezultatele cercetarii sunt prezentate in tabelul 3.23.

Tabelul 3.23. Cenusa totala si cenusa insolubila in acid clorhidric de 10% din

produsele vegetale si extracte uscate de H. perforatum

i . . o Cenusa insolubila in acid
Denumirea probei analizate Cenusa totala, % clorshidric de 10%, %
Produsul vegetal — Hyperici herba 3,64 -
Produsul vegetal — Hyperici flores 11,34 0,95
Extractul uscat din Hyperici herba 11,56 -
Extractul uscat din Hyperici flores 8,23 -

3.7. Sinteza capitolului 3

Specia H. perforatum se caracterizeaza printr-un continut maxim de ulei volatil — 0,26%
(produs uscat). In speciile H. elegans si H. tetrapterum se contine 0,15% (produs uscat), respectiv
0,13% (produs uscat) ulei volatil, iar H. hirsutum se deosebeste printr-un continut minim de ulei
volatil — 0,094% (produs uscat). Compusii majori ai uleiul volatil separat din speciile analizate
sunt diferiti: H. perforatum — B-cariofilen (12,175%), oxid de cariofilen (12,119%) si a-pinen
(8,574%); H. elegans — g-gurjunen (13,99%), aromadendren (13,99%), undecan (10,262%); H.
tetrapterum — dodecanal (9,271%), a-longipinen (8,489%); H. hirsutum. — oxid de cariofilen
(10,435%), fitol (6,056%). Componentii comuni ai uleiului volatil de H. perforatum, H. elegans,
H. tetrapterum si H. hirsutum sunt: nonanul, undecanul, cadinenul, tunbergolul si fitolul, in
concentratii diferite.

A fost efectuata analiza comparativa a compozitiei chimice a uleiurilor volatile izolate din
Hyperici herba (produs vegetal proaspat si uscat), care a demonstrat prezenta in cantitati mari a 3-
cariofilenului, a-pinenului si germacrenului D. S-a determinat continut inalt de germacren D in
uleiul volatil din produs vegetal proaspat, iar oxidul de cariofilen — in uleiul volatil din produs

vegetal uscat. Uleiurile volatile cu continut inalt de acesti compusi chimici poseda activitate
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antibacteriana fata de S. aureus, B. cereus si E.coli [120, 121, 122].

S-a stabilit gradul de extractie a compusilor fenolici din PV Hyperici herba prin metoda de
repercolare cu fractionarea produsului vegetal in parti egale in ciclu neterminat cu alcool etilic de
diverse concentratii (40-90%). A fost determinata concentratia optima a alcoolului etilic cu care
se extrag maximal compusii chimici de natura fenolica din produsele vegetale de sunatoare: totalul
de polifenoli cu alcool etilic de 60%, totalul de flavonoide cu alcool etilic de 80% si totalul
derivatilor de antracen — de 70%.

S-au obtinut extracte uscate din parti aeriene, flori, frunze, tulpini de H. perforatum, prin
metoda de macerare fractionatd cu agitare; iar prin metoda de repercolare cu fractionarea
produsului vegetal in parti egale in ciclu neterminat au fost obtinute extracte uscate din PV
Hyperici herba, colectate din flora spontand si din colectia CSPDPM USMF , Nicolae
Testemitanu”.

Identificarea substantelor tanante, flavonoidelor, acizilor fenolici si derivatilor de antracen
in extractele analizate s-a efectuat prin reactii calitative, CSS si prin HPLC. Analiza calitativa
comparativa a demonstrat prezenta in extractele uscate din Hyperici herba si Hyperici flores a
flavonoidelor: rutozida, hiperozida, cvercitrozida, cvercetol, 13,118-biapigenina.

Determinarea totalului de polifenoli si de flavonoide s-a realizat prin metoda
spectrofotometrica. Prin metoda HPLC au fost determinati cantitativ compusii chimici din grupul
flavonoidelor: rutozida, hiperozida, cvercitrozida, cvercetolul si 13,118-biapigenina in extractele
uscate obtinute din Hyperici herba si Hyperici flores, produsele vegetale colectate din flora
spontana si din colectia CSPDPM.

Prin HPLC a fost determinat continutul inalt de 13,118-biapigenina in extractele din flori
comparativ cu extractele din parti aeriene. Datele bibliografice relateazd ca acest biflavonoid are
efecte antidepresiv si anxiolitic [75, 76].

Rezultatele cercetarilor au stat la baza elaborarii metodei optime de extractie a compusilor
fenolici si standardizarii extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici flores: identificarea
compusilor fenolici prin reactii calitative, prin metoda de CSS, dozarea spectrofotometrica UV-
VIS a totalului de flavonoide.

in vederea obtinerii randamentului maxim de extragere a principiilor active din PV
Hyperici flores au fost stabilite cateva conditii optime de lucru ale metodei de macerare fractionata
cu agitare: raportul dintre produsul vegetal si extragent (1:20), numarul de extractii repetate (5) si
durata de timp per extractie (60 de minute).

A fost efectuata validarea metodei spectrofotometrice de dozare a totalului de flavonoide

in extractele uscate, obtinute din flori si din parti aeriene de H. perforatum. S-a dovedit, prin
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determinarea liniaritatii, exactitatii si a preciziei, cd metoda este corectd si poate fi folositd in
determinarea cantitativa a totalului de flavonoide, recalculate la rutozida, in extractele uscate.

A fost efectuata standardizarea produselor extractive de H. perforatum (Hyperici perforati
herba extractum siccum si Hyperici perforati flores extractum siccum), prin examinarea
urmatorilor indici de calitate: descrierea extractelor, identificarea compusilor chimici, continutului
de alcool, continutului de metale grele, continutului de fier si dozarea totalului de flavonoide.

S-a determinat termenul de valabilitate pentru extractele uscate, obtinute din flori si din
parti aeriene. Studiile au fost realizate pe cate 3 serii de fiecare extract, ambalate in recipiente din
sticla intunecata, bine inchise si depozitate la loc ferit de lumina, in conditii obisnuite (temperatura
de 25+2°C, umiditatea relativa de 60+5%) si in termostat, la temperatura de +40°C. Extractele au
fost testate dupa urmatorii parametri de calitate: descriere, identificare si dozare. Ambele extracte
au fost stabile pentru o perioada de 36 de luni.

S-au stabilit indicii numerici pentru extractele din H. perforatum: pierderea prin uscare,
limita de fier si de metale grele, cenusa totala si cenusa insolubild in acid clorhidric de 10%.

Toate rezultatele obtinute: optimizarea metodei de preparare a extractelor uscate prin
macerare fractionata cu agitare; analiza calitativa prin reactii de identificare si prin CSS; validarea
metodei spectrofotometrice de dozare a totalului de flavonoide; determinarea termenului de
valabilitate a extractului uscat din Hyperici flores, valorile indicilor numerici, au stat la baza
elaborarii Proiectului de monografie farmacopeica pentru produsul farmaceutic Hyperici perforati

flores extractum siccum (Anexa 6).
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4. CERCETARI FARMACOLOGICE ALE EXTRACTELOR USCATE SI
ALE ULEIULUI VOLATIL DIN H. PERFORATUM

4.1. Studiul activitatii antioxidante a extractelor uscate, obtinute din Hyperici herba
si Hyperici flores

A fost determinata activitatea antioxidantd a extractelor polifenolice, obtinute din parti
aeriene si din flori de H. perforatum. Testarea activitatii antioxidante a extractelor uscate, obtinute
din produsele vegetale mentionate, s-a efectuat la Catedra de farmacognozie si botanica
farmaceutica, cu sprijinul Proiectului institutional Studiul biologic si fitochimic al plantelor
medicinale cu actiune antioxidantd, antiinflamatoare si hepatoprotectoare, 15.817.04.35A.
Astfel, evaluarea activitatii antioxidante a extractelor s-a efectuat utilizind metodele de captare a
radicalului organic DPPH" si de decolorare a cation-radicalului ABTS™; a fost determinata
capacitatea de chelare a Fe?*.

Determinarea activitatii antioxidante prin reactia cu radicalul DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil)

Metoda DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) este o metoda spectrofotometrica, pe larg
utilizata in testarea abilitdtilor compusilor chimici de a indeparta radicalii liberi sau a capacitatii
lor de a dona hidrogenul. Molecula 2,2-difenil-1-picrilhidrazil este caracterizata drept un radical
liber stabil in virtutea delocalizarii electronului de rezerva asupra moleculei, astfel incat molecula
nu dimerizeaza. In situatia in care solutia de DPPH interactioneaza cu un antioxidant (RH) care
poate dona un atom de hidrogen, se obtine forma redusa DPPH-H de culoare galbena (fig. 4.1)

[163]. Reactia implica o schimbare de culoare de la purpuriu la galben [164].

ey Sy
MW oe H
el o
N0 NO;
2,2-difenil-1-picrilhidrazil ... 2,2-difenil-1-picrilhidrazin

Fig. 4.1. Reactia DPPH radicalului liber cu un antioxidant (RH) [165]
Tehnica de lucru. Solutia-stoc de DPPH (Sigma-Aldrich) a fost pregatita diluand 20 mg
de DPPH 1intr-un balon cotat de 100 ml, cu alcool etilic de 96% si a fost pastrata la temperatura de
+4°C.

Pregatirea solutiei de lucru: 5 ml de solutie stoc de DPPH s-au transferat intr-un balon
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cotat de 50 ml si s-au diluat pana la cota cu alcool etilic de 96%.

Pregatirea solutiilor de analizat. S-au pregatit solutiile stoc (1 mg/ml) din extracte uscate
in alcool etilic de 80%. Din solutia stoc a extractului obtinut din flori s-au preparat mai multe
solutii cu concentratiile de: 20; 15; 10; 7,5; 5,4 ul/ml, iar din solutia stoc a extractului din partile
aeriene — cu concentratiile de: 40; 30; 20; 15; 10, 7,5; 5 pl/ml.

Pregatirea probelor de analizat: la 0,75 ml de extracte hidroetanolice, cu concentratii
diferite, a fost adaugata solutia etanolica (1,5 ml) de DPPH- (20 mg/l); amestecul a fost agitat si
plasat la intuneric timp de 30 de minute. Apoi a fost masurata absorbanta la lungimea de unda 517
nm, folosind drept solutie de referinta amestecul din 1,5 ml alcool etilic de 96 % la care s-au
adaugat 0,75 ml solutie de analizat. Pentru pregatirea probei de control, 1,5 ml de solutie DPPH a
fost amestecat cu 0,75 ml alcool etilic de 80%, folosind drept solutie de referinta alcool etilic de
96%. In calitate de antioxidant standard a fost folosit Trolox (Acros Organics, Denmark) in
intervalul de concentratii de 1-7,5 pg/ml, si a fost obtinutd curba de calibrare: R?=0,9724;
y=8,326+8,1555 F [166, 167, 168, 169, 170].

Capacitatea de captare a radicalului DPPH (AO%) a fost calculata dupa formula 4.1:

(Acont.—A extr.)
A cont.

AO% = * 100, unde: 4.2)

Acont. — absorbanta solutiei DPPH- fara extract;
Aextr. — absorbanta extractului testat.
Determinarea activitatii antioxidante prin reactia cu radical-cationul ABTS™*
Metoda TEAC (Trolox Equivalents Antioxidant Capacity) se bazeaza pe abilitatea
antioxidantilor de a anihila radicalul cationic ABTS si de a reduce, la forma neutra, ABTS (2,2-
azino-bis-(3-etilbenzotiazolind-6-acid sulfonic). Radicalul ABTS™" este generat prin oxidarea
ABTS cu persulfat de potasiu si este redus prin aditionare de atomii de hidrogen [163]. Reducerea
ABTS™ de catre donatorul de hidrogen antioxidant, este masurata prin scaderea absorbtiei la
lungimea de unda de 734 nm. In timpul acestei reactii cation-radicalul (ABTS™) de culoare

albastra-verzuie se transforma in forma sa neutra, incolora ABTS (fig. 4.2) [171].

CoHg CaHy
MH,* r|~| K,S,04 NH,* hIJ
3 S>= fN=< :@\NH; (potassium []EI'SLI|f31El ¥ S>= 'N=< NH,’
N S 503 = & M 5 503
n* N
CaHs CzHy
ABTS ABTS+: Bluish-green

Fig. 4.2. Reactia de formare a cation-radicalului ABTSe+ [171]
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In calitate de antioxidant standard poate fi utilizat Troloxul (6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilchroman-2-acid carboxilic) — analogul vitaminei E, solubil in apa. Rezultatele sunt
exprimate prin capacitatea antioxidanta echivalenta cu Trolox (TEAC) [171, 172].

Tehnica de lucru. S-a obtinut solutia stoc de ABTS cu o concentratie de 2 mM (0,011 g
de sare de ABTS (Alfa Aesar GmbH & KG) au fost dizolvate in 10 ml de apa distilata), de culoare
albastra-verzuie. Solutia de persulfat de potasiu cu o concentratie de 70 mM a fost obtinuta prin
dizolvarea a 0,0946 g de K2S20g (Merck) in 5 ml de apa purificata. Ulterior, radical-cationul ABTS
s-a obtinut prin reactia a 10 ml de solutie stoc de ABTS (2 mM) si a 0,1 ml de persulfat de potasiu
(70 mM). Pentru formarea radicalului amestecul s-a plasat la intuneric la temperatura camerei timp
de 16 ore. Inainte de efectuarea analizelor, solutia obtinuti a fost diluata in alcool etilic de 96%
pana la o absorbanta de 0,700+0,020 la A=734 nm. Solutia de lucru s-a preparat din 1 ml solutie
de ABTS'" si 24 ml alcool etilic. Amestecul de reactie a continut 0,3 ml de extract (I mg/ml) si
2,7 ml de solutie ABTS™". Reactia de reducere a decurs la temperatura camerei, timp de 6 minute,
iar procentul de inhibitie s-a calculat dupa formula 4.2:

%Inhibitie = [(Abso— Abst )/Abso] * 100, unde: (4.2)
Absg —absorbanta solutiei ABTS™;
Abs; — absorbanta probelor analizate.

Concomitent, s-a pregatit solutia stoc a substantei standard Trolox in concentratie de 25
mM (0,062 g s-au dizolvat in 10 ml de alcool etilic), din care au fost preparate solutii, cu
concentratii diferite (2,5-30 uM) pentru obtinerea curbei de etalonare. Valoarea coeficientului
TEAC a fost exprimata in pM Trolox/g proba de analizat. Rezultatele au fost exprimate in mmol
Trolox echivalent (uM TE/g) si au fost calculate, utilizand curba de etalonare cu Trolox (0-30 uM;
R?=0,9600; y=3,0133x+12,112) (fig. 4.3) [173].
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Fig. 4.3. Curba de etalonare pentru Trolox la decolorarea cation-radicalului ABTS*+

Toate masuratorile au fost efectuate in triplicat, rezultatele fiind reprezentate in tabelul 4.1
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prin Me si IQR (tabelul A4.1, tabelul A4.2). Activitatea antioxidanta a fost exprimata in echivalent
Trolox pg/ml. Valorile obtinute denota o capacitate de inhibare a radicalului liber DPPH- laambele
extracte ca fiind una bund, dar totusi mai mare in cazul extractului uscat din flori, fapt datorat
continutului sporit de flavonoide, comparativ cu extractul din parti aeriene (tabelul 4.1). Prin
aplicarea testului neparametric Kruskal-Wallis H s-a determinat valoarea p<0,05, ce semnifica
existenta diferentei statistice semnificative intre activitatea antioxidantd determinata prin metoda
DPPH a extractelor analizate si a substantei de referinti (Trolox) (* = 22,20, df = 2, p = 0,000011).
Tabelul 4.1. Activitatea antioxidanti a extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici
flores, determinata prin metodele DPPH si ABTS
DPPH, ICsopg/ml, | ABTS, pM TE/g Totalul de flavonoide mg

Probe de analizat Me (IQR) masi uscati, Ru/g extract uscat,
Me (IQR) Me (IQR)
Extract uscat din
Hybonici ot ba 22,15 (1,11) 2312 (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) - -
Notia: mg RU/g extract uscat — fotalul de flavonoide mg, exprimat in echivalentul rutozidei/g

extract uscat

Testul ABTS a demonstrat faptul ca extractul polifenolic din flori poseda o activitate
antioxidantd putin mai mare comparativ cu extractul din parti aeriene (tabelul 4.1). Conform
testului neparametric Spearman (p = 0,787), a fost demonstrata o corelatie directa intre activitatea
extractelor uscate de a reducere cation-radicalul ABTS™" si concentratia de flavonoide. Testul
ABTS a demonstrat faptul ca extractul uscat din flori de sunatoare poseda o activitate antioxidanta
mai puternica (p = 0,000344), in comparatie cu extractul din partile aeriene.

Capacitatea de chelare a ionilor de fier de catre extractele uscate

Fierul reprezinta un element esential in derularea mai multor procese biologice umane.
Totusi, fierul detine proprietati controversate: cu usurintd accepta, dar si doneaza electroni,
convertindu-se intr-o forma feroasa, cu un grad de solubilitate mai inalt, si intr-o forma ferica
insolubild, detinand un rol important in transferul de electroni si in transportul de oxigen, precum
si in sinteza adenozinei trifosfat si a acidului dezoxiribonucleic. Cu toate acestea, fierul poate
cataliza formarea oxigenului reactiv prin reactii redox. Reactiile Fenton si Haber-Weiss ale H20>
cu Fe?* genereazi radicali hidroxilici care induc stresul oxidativ si sunt responsabili de deteriorarea
lipidelor, proteinelor si a ADN-ului. De mentionat faptul, ca aceste procese sunt asociate bolilor
inflamatoare, degenerative si a cancerului [174].

Metoda se bazeaza pe chelarea ionilor ferosi in prezenta extractelor vegetale. Ferozina

poate forma cantitativ complexe cu Fe?". Prezenta extractului vegetal deregleaza formarea
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complexului, ce induce diminuarea culorii purpurii a acestuia. Masurarea gradului de atenuare a
culorii permite estimarea activitatii de chelare a metalului cu ajutorul chelatorilor existenti in
extractele vegetale [175].

Tehnica de lucru. Capacitatea de chelare a fierului in prezenta compusilor chimici din
extractele uscate, obtinute din parti aeriene si din flori de H. perforatum, a fost determinata prin
metoda descrisd de catre Dinis T. et al. (1994) cu mici ajustari [175]. 0,05 ml de solutie FeCls 2
mM (Alfa Aesar GmbH & KG) s-au adaugat la 60 pl de solutie proba (10 mg/ml). Reactia a fost
initiata prin adaugarea a 200 pl de solutie de ferozina (Acros Organics, Austria) de 5 mM.
Amestecul s-a agitat bine si s-a lasat in repaus de 10 minute, la temperatura camerei. Absorbanta
solutiei s-a determinat la 562 nm. Procentul de inhibitie al complexului ferozini-Fe?* s-a calculat

in baza formulei 4.3:

% Inhibitie = 2"2%100, unde: (4.3)

0

Ao — absorbanta solutiei de control;
As — absorbanta solutiilor din extractele analizate/substantei standard.

In calitate de substanta standard s-a utilizat EDTA (HiMedia Laboratories Pvt, Ltd.), un
agent chelator care capteaza ionii metalici. Rezultatele studiului sunt exprimate in Me si IQR
(n=9). Acestea au fost evaluate prin statistica descriptiva (tabelul A4.3) si testul neparametric
Kruskal-Wallis H. Diferentele au fost considerate statistic semnificative (p = 0,000009).

Acest studiu a demonstrat o capacitate de chelare a fierului (%) pentru ambele extracte de
sunatoare ca fiind una mai redusa in comparatie cu EDTA (99,33%; IQR 1,28). Extractul uscat din
flori a fost atestat cu o valoare mai mare (45,98%; IQR 2,98; p = 0,000004) in comparatie cu
extractul din parti aeriene (35,63%; IQR 3,90; p = 7,9869E-9).

4.2. Testarea actiunii antiinflamatoare in vivo

Extractele uscate au fost obtinute din Hyperici herba si Hyperici flores, colectate din flora
spontana si colectia CSPDPM prin intermediul metodei de macerare fractionata cu agitare, care s-
au dizolvat in ser fiziologic de 0,9%, in doza de 100 mg/kg.

Determinarea proprietatilor antiinflamatoare ale probelor supuse studiului a fost efectuata
in Laboratorul ,,Ecofiziologie umana si animala” din cadrul Universitatii de Stat din Moldova.
Investigatiile preclinice si toxico-farmacologice au fost aprobate de Comitetul de Etica al
Cercetarii, USMF ,Nicolae Testemitanu”, proces-verbal nr. 29 din 24.03.2015 (fig. A4.1).

Experimentele, care au vizat activitatea antiinflamatoare a extractelor uscate din flori si
parti aeriene de H. perforatum, au fost efectuate in vivo pe 35 de sobolani albi, masculi si femele,

cu masa cuprinsd intre 170-190 g. Reactia inflamatorie acutd (edemul) a fost modelata prin
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administrarea intraplantard, in laba posterioara dreaptd a sobolanilor a cate 0,1 ml solutie de
histamind 1%, introdusd la 30 de minute, dupd administrarea intraperitoniald a extractelor
analizate, a serului fiziologic de 0,9% si a substantei de referinta (solutie de diclofenac de sodiu
de 50 mg/kg) (fig. 4.4).

Fig. 4.4. Administrarea solutiilor de diclofenac de sodiu (A), extract polifenolic (B),

histamina (C)

Animalele au fost distribuite a cate 5 in 7 loturi [176, 177, 178, 179]:
. lotul-martor — administrarea intraplantara a cate 0,1 ml ser fiziologic de 0,9%;
. lotul de control — introducerea intraperitoneald a cate 1 ml ser fiziologic de 0,9% si intraplantara a
cate 0,1 ml solutie histamina de 1%;
. lotul de referinta — introducerea intraperitoneala a cate 1 ml solutie diclofenac de sodiu 50 mg/kg
si intraplantara a cate 0,1 ml solutie histamina de 1%;
. lotul experimental — introducerea intraperitoneala a cate 1 ml solutie extract uscat (100 mg/ml) din
Hyperici herba (flora spontana) si intraplantara a cate 0,1 ml solutie histamina de 1%;
. lotul experimental — introducerea intraperitoneala a cate 1 ml solutie extract uscat (100 mg/ml) din
Hyperici flores (flora spontana) si intraplantara a cate 0,1 ml solutie histamina de 1%;
. lotul experimental — introducerea intraperitoneala a cate 1 ml solutie extract uscat (100 mg/ml) din
Hyperici herba (colectia CSCPM) si intraplantara a cate 0,1 ml solutie histamina de 1%;
. lotul experimental — introducerea intraperitoneala a cate 1 ml solutie extract uscat (100 mg/ml) din
Hyperici flores (colectia CSPDPM) si intraplantara a cate 0,1 ml solutie histamina de 1%.

Extinderea edemului a fost determinata peste 3 ore dupd introducerea agentului flogogen
prin diferenta de greutate intre membrele sanatoase si cele inflamate (fig. 4.5) masuratd dupa

sacrificarea animalelor sub anestezie eterica.
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Fig. 4.5. Labutele posterioare ale sobolanului: sanitoasa (stanga), inflamata (dreapta);
suprafata exterioara (A), suprafata plantara (B)
Activitatea antiinflamatoare a extractelor analizate, estimata prin scaderea edemului, a
fost exprimata in procente, in comparatie cu lotul de control. Extinderea inflamatiei (%) a fost
calculata dupa formula 4.4 [172]:

masa labutei inflamate - masa labutei sanatoase/masa labutei sanatoase 4.4

Inhibitia inflamatiei (%) a fost calculata dupa formula 4.5 [172, 176]:

%m, —%m
2 2t %100, in care: (4.5)
%m,

%m. — extinderea inflamatiei (%), lotul de control;
%m; — extinderea inflamatiei (%), lotul tratat.

Statistica descriptiva a rezultatelor este prezentata in tabelul A4.4. Datele au fost prelucrate
utilizand testul Anova, urmat de testul post-hoc Dunnett (tabelul 4.2). Rezultatele sunt exprimate
prin media si abaterea standard. Analiza post-hoc a evidentiat diferente statistic semnificative intre
lotul de control si toate loturile experimentale la examinarea extinderii edemului, si
nesemnificative (p>0,05) la examinarea inhibitiei edemului, comparand rezultatele loturilor
experimentale cu rezultatul lotului de referinta.

Lotul de control s-a caracterizat printr-o dezvoltare rapida a edemului dupa introducerea
agentului flogogen, cu cea mai mare extindere a edemului (44,2%), iar cea mai mica extindere s-
a dovedit a fi la animalele din lotul de referinta (22,69%), urmata de rezultatele extractelor uscate
din Hyperici herba (24,68%) si Hyperici flores (28,19%), obtinute din produsele vegetale colectate
din flora spontana. Aceste date au fost mai aproape de rezultatul substantei de referinta (p<0,05),
comparativ cu extractele obtinute din produse vegetale Hyperici herba (28,33%) si Hyperici flores
(28,19%) din colectia CSPDPM (tabelul 4.2).
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Tabelul 4.2. Actiunea antiinflamatoare a extractelor uscate din Hyperici flores si

Hyperici herba asupra edemului indus de histamina

Masa Masa

9 . 9 . Extinderea Inhibitia
. . labutei labutei i o
Loturi experimentale . ’ . ’ edemului, edemului,
neinflamate, inflamate, %+SD %+SD
g+SD, g+SD ° ’

1. Lotul-martor — intraplantar 0,1 ml
ser fiziologic de 0,9%

2. Lotul de control — intraperitoneal
1 ml ser fiziologic de 0,9%; | 0,934+0,04 1,348+0,07 44,20+7,914
intraplantar 0,1 ml solutie histamina p=2,4272E-8
de 1%

3. Lotul de referinta —intraperitoneal
1 ml solutie diclofenac de sodiu de 50 0,92+0,06 1,15+0,09 22,15+2,45 49,9045,53
mg/kg; intraplantar 0,1 ml solutie p = 0,000003
histamina de 1%

4. Lotul experimental —
intraperitoneal 1 ml extract (100
mg/kg) din Hyperici herba (flora 1,03+0,08 1,28+0,09
spontana); intraplantar 0,1 ml solutie
histamind de 1%

5. Lotul experimental —
intraperitoneal 1 ml extract (100
mg/kg) Hyperici flores (flora 0,94+0,14 1,21+0,20
spontana); intraplantar 0,1 ml solutie
histamina de 1%

6. Lotul experimental —
intraperitoneal 1 ml extract (100
mg/kg) Hyperici herba (colectia 0,89+0,07 1,148+0,05
CSPDPM); intraplantar 0,1 ml
solutie histamina de 1%

7. Lotul experimental —
intraperitoneal 1 ml extract (100
mg/kg) din Hyperici flores (colectia 0,95+0,06 1,257+0,04
CSPDPM); intraplantar 0,1 ml
solutie histamina de 1%

Noti: (n=5) numarul de animale in fiecare lot

0,763+0,05 0,800+0,07 5,34+3,62 -

24,68+4,42 | 44,20+10,01
p=0,000292 | p=0,785

28,194454 | 39,33+9,77
p=0,000021 | p=0,313

28,33+5,59 35,89+12,64
p = 0,006 p=0,124

32,2144,94 | 27,13+11,19
p=0,000325 | p=0,007

Se considera ca actiunea antiinflamatoare a extractelor uscate de sunatoare se manifesta
prin reducerea permeabilitatii capilarelor si reducerea actiunii flogogenului (histamind) [176].
Actiunea antiinflamatoare este asigurata de continutul sporit de substante biologic active in
extractele uscate din parti aeriene si din flori de H. perforatum (flavonoide, substante tanante, acizi
fenolici). In literatura de specialitate este binecunoscut faptul ca acesti compusi chimici poseda
efecte antioxidante, antiinflamatoare, scad permeabilitatea capilarelor [177, 178].

4.3. Studiul activitatii antibacteriene si antifungice ale extractelor uscate din parti
aeriene si flori de H. perforatum

Activitatea antimicrobiana a extractelor uscate a fost studiata pe bacterii (gram-pozitive,

gram-negative) si fungi in Laboratorul de infectii intraspitalicesti, USMF ,,Nicolae Testemitanu”.
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Extractele uscate au fost obtinute din produsele vegetale colectate din flora spontana.
Studiul activitatii antibacteriene (bacteriostatice si bactericide) a extractelor analizate s-a efectuat
prin intermediul metodei de dilutie in serie in mediul nutritiv lichid (bulion peptonat din carne de
2%, pH = 7,0). Activitatea antibacteriana a fost analizata pe urmatoarele culturi de referinta ale
microorganismelor gram-pozitive: Staphylococcus aureus 209-P, Enterococcus faecalis ATCC
2592; si gram-negative: Escherichia coli ATCC 2592, Proteus vulgaris HX 1922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853.

Probele analizate (10 mg/ml) au fost dizolvate in apa distilata sterild, cu temperatura de
+40°C. Culturile investigate de microorganisme, crescute timp de 24 de ore pe agar peptonat
inclinat, au fost spdlate cu solutie izotonica de clorurd de sodiu si diluate pana la nivelul
standardului optic de turbiditate cu obtinerea inoculatelor ce contin 1 mln de corpi microbieni intr-
un 1 ml de mediu. Inoculatele au fost diluate in solutiile extractelor studiate in raport de 1:1.
Ulterior, culturile obtinute au fost supuse procesului de termostatare, la temperatura de 37°C timp
de 24 de ore. In calitate de lot de control au fost utilizate mediile nutritive, insaméntate cu aceleasi
tulpini, fara continutul extractelor cercetate [180, 181, 182, 183].

Evaluarea activitatii bacteriostatice (CMI) a fost efectuata vizual prin confirmarea lipsei procesului
de crestere a microorganismelor in mediul nutritiv lichid. Activitatea bactericida (CMB) s-a
determinat in baza absentei procesului de crestere a microorganismelor, dupd insdmantarea
repetatd pe geloza peptonata cu termostatarea ulterioara timp de 24 de ore. Rezultatele obtinute
sunt prezentate in tabelul 4.3.

Tabelul 4.3. Activitatea antibacteriana a extractelor uscate obtinute din

Hyperici herba si Hyperici flores

Test-culturi bacteriani, g/ml
E Staphylococcus | Enterococcus Escherichia | Pseudomonas Proteus
xtract uscat ) . . .
analizat aureus faecalis coli aeruginosa vulgaris
209-P ATCC 19433 | ATCC 5922 ATCC 2785 HX 19222
CMI |[CMB | CMI |[CMB | CMI |CMB | CMI | CMB | CMI | CMB
Extractul
uscat din 37,5 300 75 300 | >300 [ >300 | >300 |>300 >300/|>300
Hyperici flores
Extractul
uscat din 150 | 300 300 | >300 | >300 |>300| >300 |>300|>300/>300
Hyperici herba

Nota: CMI — concentratia minima de inhibitie; CMB — concentratia minima bactericida
Rezultatele cercetarii denotd faptul ca extractul uscat din Hyperici flores a manifestat

activitate bacteriostatica in raport cu S. aureus 209-P in concentratie de 37,5 pg/ml si in raport cu

E. faecalis ATCC 19433 in concentratie de 75 pg/ml; fata de celelalte test-culturi bacteriene,

activitatea bacteriostatica este evidentd in concentratie mai mare de 300 pg/ml. De asemenea,
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activitate bactericida s-a atestat in raport cu E. faecalis, in concentratie de 300 pg/ml, iar in raport
cu celelalte test-culturi bacteriene — intr-0 concentratie mai mare de 300 pg/ml. Extractul uscat din
Hyperici herba poseda activitate bacteriostatica fata de S. aureus 209-P in concentratie de 150
ug/ml si fata de E. faecalis ATCC 19433 in concentratie de 300 ug/ml, iar activitatea bactericida
fata de test-culturile incluse in studiu este evidenta in concentratie mai mare de 300 pug/ml (tabelul
4.3) [183].

Pe langa activitatea antibacteriand a fost studiatd si activitatea antifungica a extractelor
analizate pe tulpinile fungice: Candida albicans, Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus si
Penicillium. Extractele uscate analizate s-au dizolvat in apa distilata sterild (temperatura +40°C).
Inoculatele din culturile de fungi supuse studiului au fost pregatite timp de 5 zile. Dupa
amestecarea inoculatelor cu dilutii ale extractelor uscate tuburile au fost puse in termostat la
temperatura de 28°C pe parcursul a 7 zile; iar in cazul C. albicans — pentru 48 de ore.

Activitatea fungistatica a fost determinatd in functie de lipsa activitatii de crestere a
fungilor, in mediu nutritiv lichid, iar cea fungicida — in functie de absenta procesului de crestere a
fungilor, la o insamantare repetata pe geloza Saburo cu incubare timp de 7 zile (C. albicans — timp
de 48 de ore). Rezultatele experimentale sunt prezentate in tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Activitatea antifungica a extractelor uscate obtinute din

Hyperici herba si Hyperici flores

Activitatea antifungica pe tulpini microbiene, g/ml
Extractele analizate C. albicans As. niger As. fumigatus Penicillium
CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF | CMI | CMF

>300 | >300 - - - — — —

Extractul uscat din
Hyperici flores
Extractul uscat din
Hyperici herba
Notda: CMI — concentratia minima de inhibitie; CMF — concentratia minima fungicida

>600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600 | >600

Datele obtinute releva urmatoarele: extractele uscate din partile aeriene de H. perforatum
nu poseda proprietati antifungice in raport cu: C. albicans, As. niger, As. fumigatus, Penicillium.
Activitatea antifungica a extractului uscat din flori de H. perforatum a fost studiata doar fata de C.
albicans ATCC 1023. Extractul analizat a manifestat actiuni fungistatica si fungicida in
concentratii mai mari de 300 pg/ml.

Datele experimentale au demonstrat faptul ca extractul uscat din flori de sunatoare
manifesta proprietati antibacteriene mai inalte, in raport cu bacteriile gram-pozitive si proprietati
antifungice fata de C. albicans.

4.4, Studiul activitatii antibacteriene si antifungice ale uleiului volatil din parti aeriene

de H. perforatum
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Uleiul volatil din partile aeriene de H. perforatum a fost obtinut prin metoda de
hidrodistilare la Catedra de farmacognozie si botanicd farmaceutici, USMF , Nicolae
Testemitanu” [184, 185].

Studiul activitatii antibacteriene a uleiului volatil analizat a fost efectuat prin metoda de
diluare in serie intr-un mediu nutritiv lichid (bulion peptonat din carne de 2%, cu pH = 7,0). in
calitate de culturi de referinta, au fost folosite microorganismele indicate anterior (subcapitolul
4.3). Initial uleiul volatil a fost dizolvat in dimetilformamida, apoi emulsia obtinuta — in bulion
peptonat din carne 1%. Pentru insamantare a fost folosita cultura de tulpini obtinute din
microorganismele respective crescute pe geloza de carne in decurs de 18 ore, apoi spalate cu o
solutie izotonica de clorura de sodiu. Doza de insamantare constituie 500 mii de corpi microbieni
per 1 ml de mediu (standard optic de turbiditate). In calitate de solutie-control a fost utilizat
bulionul din carne insamantat cu aceleasi tulpini, fara continut de ulei volatil. Tuburile au fost
agitate si termostatate la temperatura de +37°C timp de 24 si 48 de ore [170, 171].

Proprietatea antifungica a uleiului volatil a fost cercetatd in bulionul Saburo pe tulpini de

Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Candida albicans si Penicillium. Uleiul volatil a fost
dizolvat, initial, in dimetilformamida, apoi emulsia obtinuta a fost diluata in bulionul Saburo de
1%. Inoculatele au fost pregitite din culturi de fungi, crescute la 28°C, in mediul lichid Saburo
timp de cateva zile. Dupa amestecarea inoculatelor cu dilutiile uleiului volatil, tuburile au fost puse
in termostat la temperatura +28°C timp de 7 zile, iar pentru C. albicans — timp de 48 de ore [180,
181, 186].
Evaluarea activitatii bacteriostatice (CMI) a fost efectuata vizual in functie de absenta procesului
de crestere a microorganismelor Tn mediul nutritiv lichid. Activitatea bactericida (CMB) s-a
determinat in baza absentei procesului de crestere a microorganismelor, dupd o insdmantare
repetatd, pe geloza peptonatd, cu o termostatare ulterioard timp de 24 si 48 de ore. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in tabelul 4.5.

Tabelul 4.5. Activitatea antibacteriana a uleiului volatil din Hyperici herba

Proba Microorganismele testate,%
de Staphylococcus | Enterococcus | Escherichia | Pseudomona 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
0,0009 0,0037 0,0009 0.25 >05 | 20,5 | 205 | >0,5 0,5 0,5

Noti: CMI — concentratia minima de inhibitie; CMF — concentratia minima fungicida

Rezultatele obtinute au demonstrat faptul ca uleiul volatil din H. perforatum poseda
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activitate bacteriostatica Tnalta doar fatd de microorganismele gram-pozitive: S. aureus si E.
faecalis (CMI constituie 0,0009%); iar fata de celelalte culturi bacteriene supuse studiului CMI
este mai mare de 0,5% (tabelul 4.2). Activitatea bactericida a uleiului volatil s-a manifestat in
raport cu S. aureus si cu E. faecalis cu CMI de: 0,5% si 0,125% dupa 24 de ore de incubatie si
0,0037-0,25% dupa 48 de ore de incubatie (tabelul 4.5). Concentratiile bacteriostatica si
bactericida ale probei de ulei incluse in studiu, fatd de microorganismele gram-negative (E. coli
ATCC 25922, P. vulgaris HX 19222 si P. aeruginosa ATCC 27853), sunt mai mari de 0,5%.

Activitatea fungistatica a fost determinata in functie de absenta procesului de crestere a
fungilor in mediul nutritiv lichid, iar activitatea fungicida a fost demonstrata in functie de absenta
procesului de crestere a fungilor, la o Insamantare repetata pe geloza Saburo cu o incubare timp
de 7 zile, iar pentru C. albicans — timp de 48 de ore. Rezultatele experimentale sunt prezentate in
tabelul 4.6.

Tabelul 4.6. Activitatea antifungica a uleiului volatil din Hyperici herba

Microorganismele testate, %
Probade | Conce | C.albicans | As.fumigatus | As. niger Penicillium
analizat n-

tratia |CM!I' |[CMF |CMI | CMF | CMI |CMF CMI | CMF

1% — - - - - - - -

Uleiul  |0:5% ~ - - - - - - -

FI;J'I 0,25% + + + + + + + +

volatit "o 12506 | + - + - + + + +

0,062% + + + + + + + +

Nota: CMI — concentratia minima de inhibitie; CMF — concentratia minima fungicida
In urma studiului, a fost dovedit faptul ci uleiul volatil din Hypericum perforatum
manifestd activitate bacteriostatica Tnaltd fatd de microorganismele gram-pozitive, inclusiv in
concentratia de 0,0009% fata de S. aureus 209-P si in concentratia de 0,125% fata de E. faecalis.
Activitatea bactericida in raport cu S. aureus 209-P constituie 0,0037%, iar in raport cu E. faecalis
—0,25%. Concentratiile bacteriostatica si bactericida ale probei de ulei, incluse in studiu, fata de
microorganismele gram-negative (E. coli ATCC 25922, P. vulgaris HX 19222, P. aeruginosa
ATCC 27853) sunt mai mari de 0,5% [186].
Uleiul volatil din Hyperici herba a demonstrat proprietati antifungice fata de toate fungiile,
incluse in studiu pana la concentratia de 0,5%, ce denota ca Hyperici herba poate servi drept sursa

pentru obtinerea uleilui volatil cu proprietati antifungice pronuntate.

4.5. Studiul toxicitatii acute a extractelor uscate
A fost determinata toxicitatea acuta a 4 extracte uscate obtinute din Hyperici herba si din

Hyperici flores (flora spontana si colectia CSPDPM a USMF ,,Nicolae Testemitanu”). Acest studiu
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s-a realizat in cadrul Laboratorului evaluare preclinica si clinica a medicamentelor al CSM.

Toxicitatea acuta s-a determinat prin metoda dozelor fixe cu stabilirea clasei de toxicitate
conform ghidului TG 423 (Acute Toxic Class Method), recomandat de Organizatia Economica
pentru Cooperare si Dezvoltare (OECD) [187, 188, 189]. Studiul a fost efectuat pe: 168 de soareci
de laborator (masculi si femele) cu varste de 2-3 luni si cu masa de 18-26 g; 54 de sobolani (femele)
cu varsta de 3-4 luni si cu masa de 180-250 g. Animalele au fost mentinute in conditii de laborator
(cutii standard de masi plasticd) pentru aclimatizare. Conditiile de trai (temperatura de +25°C,
umiditatea relativa a aerului de 60%) si regimul alimentar pentru animalele de laborator
corespundeau cerintelor sanitare si normelor de alimentare; a fost oferit accesul la apa prin
autoapeducte. Hrana a fost sistata cu 12 ore inainte de initierea experimentului si timp de 4 ore
dupi administrarea probelor testate. In dimineata zilei de experiment soarecii au fost cantariti si
repartizati in loturi omogene a cate 6 masculi si 6 femele in functie de masa corporald. Sobolanii
au fost repartizati in loturi a cate 6 femele [188, 190, 191, 192, 193, 194].

Solutiile extractelor uscate, testate in doze de 50, 300, 1000, 2000 mg/kg, au fost pregatite
in cadrul Catedrei de farmacognozie si botanicd farmaceutica. Extractele luate in experiment au
fost dizolvate in volum constant cu solutie fiziologica de 0,9%: in 1 ml pentru administrarea
enterala si intraperitoneala la soareci; in 5 ml pentru administrare intragastrala la sobolani. In
grupurile de control s-a administrat enteral si intraperitoneal ser fiziologic de 0,9% [192, 194, 195,
196, 197].

Timp de 14 zile s-a monitorizat comportamentul animalelor: consumul de apa si de hrana,
activitatea motorie, reactia la excitanti fizici (lumina, zgomot), functia respiratorie, starea pielii si
amucoaselor. De asemenea, a fost inregistrat timpul de aparitie a primelor simptome de intoxicatie
si decesul animalelor. Tabloul clinic al intoxicatiei s-a determinat vizual. Pentru efectuarea
studiului organelor interne si confirmarea modificarilor obtinute in experiment, au fost disecate
animalele decedate si cele muribunde (dupa eutanasiere) [187, 188, 189, 196].

Extractele uscate din Hyperici herba si Hyperici flores s-au incadrat in clasele de toxicitate
prevazute de ghidul OECD 423 conform rezultatelor obtinute in determinarea toxicitatii acute in
vivo. [172, 187, 188, 189, 194, 198].

4.5.1. Testarea toxicitatii acute a extractelor uscate de H. perforatum la administrarea
intragastrald si intraperitoneald la soareci

Administrarea intragastrala. Extractele uscate au fost administrate soarecilor enteral,
prin gavaj, in doze-test de 300, 1000, 2000 mg/kg, iar extractul uscat din Hyperici flores (colectia
CSPDPM) si in doza de 50 mg/kg. In grupul de control s-a administrat 1 ml de solutie fiziologica
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de 0,9%. Animalele din grupul de control, pe parcursul studiului, n-au demonstrat modificari de
comportament; consumau hrana si apa, erau in miscare activa. Starea mucoaselor si a Invelisului
cutanat era 1n limitele normei, fara schimbari patologice. Mucoasele vizibile erau palide, lucioase,
netede, blana animalelor avea un aspect ingrijit, lucios, fara focare de alopecie. Culoarea urinei —
galben-deschisa. Glandele mamare ale femelelor, la palpare — fara induratii si fara eliminari;
organele genitale masculine — in limitele normei. Deformari sau edeme ale extremitatilor nu s-au
atestat. Toti dintii s-au mentinut [198].

Administrarea extractelor in doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a caracterizat printr-o
perioada de hipodinamie si reducere a reactiei la stimuli exogeni. Majoritatea animalelor au revenit
la starea initiala pe parcursul primelor 4-24 de ore dupa administrarea dozei de 300 mg/kg, si a 24-
72 de ore dupa administrarea dozelor de 1000, 2000 mg/kg. La animalele decedate, carora le-au
fost administrate dozele de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a constatat initial o diminuare a activitatii
motorii, cu 0 reactie redusa, apoi tot mai slaba, la stimuli exogeni, cu dezvoltarea unei stari
terminale (gasping), urmata de decesul animalelor in decurs de 1-3 zile. Convulsiile au fost
constatate ocazional. Dat fiind faptul ca la administrarea dozei de 300 mg/kg a extractului uscat
din flori (colectia CSPDPM) a decedat un singur animal, a fost necesar a introduce proba in doza
de 50 mg/kg (tabelul 4.7). In timpul monitorizarii, nu S-au constatat modificari de comportament,
schimbari vizuale anatomice si nici decesul animalelor.

Tabelul 4.7. Toxicitatea acuti a extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici flores la

administrarea intragastrala soarecilor

L2 o %\ Extractele uscate din produse vegetale analizate
297 © g H. herba, H. flores, H. herba, H. flores,
g 2 = g £ | flora spontana | flora spontani |colectia CSPDPM | colectia CSPDPM
oSg =g | Nr v Nr. v Nr. v Nr. v
> § = £ | animale § ¥ | animale § § animale § ¥ | animale § L
S | decedate| A decedate | O | decedate | O decedate a)
50 6 ns ns ns ns ns ns - 0
300 6 - - 0 - 0 1 17
1000 6 - 0 - 0 1 17 1 17
2000 6 1 17 1 17 1 17 1 17

Nota: ns — experimental nu s-a efectuat
Dupa administrarea extractelor uscate, in special obtinute din Hyperici herba si Hyperici
flores din colectia CSPDPM, uneori si a extractelor din Hyperici herba si Hyperici flores din flora
spontana, la administrarea dozei de 1000 mg/kg, si mai pronuntat, la administrarea dozei de 2000
mg/kg, la animale au fost constatate hipodinamie si reducerea reactiei la stimuli exogeni, stare care

a revenit la normalitate in 1-3 zile. In lotul de animale, in care s-au administrat extracte din flori
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(flora spontana si colectia CSPDPM), s-a constatat inapetenta si diaree pe parcursul primelor 48-
72 de ore. In loturile in care au fost administrate extractele uscate din Hyperici herba (flora
spontana si colectia CSPDPM) diareea a disparut pe parcursul a 24 de ore.

Monitorizarea procesului de alimentare nu a pus in evidentd modificari semnificative
(grupuri supuse studiului versus grup de control). La necropsie, modificari patologice vizibile ale
organelor interne (limba, mucoasele cavitatii bucale, dintii, traheea, esofagul, plamanii, inima,
ficatul, rinichii, splina, vezica urinara), in loturile experimentale si in cele de control, nu au fost
constatate.

In baza rezultatelor obtinute, s-a stabilit LD 0% la administrarea enterala a extractelor
uscate, care a constituit pentru probele obtinute din parti aeriene (flora spontana si colectia
CSPDPM) si flori din flora spontana 1000 mg/Kkg, iar pentru extractul obtinut din flori din colectie
— 50 mg/kg. Procentajul maxim de letalitate a fost de 17% la toate probele analizate (tabelul 4.7).
Mortalitatea LD 25%, LD 50%, LD 100% dupa Kerber nu a fost posibil de stabilit.

La estimarea LDso conform TG 423: Acute Toxic Class Method, s-a stabilit ca extractele
obtinute din Hyperici herba si Hyperici. flores (flora spontand) poseda clasa 5 de toxicitate (practic
netoxic), iar extractele obtinute din Hyperici herba si Hyperici flores (colectia CSPDPM) poseda
clasa 4 de toxicitate (toxicitate redusa) (tabelul 4.8) [188].

Tabelul 4.8. Clasa de toxicitate acutia a extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici

flores determinata la administrare intragastralia soarecilor

Extractele uscate analizate Clasa de toxicitate | LDsgestimat, mg/kg
Hyperici herba (flora spontana) 5 (practic netoxic) > 2000-5000
Hyperici flores (flora spontana) 5 (practic netoxic) > 2000-5000
Hyperici herba (colectia CSPDPM) 4 (toxicitate redusa) > 300-2000
Hyperici flores (colectia CSPDPM) 4 (toxicitate redusa) > 300-2000

Administrarea intraperitonealid. Solutiile extractelor analizate au fost introduse
soarecilor, intraperitoneal in volum de 1 ml, in loturi experimentale cu concentratii de 300, 1000,
2000 mg/kg, iar in lotul de control s-a introdus 1 ml de solutie fiziologica de 0,9%.

La administrarea dozei de 300 mg/kg la animale s-a observat hipodinamie cu reducerea
reactiei la stimuli exogeni. Majoritatea animalelor au revenit la starea normala pe parcursul
primelor 4-24 de ore; a decedat un singur animal, caruia s-a administrat extractul din flori din
colectia CSPDPM. Din acest motiv, proba a fost introdusa si in concentratie de 50 mg/kg,
animalele fiind supravegheate timp de 14 zile. In perioada cercetata nu s-au constatat modificari
de comportament, schimbdri vizuale anatomice si nici decesul lor. La administrarea dozei de 1000

mg/ml s-a constat decesul animalelor in toate loturile experimentale: cate un animal per lot in care
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s-au administrat extracte din Hyperici herba si Hyperici flores din flora spontana; cate doua
animale per lot in care s-au administrat extractele obtinute din parti aeriene si flori din colectie. La
administrarea dozei de 2000 mg/kg s-a constatat decesul animalelor in toate loturile experimentale:
un animal per lot in care s-a administrat extractul din Hyperici herba din flora spontana si doua
animale per lot experimental in care s-au introdus extractele din flori din flora spontana si colectie,
si parti aeriene din colectie (tabelul 4.9). La animalele decedate dupa administrarea probelor in
doze de 300, 1000, 2000 mg/kg s-a constatat o diminuare a activitatii motorii, cu o reactie lenta,
apoi tot mai slaba la stimulii exogeni, cu dezvoltarea unei stari terminale (gasping), urmata de
decesul lor in decurs de 24-96 de ore; convulsiile au fost constatate ocazional.
Tabelul 4.9. Toxicitatea acuta a extractelor uscate din Hyperici herba si Hyperici flores la

administrarea intraperitoneala soarecilor

o o Extractele uscate din produse vegetale analizate
° § %, = % = H. herba, H. flores, H. herba, H. flores,
IS & E_ S e § flora spontani flora spontani |colectia CSPDPM | colectia CSPDPM
8 g % S .E g Nr. g’; o Nr. (q/); _ Nr. U; Nr- (q/); o
S Q| 58| animale | & > | animale | § | animale § ¥ | animale g o
> decedate | © decedate | O 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 17 34 2 34
2000 6 1 17 2 34 34 2 34

Notda: ns — experimentul nu s-a efectuat

Dupa administrarea extractelor uscate, in special obtinute din Hyperici herba si Hyperici
flores din colectie, uneori si a probelor obtinute din flora spontana, la administrarea dozei de 1000
mg/kg, mai pronuntat in doza de 2000 mg/kg, au fost constatate urmatoarele simptome:
hipodinamie si reducerea reactiei la stimuli exogeni, stare care a revenit in limitele normei (la
nivelul animalelor lotului de control) in 1-3 zile. La necropsia organelor interne ale animalelor
decedate si ale lotului de control modificari patologice nu au fost constatate

Datele experimentale denota faptul ca LD 0% a constituit 300 mg/kg la administrarea
intraperitoneald a extractelor obtinute din PV colectate din flora spontana si partile aeriene din
colectia CSPDPM, iar 50 mg/kg - la administrarea extractului din flori din colectia CSPDPM.

S-a stabilit procentul maxim de letalitate la administrarea extractelor uscate analizate:
proba Hyperici herba (flora spontana) — 17% in doza de 2000 mg/kg; proba Hyperici flores (flora
spontana) — 34% in doza de 2000 mg/kg; Hyperici herba si Hyperici flores (colectia CSPDPM) —
34% 1in doza de 1000 mg/kg. A fost stabilita LD 25% pentru proba Hyperici flores din flora

spontana egala cu 1470 mg/kg, la administrare parenterald, iar pentru extractele Hyperici herba si
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Hyperici flores (colectia CSPDPM) - egala cu 735 mg/kg. Conform clasificarii substantelor toxice
dupa Sidorov K. (1977) (administrare intraperitoneald), extractele uscate din Hyperici herba si
Hyperici flores (flora spontana) pot fi atribuite la gradul 5 de toxicitate (substante practic netoxice),
dar extractele din Hyperici herba si Hyperici flores flores (colectia CSPDPM) — la gradul 4 de
toxicitate (substante cu toxicitate redusa) [195, 199].

4.5.2. Testarea toxicitatii acute a extractelor uscate de H. perforatum la administrarea
intragastrali sobolanilor

Administrarea intragastrala. La administrarea intragastrala a solutiilor de extracte
analizate in doze de 300, 2000 mg/kg s-a observat adinamie, somnolenta si reducerea reactiei la
stimuli exogeni. Aceasta stare a revenit in limitele normei (starea grupului de control) pe parcursul
primelor 24 de ore in doza de 300 mg/kg, si pe parcursul a 24-48 ore in doza de 2000 mg/kg. in
loturile experimentale carora s-au administrat extracte uscate din flori de H. perforatum (flora
spontana si colectia CSPDPM) s-a constatat inapetenta si diaree pe parcursul primelor 48-72 de
ore; animalele carora au fost introduse extracte din parti aeriene (flora spontana si colectia
CSPDPM) au manifestat diaree, care a trecut peste 24 de ore. La administrarea dozei de 300 mg/kg
animalele au supravietuit in toate loturile experimentale; la administrarea dozei de 2000 mg/kg a
decedat un singur animal, caruia s-a administrat extractul din Hyperici flores (colectia CSPDPM)
(tabelul 4.10); animalelor lotului de control s-au administrat intragastral cate 5 ml de solutie
fiziologica de 0,9% [194, 196].

Tabelul 4.10. Determinarea toxicitatii acute la administrarea intragastrala a extractelor

uscate din Hyperici herba si Hyperici flores sobolanilor

© Extractele uscate din produse vegetale analizate
° § 1% Hyperici herba Hyperici flores Hyperici herba Hyperici flores
ERREE & | (floraspontand) | (flora spontani) |(colectia CSPDPM) | (colectia CSPDPM)
SE 2 < Nr. f Nr. g | Nr 1] Nr. animale | &
|z | animale | 9| animale | g% | animale | 9 | o g S
decedate | © decedate | @ decedate | O a
300 6 0 0 0 0 0 0 0 0
2000 6 0 0 0 0 0 0 1 17

Pe parcursul cercetarii nu s-au constatat diferente semnificative in raport cu dinamica de
crestere a masei corporale si consumul alimentelor la animalele din grupurile experimentale si in
de control. La necropsie si examinarea organelor interne (limba, mucoasele cavitatii bucale,
traheea, esofagul, plamanii, inima, ficatul, rinichii, splina, vezica urinara, ovarele) in loturile
experimentale si de control modificari patologice vizibile la administrarea intragastrala nu au fost
inregistrate.

S-a stabilit LD 0% la administrarea enterald a extractelor uscate din Hyperici herba si
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Hyperici flores din flora spontana si Hyperici herba din colectia CSPDPM, care a constituit doza
de 2000 mg/kg, iar in cazul probei de Hyperici flores din colectia CSPDPM valoarea acesteia a
corespuns dozei de 300 mg/kg (tabelul 4.10).

A fost determinata clasa de toxicitate pentru administrarea enteralda sobolanilor a
extractelor uscate din flori si din parti aeriene de H. perforatum (flora spontana si colectia
CSPDPM) conform clasificarii propuse de OECD (TG 423 Acute Toxic Class Method) [179].
Datele experimentale releva faptul ca extractele uscate obtinute din Hyperici herba, Hyperici
flores (flora spontand), Hyperici herba (colectia CSPDPM) corespund gradului de toxicitate 5,
pentru care LDsg estimat este > 5000 mg/kg, iar proba Hyperici flores (colectia CSPDPM)
corespunde gradului de toxicitate 5, pentru care LDs este estimat cu 2500 mg/kg (tabelul 4.11).

Tabelul 4.11. Clasa de toxicitate acuta a extractelor uscate din Hyperici herba si

Hyperici flores determinata la administrare intragastrali sobolanilor

Extractele uscate analizate Clasa de toxicitate L Dso estimat, mg/kg
Hyperici herba (flora spontani) 5 (practic netoxic) > 5000
Hyperici flores (flora spontand) 5 (practic netoxic) > 5000
Hyperici herba (colectia CSPDPM) 5 (practic netoxic) > 5000
Hyperici flores (colectia CSPDPM) 5 (practic netoxic) >2000-5000=2500

In cadrul studiului preclinic pe animale de laborator (sobolani) s-a constatat ci extractele
analizate nu poseda efect toxic. Astfel, pot fi utilizate drept componente in elaborarea formelor

farmaceutice de uz intern si extern, cu proprietati antioxidante, antiinflamatoare si antibacteriene.

4.6. Sinteza capitolului 4

Prin metodele DPPH si ABTS a fost determinata activitatea antioxidantd mai inalta la
extractul uscat din flori. Valoarea ICso pg/ml (13,351 pg/ml,) determinata prin metoda DPPH a
extractului uscat din flori a fost mai aproape de valoarea ICso pg/ml a substantei de referinta —
Trolox (4,13 pg/ml), comparativ cu extractul din parti aeriene (22,52 pg/ml). Capacitatea
antioxidantd determinatd prin metoda ABTS ™ a demonstrat urmatoarele: extractul uscat din
Hyperici flores (28,79 uM; CI 95% 28,71-28,80) poseda activitate antioxidantd mai mare
comparativ cu extractul uscat din Hyperici herba (23,68 uM; CI 95% 22,27-25,08). Extractele
uscate din flori (45,80%; CI 95% 44,30-47,29) si din parti aeriene (35,94%; Cl 95% 34,07-37,81)
au dovedit o capacitate mai scazuta de chelare a fierului comparativ cu EDTA (99,06%; Cl 95%
98,55-99,56) — substanta de referinta.

Au fost demonstrate actiunile antibacteriana si antifungica ale uleiului volatil, obtinut prin
hidrodistilare din Hyperici herba, care a manifestat o activitate bacteriostatica inalta in raport cu
microorganismele gram-pozitive in concentratie de 0,0009% — S. aureus 209-P si 0,125% — de E.
faecalis ATCC 19433. Activitatea bactericida fata de S. aureus 209-P constituie 0,0037% si fata
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de E. faecalis — 0,25%. Concentratiile bacteriostatica si bactericida ale uleiului volatil in raport cu
microorganismele gram-negative E. coli ATCC 25922, P. vulgaris HX 19222 si P. aeruginosa
ATCC 27853 sunt mai mari de 0,5%. Uleiul volatil din Hyperici herba a manifestat proprietati
antifungice pana la concentratia de 0,5% in raport cu Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus,
Candida albicans si Penicillium.

A fost demonstrata activitatea bacteriostatica si bactericida ale extractului obtinut din
Hyperici flores. In calitate de culturi de referinta au fost folosite: Staphylococcus aureus 209-P,
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Escherichia coli ATCC 25922, Proteus mirabilis ATCC
3177, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 si Acinetobacter baumannii ATCC 19606. Extractul
din Hyperici flores a manifestat activitate bacteriostatica fata de S. aureus 209-P in concentratie
de 37,5 pg/ml; E. faecalis — in concentratic de 75 pg/ml; in celelalte culturi-test bacteriene s-a
atestat o activitate bacteriostatica in concentratii mai mari de 300 pg/ml. Extractele uscate obtinute
din parti aeriene de sunatoare poseda proprietdti antibacteriene in concentratii mai mari de 300
ng/ml, fiind inactive fata de fungi.

Studiul activitatii antiinflamatoare a extractelor uscate din parti aeriene si din flori de H.
perforatum L. a fost realizat in vivo prin inducerea edemului in laba posterioara a sobolanilor.
Toate extractele si-au demonstrat eficienta in conditii de inflamatie acuta. Rezultatele obtinute
denota eficacitatea antiinflamatoare a extractelor polifenolice din Hyperici herba (44,2%; CI 95%
31,9-56,6) si din Hyperici flores (39,33%; CI 95% 27,2-51,5) - produse vegetale colectate din flora
spontana. Aceste date au fost mai aproape valorilor substantei de referinta (diclofenac de sodiu),
care a redus esential procesul de extindere a edemului (49,76%; CI 95% 43,0-56,8), comparativ
cu extractele obtinute din Hyperici herba (35,89%; Cl 95% 20,2-51,6) si Hyperici flores (35,89%;
Cl 95% 20,2-51,6) din colectia CSPDPM.

Cercetarile efectuate au demonstrat ca extractele uscate obtinute din parti aeriene (flora
spontana, colectie) si din flori (flora spontana, colectie), la administrarea pe cale interna
unimomentand animalelor de laborator (soareci, sobolani) practic nu manifesta efecte toxice.
Administrarea intragastrala si cea intraperitoneald au generat un numar redus de decese si lipsa de
modificari macroscopice la nivelul organelor interne. Aceasta stare de lucruri permite atribuirea
extractelor uscate din H. herba si H. flores din colectie la gradul 4 de toxicitate (substante cu
toxicitate redusa), iar extractele din H. herba si H. flores din flora spontana la gradul 5 de toxicitate

(substante practic netoxice).
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CONCLUZII GENERALE

Studiul macro- si microscopic al frunzelor si elementelor florale la speciile H. perforatum, H.
elegans, H. tetrapterum, H. hirsutum din flora spontand a RM a permis evidentierea
caracterelor macroscopice (numdrul de coaste si modul de aranjare pe tulpini, pubescenta
partilor aeriene) si microscopice (structureler secretoare — glande negre, buzunare translucide
si canale, cu caracteristici de diferentiere — tipul, culoarea, forma, localizarea), pentru
identificarea produselor vegetale.

Analiza cantitativa comparativa al compusilor chimici (mg/g), a 4 specii de Hypericum (parti
aeriene) prin metoda HPLC, releva ca: specia H. perforatum se deosebeste prin continut
maxim de flavonoide (30,3); continutul de acizi hidroxicinamici variaza de la 10,7 in H.
tetrapterum pana la 1,82 in H.elegans; continutul sporit de hipericind s-a determinat in H.
elegans — 1,34, iar hiperforina a fost identificata doar in H. perforatum (27,90).

Constatarea continutului maxim de flavonoide in partile aeriene de H. perforatum a servit ca
reper pentru dozarea ulterioara a unor flavonoide (%) in plantele din flora spontana si cultivata
(colectia CSPDPM, USMF ,Nicolae testemitanu”): rutozida (2,01) si hiperozida (0,95)
prevaleaza in plantele din flora spontana, iar cvercitrozida (0,54), cvercetol (0,25) si 13,118-
biapigenina (0,28) in cele cultivate.

Studiul comparativ al uleiului volatil, obtinut prin hidrodistilare, la 4 specii de Hypericum a
pus in evidenta partile acrine de H. perforatum prin continut maximal — 0,26%. Taxonomia
speciei coreleazd cu componentii majori ai uleiului volatil In produsele vegetale: H.
perforatum — B-cariofilen (12,175%), oxid de cariofilen (12,119%) si a-pinen (8,574%); H.
elegans — g-gurjunen (13, 99%), aromadendren (13,99%) si undecan (10,262%); H.
tetrapterum — dodecanal (9,271%) si a-longipinen (8,489%); H. hirsutum — oxid de cariofilen
(10,435%) si fitol (6,056%).

S-au determinat parametri optimi (concentratia solventului, numarul de fractii si timpul de
extragere) pentru metoda de macerare fractionata cu agitare in vederea sporirii randamentului
de extragere a compusilor chimici din flori de H. perforatum. Analiza chimica comparativa a
extractelor uscate a evidentiat Hyperici flores cu valori maxime ale totalului de flavnoide
(14,470%), polifenoli (15,091%) si derivati ai antracenului (0,845%) comparativ cu Hyperici
herba. Parametri de standardizare a extractelor uscate se incadreaza in limitele admisibile si
corespund cerintelor DAN. Studiul de stabilitate, efectuat in timp real si in conditii accelerate,
a permis determinarea termenului de valabilitate de 36 luni pentru extractele uscate din flori

si parti aeriene de H.perforatum.
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Extractele uscate din flori si parti aeriene de H.perforatum poseda activitati biologice:
activitate antioxidanta, determinatd prin metodele DPPH, ABTS si capacitatea de chelare a
fierului in extractul uscat din flori au fost mai mari, comparativ cu extractul din parti aeriene
(p<0,05); activitatea antiinflamatoare a extractelor, obtinute din Hyperici herba (44,2%) si
Hyperici flores (39,33%) din flora spontana nu difera semnificativ (p>0,05) de rezultatele
substantei de referintd — diclofenacul de sodiu (49,76%); activitatea bactericida a extractului
uscat din flori s-a manifistat, in concentratie mai joasa, fata de S. aureus 209-P (37,5 ug/ml)
si E. faecalis (75 pg/ml), comparativ cu extractul obtinut din parti aeriene de H. perforatum
(300 pg/ml).

Studiul toxicitatii acute a stabilit gradele 5 si 4 de toxicitate ale extractelor uscate, obtinute
din flori si parti aeriene de H. perforatum din flora spontand (LD50> 5000 mg/kg) si cultivata
(LD50 = 2500 mg/kg), administrate enteral si parenteral animalelor de laborator, ce denota
inofensivitatea extractelor de sunatoare.

In baza rezultatelor obtinute au fost elaborate Proiectele monografiilor farmacopeice pentru
produsul vegetal ,,Flori de Sunatoare — Hyperici flores” si pentru produsul farmaceutic

,,Extract uscat din flori de Sunatoare — Hyperici flores extractum siccum”.
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RECOMANDARI PRACTICE

. Prezenta lucrare stiintifica ofera noi perspective de cercetare a studiului chimic al speciilor H.
elegans si H. tetrapterum pentru identificarea noilor surse de hipericina si acizi hidroxicinamici
- compusi chimici valorosi pentru proprietatile antidepresive, antibacteriene si antioxidante.

. Metodele implementate (obtinerea, analiza chimica, standardizarea produselor vegetale si
extractelor din speciile g. Hypericum) pot fi aplicate in cadrul laboratoarelor de control ale
calitatii medicamentelor si departamentelor de cercetare-dezvoltare ale intreprinderilor
farmaceutice.

. Rezultatele studiului farmaceutic ale speciei H. perforatum impun necesitatea unor noi cercetari,
preclinice si clinice, ale produselor extractive (ulei volatil, extracte uscate), obtinute din
Hyperici herba si Hyperici flores, pentru elaborarea de produse noi fitoterapeutice in RM, cu
proprietati antibacteriene, antidepresive si anxiolitice.

. Rezultatele obtinute pot fi implementate in procesul didactico-instructiv al studentilor de la
Facultatea de Farmacie, in cadrul disciplinelor Botanicd farmaceuticd, Farmacognozie,
Tehnologie farmaceuticd magistrald, Chimie farmaceutica, Elaborarea medicamentului si
cercetarea farmaceuticd; a rezidentilor, in cadrul modulului conex Plante in sandatatea umanad
si a farmacistilor, 1n cadrul cursului de educatie continud in farmacie Actualitati in domeniul

plantelor medicinale si fitopreparatelor.

133



10.

BIBLIOGRAFIE

CAMBYKOBA, T.B. u ap. [lepcrieKTUBBI UCIIOIB30BaHMs (PUTOTIPEIIAPATOB B COBPEMEHHOM
dapmakonoruu. B: O630psi no kiunuyeckoil gapmaxonrocuu u ieKapCmeeHHOU mepanuu.
2017, T. 15, Ne 2, c. 56-63. ISSN 2542-1875 (Online).

CHIMSHIROVA, R., KARSHEVA, M., DIANKOV, S., HINKOV, I. Extraction of valuable
compounds from bulgarian St. John’s Wort (Hypericum perforatum L.). antioxidant capacity
and total polyphenolic content. In: Journal of Chemical Technology and Metallurgy. 2019,
54, 5, pp. 952-961. ISSN 1314-7978 (Online).

European Medicines Agency. European Union herbal monograph on Hypericum perforatum
L. herba. 2018, 56 p. Disponibil: https://www.ema.europa.eu/en/documents/herbal-
report/final-assessment-report-aloe-barbadensis-mill-aloe-various-species-mainly-aloe-
ferox-mill-its_en.pdf

BEJAOUI, A. et al. Bioactive compounds from Hypericum humifusum and Hypericum
perfoliatum: inhibition potential of polyphenols with acetylcholinesterase and key enzymes
linked to type-2 diabetes. In: Pharmaceutical Biology. 2017, Vol. 55, Ne 1, pp. 906-911. ISSN
1744-5116 (Online).

SHRIVASTAVA, M., DWIVEDI, L.K. Therapeutic potential of Hypericum perforatum: a
review. In. International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research. 2015; VVol. 6(12),
pp. 1000-1007. ISSN: 0975-8232.

BENEA, A., NISTREANU, A., TIHON, Iu. Studiul chimic al unor specii din genul
Hypericum L. din flora Republicii Moldova. In: Analele Stiintifice ale USMF ,, N.
Testemizanu”. 2011, Ne. 1(12), pp. 418-421. ISSN 1857-1719.

BENEA, A. Compozitia chimica a speciilor genului Hypericum L. In: Revista Farmaceutici
a Moldovei. 2021, Vol. 45, Ne 1, pp. 82-84. ISSN 1812-5077.

BENEA, A. Efectele farmacologice ale compusilor chimici din specia Hypericum perforatum
L. In: Revista Farmaceutica a Moldovei. 2021, Vol. 45, Ne 1, pp. 55-57. ISSN1812-5077.
ADAMCZAK, A., OZAROWSKI, M., KARPINSKI, T.M. Antibacterial activity of some
flavonoids and organic acids widely distributed in plants. In: Journal of Clinical Medicine.
2020, 9, 109. ISSN: 2077-0383. Disponibil: doi:10.3390/jcm90101009.

CELEN, G., OZKAN, S., AYHAN, F. The phenolic compounds from Hypericum perforatum
and their antimicrobial activities. In: Hacettepe Journal of Biology and Chemistry. 2008, 36
(4), pp. 339-345. ISSN 2687-475X.

134



11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

CROCKETT, S. Essential oil and volatile components of the genus Hypericum
(Hypericaceae). In: Natural Product Communications.2010, Vol. 5 (9), pp. 1493-1506. ISSN
1555-9475 (Online).

ZANOLLI, P. Role of hyperforin in the pharmacological activities of St. John’s Wort. In: CNS
Drug Reviews. 2004, Vol. 10, Ne. 3, pp. 203-218. ISSN 1527-3458 (Online).
COJOCARU-TOMA, M. Produse vegetale si fitopreparate din Republica Moldova.
Chisinau: Centrul Editorial-Poligrafic Medicina, 2017. 330 p. ISBN978-9975-82-059-2.
TAMAS, M. Botanica Farmaceuticd, Vol. 11, Sistematica — Cormobionta. Cluj Napoca:
Editura medicala ,,Iuliu Hatieganu”, 1999. 252 p. ISBN 973-98636-7-3.

CALALB, T.,BODRUG, M. Botanica Farmaceutica. Chisinau: CEP Medicana, 2009, p. 315-
317. ISBN 978-9975-915-44-1.

NEGRU, A. si a. Lumea vegetala a Moldovei. Plante cu flori — Il. Chisinau: Stiinta, 2006. p
13. ISBN 978-9975-67-535-2.

TEUJIEMAH, T. Onpedenumens evicuux pacmenuti Mondasckoii CCP. Kurmnes:
IItnunna, 1986, c. 369-371.

LBEJIEBA, H. @ropa Bocmounoti Eéponwsi. Cankt-IletepOypr: Mup u cembsa-95. 1996, Tom
IX, c. 173-177. ISBN 5-90016-28-X.

KHWUTAHOB, I'., BJIMHOBA, K. CoBpeMeHHOE COCTOSIHUE XHMUYECKOT'O0 M3YUYCHUs BUOB
pona Hypericum. B: Xumus npupoounsix coedunenuti. Tamkent, 1987, Tom 2, ¢. 185-199.
Natura rezervatiei ,, Plaiul Fagului”. Coord. A. Ursu; Agentia pentru Silvicultura
,»Moldsilva”; Academia de Stiinte a Republicii Moldova. Chisindu —Radenii Vechi. 2005, 102
p. ISBN 975-944-88-4.

KYPKUH, B.A., IIPABJIVUBHEBA, O.E., 3SUMHWHA, JI.H. CpaBHutenbHoe MOpQoaoro—
AQHATOMHYECKOE WCCIICOBAaHUE ChIPhS HEKOTOPBIX BHAOB pomaa Hypericum L. B:
Meouyunckuii arnemanax. 2010, Ne 1 (10), c. 207-209. ISSN 2499-9954 (Online).

KYPKMH, B.A., TIIPABAMBIIEBA, O.E., 3MMHWHA JL.H. CpaBHuTEnsHOE
MHUKPOCKOITMYECKOE UCCIICIOBAaHNE HEKOTOPBIX BHUIOB 3Bepo00si. B: @apmayus. 2009, Ne 3,
c. 11-12. ISSN 2541-9218.

PERRONE, R., DE ROSA, P., DE CASTRO, 0., COLOMBO, P. Leaf and stem anatomy in
eight Hypericum species (Clusiaceae). In: Acta Botanica Croatica. 2013, 72 (2), pp. 268-286.
ISSN 1847-8476 (Online).

CICCARELLI, D., ANDREUCCI, A.C., PAGNI A. M. Translucent glands and secretory

canals in Hypericum perforatum L. (Hypericaceae): Morphological, anatomical and

135



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

histochemical studies during the course of ontogenesis. In: Annals of Botany. 2001, 88, pp.
637-644. ISSN 0305-7364.

GITEA, D., SIPOS, M., TAMAS, M., PASCA B. Secretory structures at species of Hype-
ricum genera from Bihor county, Romania. Note I. Vegetative organs. In: Farmacia. 2011,
Vol. 59, 3, pp. 424-431. ISSN 2065-0019 (Online).

PERRONE, R., DE ROSA, P., De CASTRO, O., COLOMBO, P. A further analysis of
secretory structures of some taxa belonging to the genus Hypericum (Clusiaceae) in relation
to the leaf vascular pattern. In: Turkish Journal of Botany. 2013, 3, pp. 847-858. ISSN 1303-
6106.

LOTOSKA, B., OSINSKA, E. Shoot anatomy and secretory structures in Hypericum species
(Hypericaceae). In: Botanical Journal of the Linnean Society. 2010, 163, pp. 70-86. ISSN
1095-8339 (Online).

CURTIS, J.D., LERSTEN N.R. Internal secretory structures in Hypericum (Clusiaceae): H.
perforatum L. and H. balearicum L . In: New Phytologist. 1990, 114, pp. 571-580.ISSN 1469-
8137 (Online).

®posioBa, JI. H., T. JI. Kucenesa, H. H. MensnukoBa, E. B. IlperaeBa, u . A.
KoHcTantuHOBa.  «MOp(QOJIOro-aHATOMUYECKOE U3YUYEHHE CBEXKECOOPAHHOIO  ChHIPbS
OTICNBHBIX MpeacTaBuTeNelt poaa Hypericum. Tpaduyuonnas meduyuna, soimn. 2(17) 2009.
cc. 7-13, http://www.tradmed.ru/index.php/tm/article/view/121.

CICCARELLLI, D., ANDREUCCI, A.C., PAGNI, A.M. The "black nodules" of Hypericurn
perforaturn L. subsp. perforaturn: Morphological, anatomical, and histochemical studies

during the course of ontogenesis. In: Israel Jourtlal of Plant Sciences. 2001, vol. 49, pp. 33-
40. ISSN 2223-8980 (Online).

MINARCHENKO, V. et al. Morphological investigations on the diagnostic features of six
Hypericum species of the Ukrainian flora. In: Fabad Journal of Pharmaceutical Sciences.
2021, 46(1), pp. 31-42. ISSN1300-4182.

SIPOS, M., GITEA D. Secretory structures in species of the Hypericum genus from Bihor
county note Il flowers. In: Farmacia. 2014, Vol. 62, 3, pp. 617-624. ISSN 2413-2241
(Online).

NURK, N.M. Phylogenetic analyses in St. John’s wort (Hypericum). Inferring character
evolution and historical biogeography. Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades
des Doktors der Naturwissenschaften (Dr. rer. Nat.) eingereicht im Fachbereich Biologie,

Chemie, Pharmazie der Freien Universitét. Berlin, 2011. 129 p.

136


http://www.tradmed.ru/index.php/tm/article/view/121

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

KHNTAHOB, I'M., BJIMHOBA K.®. CoBpeMEHHOE COCTOSHME XMUMHUYECKOIO H3y4YEHUs
Bu10B poaa Hypericum. B: Xumus npupoonvix coeounenuii. 1987, 2, c¢. 185-195. ISSN 1573-
8388 (Online).

MULLER, W. E. St. John’s Wort and its active principles in depression and anxiety. Basel
Boston Berlin: Birkhduser Verlag, 2005, 15 p. ISBN 978-3-7643-6160-0.

GITEA, D., VLASE, L., TAMAS, M., ONIGA, I. Identification and quantitative
determination of hyperforin in some Hypericum species. In: Contributii Botanice. Grddina
Botanica “Alexandru Borza” Cluj-Napoca. 2010, XLV, pp. 35-40.ISSN 1857-095X.
TAMAS, M., DRAGULESCU, C., ONIGA, 1., GLIGA, F. Comparative phytochemical
research on some species of Hypericum and populations of H. perforatum L. (Hypericaceae)
in Romania. In: Acta oecologica. 2001, Vol. VIII, 1-2, pp. 25-33. ISSN 1221-5015.
HUANG, L., Chen, S. Hypericin in Hypericum: chemistry, botanical sources and biological
activities. In: Journal of Chinese Pharmaceutical Sciences. 2012, 21, pp. 388-400. ISSN
1003-1057.

MALES, Z. et al. Comparative phytochemical and antimicrobial investigations of Hypericum
perforatum L. subsp. perforatum and H. perforatum subsp. angustifolium (DC.) Gaudin. In:
Acta Pharmaceutica. 2006, 56, pp. 359-367.ISSN 1846-9558.

KARPPINEN, K. Biosynthesis of hypericins and hyperforins in Hypericum perforatum L. (St.
John’s Wort) — precursors and genes involved. In. Acta universitatis ouluensis. 2010, pp. 14-
18. ISSN 1796-220X.

3JIOBMH, A.A. u gp. CoctaB U CBOWHCTBAa IEKTHMHOBBIX IOJMCAXapHUIOB 3BEpPOOOs
npoasipsisiaearoro Hypericum perforatum L. B: Xumust pacmumensnozo coipvs. 2011, Ne 1,
c. 33-38. ISSN 1029-5143 (Online).

PELLATI, F., BENVENUTI, S., MELEGARI, M. Chromatographic performance of a new
polar poly(ethylene glycol) bonded phase for the phytochemical analysis of Hypericum
perforatum L. In: Journal of Chromatography A. 2005, Vol. 1088, pp. 205-217. ISSN 0021-
9673.

GRANZOW, D. Untersuchungen zu Hypericum perforatum L.: anbau und selektion,
analytische und prdparative arbeiten. Dissertation zur Erlangung des Doktorgrades der
Naturwissenschaften (Dr. rer. Nat.). Marburg, 2000, 160 p.

BAGDONAITE, E., JANULIS, V., IVANAUSKAS, L., LABOKAS, J. Ex situ studies on
chemical and morphological variability of Hypericum perforatum L. in Lithuania. In:
Biologija. 2007, Vol. 53, Ne 3, pp. 63-70. ISSN 2029-0578 (Online).

137



45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

ZOBAYED, S.M.A, AFREEN,F., GOTO, E., KOZAI, T. Accumulation of hypericin in dark
glands of Hypericum perforatum. In: Annals of Botany. 2006, 98, pp. 793-804. ISSN 1095-
8290 (Online).

REPCAK, M., MARTONFI, P. The localization of secondary substances in Hypericum
perforatum flower. In: Biologi, Bratislava. 1997, 52 (1), pp. 91-94. ISSN 0006-3088.
GITEA, D., SIPOS, M., TAMAS, M., PASCA, B. The analysis of alcoholic extracts
Hypericum species by UV/VIS spectrophotometry. In: Analele Universitatii din Oradea —
Fascicula Biologie. 2010, Tom. XVII, 1, pp. 111-115. ISSN 1224-5119.

[TPABIMBLIEBA, O.E., KYPKIH, B.A. CpaBHutenbHOE HCCIIEOBAHUE XHUMHYECKOTO
coCTaBa HaJ3€MHOM YacTH HEKOTOPBIX BUI0B poaa Hypericum L. B: Xumus pacmumenvrozco
coipvsi. 2009, Nel, c. 79-82. ISSN 1029-5143.

KITANOV, G.M. Hypericin and pseudohypericin in some Hypericum species. In:
Biochemical Systematics and Ecology. 2001, 29, pp. 171-178. ISSN 0305-1978.
SOELBERG, J., JORGENSEN, L.B., JAGER, A.K. Hyperforin accumulates in the
translucent glands of Hypericum perforatum. In: Annals of Botany. 2007, 99, pp. 1097-1100.
ISSN 1095-8290 (Online).

VATTIKUTI, U.M.R., VEERESHAM, C. An overview on Hypericum perforatum Linn. In:
Natural Product Radiance. 2005, Vol. 4(5), pp. 368-381. ISSN 0972592X.
SMELCEROVIC, A., SPITELLER, M. Phytochemical analysis of nine Hypericum L species
from Serbia and the F.Y.R. Macedonia. In: Pharmazie. 2006,61(3), pp. 251-252. ISSN 0031-
7144,

BRUNI, R., SACCHETTI, G. Factors affecting polyphenol biosynthesis in wild and field
grown St. John’s Wort (Hypericum perforatum L. Hypericaceae/Gulttiferae). In: Molecules.
2009, 14, pp. 682-725.1SSN 1420-3049 (Online).

SCHULTE-LOBBERT, S. et al. Development of a high-performance-liquid-chromatographic
method for the determination of biapigenin in biorelevant media. In: Journal of
Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 2003, 33, pp. 53-60. ISSN 07317085.
BOUBAKIR, Z. Hyperforin biosynthesis — Characterization and purification of a
prenyltransferase from Hypericum calycinum cell cultures. Dissertation doctor of natural
science. Derna, 2006, 129 p.

BETUL, D. Isolation of a bioactive compound hypericin from a medicinal plant Hypericum
perforatum L. using basic chromatography methods. For the degree of master of science in
the department of chemistry. 2003, 71 p. Disponibil la:
http://etd.lib.metu.edu.tr/upload/12604846/index.pdf

138


about:blank
mailto:pavol.martonfi@upjs.sk
https://www.ingentaconnect.com/content/govi/pharmaz
https://www.ingentaconnect.com/content/govi/pharmaz
http://etd.lib.metu.edu.tr/upload/12604846/index.pdf

o7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

3UMHHA, JLH., KYPKUH, B.A., PbDKKOB, B.M. CpaBHurenbHOoe ucCIeAOBaHUE
KOMIIOHEHTHOTO ~ COCTaBa  TpaBbl  ()apMakONEHHBIX BUAOB  3BEPO00OS  METOAOM
BBICOKOA(()EKTUBHON >KUIKOCTHON xpomarorpaduu. B: Xumus pacmumenvroco coipbs.
2013, Ne 1, ¢. 205-208. ISSN: 1029-5143 (Online).

PATOCKA, J. The chemistry, pharmacology, and toxicology of the biologically active
constituents of the herb Hypericum perforatum L. In: Journal of Applied Biomedicine. 2003,
1, pp. 61-70. ISSN 1214-0287.

KUMAR, V., SINGH, P.N., MURUGANANDAM, A.\. BHATTACHARYA,
S.K.Hypericum perforatum: Nature’s mood stabilizer. In: Indian Journal of Experimental
Biology. 2000, Vol. 38, pp.1077-1085. ISSN 0975-1009 (Online).

ERKEN, H. et al. Chemical investigations on some Hypericum species growing in Turkey.
In: Chemistry of Natural Compounds. 2001, 37, 5, pp. 434-438. ISSN 1573-8388 (Online).
MAGGI, F. et al. Chemical composition and antimicrobial activity of the essential oils from
several Hypericum taxa (Guttiferae) growing in central Italy (Appennino Umbro-
Marchigiano). In: Chemistry & Biodiversity. 2010, 7(2), pp. 447-466. ISSN:1612-1880.
PAVLOVIC, M., TZAKOU, O., PETRAKIS, P. V., COULADIS, M. The essential oil of
Hypericum perforatum L., Hypericum tetrapterum Fries. and Hypericum olympicum L.
growing in Greece. In: Flavour and Fragrance Journal. 2006, 21(1), pp. 84-87. ISSN 0882-
5734.

SAROGLOU,V. et al. Composition and antimicrobial activity of the essential oil of six
Hypericum species from Serbia. In: Biochemical Systematics and Ecology. 2007, 35(3), pp.
146-152. ISSN 0305-1978.

BASER, K.H.C., OZEK, T., NURIDDINOV, H. R., DEMIRCI A. Essential oils of two
Hypericum species from Uzbekistan. In: Chemistry of Natural Compounds. 2002, Vol. 38 (1),
pp. 54-56. 1573-8388 (Online).

SCHWOB, I., BESSIERE , J.-M., MASOTTI, V., VIANO, J. Composition of the essential
oils of Hypericum perforatum L. from southeastern France. In: Biochemical Systematic and
Ecology. 2004, 32(8), pp 735-745. ISSN 0305-1978.

SCHWORB, I., BESSIERE, J.-M., VIANO, J. Composition of the essential oils of Hypericum
perforatum L. from southeastern France. In: Comptes Rendus Biologies. 2002, 325, pp. 781-
785. ISSN1631-0691.

SHAROPOQV, F.S., GULMURODOV, I.S., SETZER, W.N. Essential oil composition of
Hypericum perforatum L. and Hypericum scabrum L. growing wild in Tajikistan. In: Journal
of Chemical and Pharmaceutical Research. 2010, 2(6), pp. 284-290. ISSN 0975-7384.

139



68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

HAJDARI, A. et al. Essential oil composition and variability of Hypericum perforatum L.from
wild population in Kosovo. In: Current Issues in Pharmacy and Medical Sciences. 2014, Vol.
27(1), pp. 51-54. ISSN 2300-6676 (Online).

BERTOLI, A., CUNEYT, C.,TEIXEIRA DA SILVA, J. A. Hypericum species as sources of
valuable essential oils. In: Medicinal and Aromatic Plant Science and Biotechnology. 2011,
5, pp. 29-47. ISSN 1752-3389.

PORPEVIC, A. Chemical composition of Hypericum perforatum L. essential oil. In:
Advanced technologies. 2015, 4(1), pp. 64-68. ISSN 2620-147X (Online).

RADUSIENE, J., JUDZENTIENE, A., BERNOTIENE, G. Essential oil composition and
variability of Hypericum perforatum L. growing in Lithuania. In: Biochemical Systematics
and Ecology. 2005, 33, pp. 113-124. ISSN 0305-1978.

RADULOVIC, N.S, PORDEVIC, A.S., PALIC, R.M. The intrasectional chemotaxonomic
placement of Hypericum elegans Stephan. Ex Willd. Inferred from the essential-oil chemical
composition. In: Chemistry & Biodiversity. 2010, Vol. 7 (4), pp. 943-952. ISSN:1612-1880.
FATHI, H., EBRAHIMZADEH, M.A. Antioxidant and free radical scavenging activities of
Hypericum perforatum L. (St. John’s Wort). In: International Journal of Forest, Soil and
Erosion. 2013, 3(2), pp. 68-72. ISSN 2251-6387.

BANKHALID, V., WAFAA, M.A., Al. SHAIKH HAMED. Preliminary phytochemical
screening and evaluation of in vitro antioxidant activity of Iragi species of Hypericum
perforatum aerial part. In: International Research Journal of Pharmacy. 2014, 5(5), pp. 369-
373. ISSN 2230-8407.

KYPKHWH, B.A., AYBUIIIEB, A.B., IPABAVBIIEBA, O.E., SUMUHA, JI.H. U3yuenue
HeﬁpOTpOHHOﬁ AKTUBHOCTHU HOBBIX JICKAPCTBCHHBIX IIPCIAPATOB M3 TPaBbl 3Bepo60${. B:
Meouyunckuii anomanax. 2009, Ne 4 (9), ¢. 33-36. ISSN 2499-9954 (Online).

KYPKUH, B.A, ITPABJIUBLIEBA, O.E., SUMHMHA, JI.H. AaTuaenpeccanTHasi akTUBHOCTh
nperapaToB TpaBsl 3Bepobosi. B: @apmayus. 2010, Ne 5, ¢. 40-41. ISSN 0367-3014.
SADDIQE, Z., NAEEM, I.,, MAIMOONA, A. A review of the antibacterial activity of
Hypericum perforatum L. In: Journal of Ethnopharmacology. 2010, 131, pp. 511-521. ISSN
0378-8741.

KARIOTI, A., BILIA, A.R. Hypericins as potential leads for new therapeutics. In:
International Journal of Molecular Sciences. 2010, 11, pp. 562-594. ISSN 1422-0067.
GREESON, J.M., SANFORD, B., MONTI, D.A. St. John’s wort (Hypericum perforatum): a
review of the current pharmacological, toxicological, and clinical literature. In:
Psychopharmacology. 2001, 153, pp. 402-414. ISSN 0033-3158.

140



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

ASSADI, A., ZARRINDAST, M.R., JOUYBAN, A., SAMINI, M. Comparing of the effects
of hypericin and synthetic antidepressants on the expression of morphine induced conditioned
place preference. In: Iranian Journal of Pharmaceutical. 2011, 10(3), pp. 619-626. ISSN
1726-6890 (Online).

FEYZIOGLU, B. et al. Antibacterial effect of hypericin. In: African Journal of Microbiology
Research. 2013, 7(11), pp. 979-982. ISSN 1996-0808.

BUTTERWECK, V. et al. Effect of the total extract and fraction of Hypericum perforatum in
animal assays for antidepressant activity. In: Pharmacopsychiatry. 1997, 30, pp. 117-124.
ISSN 1439-0795 (Online).

SILVA, B., OLIVERA, P.J., DIAS, A., MALVA, J.O. Quercetin, kaempferol and biapigenin
from Hypericum perforatum are neuroprotective against excitotoxic insults. In: Neurotoxicity
Research. 2008, Vol. 13(3,4), pp.265-279. ISSN 1476-3524 (Online).

PAULKE, A., NOLDNER, M., SCHUBERT-ZSILAVECZ, M., WURGLICS, M. St. John’s
wort flavonoids and their metabolites show antidepressant activity and accumulate in brain
after multiple oral doses. In: Pharmazie. 2008, 63, pp. 296-302. ISSN 0031-7144.
KYPKHH, B.A., ITPABJIMBIIEBA,O.E. ®1aBOHOUIBI HaJA3E€MHOH JacTH
Hypericumperforatum. B: Xumus npupoounwix coedunenuii. 2007, Ne 5, ¢. 512-513.1SSN 0023-
1150.

NAHRSTEDT, A., BUTTERWECK, V. Biologically active and other chemical constituents
of the herb of Hypericum perforatum L. In: Pharmacopsychiatry. 1997, 30, suppl. 2, pp. 129-
134. Disponibil:https://www.researchgate.net/publication/13885419

BEERHAUS, L. Biosynthesis of the active Hypericum perforatum constituents. In: Medicinal
and aromatic plant science and biotechnology. 2011, 5(1), pp. 70-77.1SSN 1752-3389.
WOLFLE, U., SEELINGER, G., SCHEMPP, C.M. Topical application of St. John’s
Wort(Hypericum perforatum). In: Planta Med. 2014, 80, pp. 109-120. ISSN 0032-0943.
HAJIMMOBA, H. B., E@EﬁKI/IHA, H. b. Conepxanue OMOJIOTHYECKH aKTUBHBIX BEIIECTB
B Hypericum perforatum L. u ¢apmakoTepaneBTHYeCKOe ICUCTBHE MPEMapaToB Ha €ro
ocHoBe (0030p). B: Acta medica Eurasica. 2019, Ne 3, ¢. 24-33. ISSN 2413-4864.
WHBJIVH, Y. 3BepoOoii B TpaauIMOHHOW MeAuinHe OenopycoB U kutaiiiieB.B: Coopuux
HAYUHBIX cmametl Cmyo0enmos, Mazucmpanmos, acnupanmos. Beinyck 20. Munck. 2018, 270
c. Disponibil: http://elib.bsu./handle//123456789/216918

ISACCHI, B. et al. Analysis and stability of the constituents of St. John’s wort oils prepared
with different methods. In: Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis. 2007, 45, pp.
756-761. ISSN 0731-7085

141


https://www.ingentaconnect.com/content/govi/pharmaz/2008/00000063/00000012
https://www.researchgate.net/publication/13885419

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

ARSIC, I. Preparation and characterization of St. John's wort herb extracts using olive,
sunflower and palm oils. In: Acta facultatis medicae Naissensis. 2016, 33(2), pp. 119-126.
ISSN 2217-2521 (Online).

LYLES, J.T. The chemical and antibacterial evaluation of St. John’s Wort oil macerates used
in Kosovar traditional medicine. In: Front. Microbiol. 2017, 8, article 1639. [citat
13.06.2021]. Disponibil: https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01639

KYPKUWH, B.A. u np. UccnenoBanue cbipbs U IpenaparoB 3Bepoodost. B: @apmayus. 2005. T.
53. Ne 3. ¢. 23-25. ISSN 0367-3014.
3AMIEBA, E.H. u np. IIpenapaTsl Ha OCHOBE TPaBhl 3BpO6OS KAK CPEICTBA KOPPEKIIUH
AKCKpeTopHOW (yHKIMH nouek. B: Mzeecmus Camapckozo nayunoeo yenmpa Poccutickotl
Axademuu Hayx. 2011, Tom 13, Nel(8), c. 1999-2002. ISSN 2413-9645.
FRANCHI, G.G., NENCINI, C., COLLAVOLI, E., MASSARELLI, P. Composition and
antioxidant activity in vitro of different St. John’s Wort (Hypericum perforatum L.) extracts.
In: Journal of Medicinal Plants Research. 2011, 5(17), pp. 4349-4353. ISSN 1996-0875.
BOOKER, A. et. al. St John's wort (Hypericum perforatum) products — an assessment of their
authenticity and quality. In: Phytomedicine. 2018, Vol. 40, pp. 158-164. ISSN 0944-7113.
RUSSO, E. et. al. Hypericum perforatum: pharmacokinetic, mechanism of action, tolerability,
and clinical drug — drug interactions. In: Phytotherapy research. 2013. ISSN 1099-1573
(Online). [citat 03.03.2016]. Disponibil: DOI: 10.1002/ptr.5050.
ABJIAYEHOK, B.JI., TYMHUHEL, O.A. [Ilpumenenue npenapamos 36epob6osi
npOdblpﬂGﬂeHHOZO npu CMEWAHHbIX UHBA3UAX ) IHCEAUHLIX IHCUBONIHBLIX. MCTOI[I/I‘IGCKI/IC
pexomenpanuu. Butedek, 2017, BTABM, 12 c. ISBN 978-985-512-982-1.
MAGGI, F. et. al. Morphological, histochemical and phytochemical investigation of the
genus Hypericum of the Central Italy. In: Fitoterapia. 2004, 75, pp. 702-711. ISSN 0367-
326X.
NISTREANU, A., CALALB, T. Analiza farmacognostica a produselor vegetale medicinale.
Chisinau: CEP Medicina, 2016. 310 p. ISBN 978-9975-82-032-5.
ONIGA, I, BENEDEC, D., HANCANU, D. Analiza produselor naturale medicinale. Cluj-
Napoca: Editura Medicala Universitara ,,luliuHatieganu”, 2004. 194 p. ISBN973-693-062-
9.
RACLARIU, A.C. Comparative authentication of Hypericum perforatum herbal products
using DNA metabarcoding, TLC and HPLC-MS. In: Scientific Reports. 2017, 7, 1291. ISSN
2045-2322 (Online). Disponibil: DOI:10.1038/s41598-017-01389-w

142


https://doi.org/10.3389/fmicb.2017.01639

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

T'ocyoapcmeennas @apmaxoness Pecnyonuku bBenapyco. Tom II, Obwue u uacmmuvie
Gapmarxonetinvie cmamou, Munck, 2007. 457 c. ISBN 985-6742-40-4.

European Pharmacopoeia 6.0, Vol 2. Council of Europe, Strasbourg, 2008. pp. 2958-2959.
ISBN 978-92-871-6054-6.

CASIAN, I, CASIAN, A., VALICA, V. Elaborarea metodei HPLC pentru studiu fitochimic
al speciei Hypericum perforatum L. In: Analele stiintifice ale USMF ,,N. Testemifanu .
2009, 1 (10), pp. 327-332. ISSN 1857-1719.

BENEA, A. s. a. Bioactive compounds of the aerial parts of Hypericum species from
Republic of Moldova. In: Reviews on Clinical Pharmacology and Drug Therapy, 23"
International Congress Phytopharm, Saint-Petersburg, Russia, 2019, p. 7-8. ISNN 1683-
4100 (Print).

ITPABIMBLIEBA, O., KYPKHH, B. HUccnenoBanus 1mo 000CHOBAaHWIO HOBBIX IOJXOI0B K
CTaHJapTU3alUU ChIpbsi W IpenapaToB 3Bepo00s MpoabIpsiBIeHHOro. B:  Xumus
pacmumenvrozo coipws. 2008, 1, . 81-86. ISSN 1029-5143 (Online).

SOROCA, I, BENEA, A., CIBOTARU, N. The spectrophotometric determination of the
total degree of flavonoids and polyphenols in the aerial parts of Hypericum perforatum L.
and Hypericum elegans Steph. In: International Scientific Symposium “Conversation of
Plant Diversity”, 5th edition, Chiginau, Republic of Moldova. 2017, p. 107. ISBN 978-9975-
4182-1-8.

BENEA, A. Studiul totalului antracenderivatilor in speciile genului Hypericum din flora
Republicii Moldova. In: Analele Stiintifice ale USMF ,,N. Testemitanu”. 2012, Ne. 1(13),
pp. 316-319. ISSN 1857-1719.

BENEA, A. Comparative studies of the total anthracene derivatives in species of genus
Hypericum L. from the flora of Republic of Moldova. In: Abstract book 4"International
Medical Congress for Studients and Yang Doctors. Chisinau, 2012, p. 238. ISBN 978-9975-
57-031-2.

SUMUHA, JI. ®apmaxocnocmuueckoe ucciedosanue Hno 0OOCHOBAHUI CO30AHUSL
anmuoenpeccanmnblx npenapamos Ha OCHO8e Mpasvl 36epoHos: aBTopedepaT AUcCepTaH
Ha COMCKaHMe y4eHOM CTeleHH KaHauaara ¢papmareBTuueckux Hayk. Camapa, 2011. c. 13-
17.

3UMUHA, JI., KYPKHIH, B., PBIDXXOB, B. UccnenoBanue ¢raBOHOMTHOTO COCTaBa TPABBI
3Bep000s MATHUCTOTO METOJIOM BBICOKO3(D(PEKTUBHOM >KMAKOCTHOM Xpomatorpaduu. B:

Meouyunckuii anbmanax. 2012, 2 (21), ¢. 227-229. ISSN 2499-9954 (Online).

143


https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=9269234479076215855&btnI=1&hl=ru

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

3UMHUHA, JI., KYPKUH, B., PbIDKOB, B. CpaBHuTenbHO€ ncciae0BaHNE KOMIIOHEHTHOTO
cocTaBa TpaBbl (apMaKONMEWHBIX BHJIOB 3BEpo0OST METOJAOM BBICOKOI((HEKTUBHOU
KUIKOCTHOM xpoMartorpaduu. B: Xumus pacmumenvrnoeo coipws. 2013, 1, ¢. 205-208. ISSN
1029-5143 (Online).

T'ocyoapcmeennas @apmaxones Pecnyoauxu benapyco. IlepBoe uzganune. Munck, 2006. c.
459-460. ISBN 985-6742-40-4.

Obwas ¢apmakonevinas cmamvsi. OnpedeneHue COOEPHCAHUS IPUPHOO MACAA 8
JNEeKAPCMBEHHOM pACMUMENIbHOM Cblpbe U JEeKAPCMBEEHHbIX pACMUMENbHbIX npenapanax.
O®C.1.5.3.0010.15. Disponibil la: http://pharmacopoeia.ru/wp-
content/uploads/2016/08/OFS.1.5.3.0010.15-Opredelenie-soderzhaniya-efirnogo-masla-v-
lekarstvennom-rastitelnom-syre-i-lekarstvennyh-rastitelnyh-preparatah.pdf
GONCEARIUC, M. s. a. Essential oil of Origanum vulgare ssp. vulgare L. and Origanum
vulgare ssp. hirtum (Link) letswaart from Moldova: Content and Chemical Composition. In:
International Journal of Agriculture Innovations and Research. 2014, 3(2), pp. 659-663.
ISSN 2319-1473.

BEHS, A.A., BAJIMVII, 3.K. KVJbUMILIKMI, B.H., T'OHUYAPIOK, M.M.,
HUCTPAHY, A.K. U3yuyenue conepxaHus U cocTaBa 3(pUPHOIrO Macia pa3InyHbIX BUJOB
ceipbsi Hypericum perforatum L., npouspacratomero B Pecniydnuke Mosmosa. B: Tesu
oonosideu. CyuacHi meopemuuui ma npakmuyni Kiuiunoi meoduyunu. Midxcnapoona
HAyKo8a KOHGhepeHyisi cmyoeHmié ma MOJOOUX 64eHux, npuceauena 155-piuuio 3 OwHs
Hapoocenns B. B. ITiosucoyvroeo. Onecca, 2012, ¢. 95. ISBN 978-966-443-053-8.
BENEA, A., GONCEARIUC, M., DRAGALIN, I., NISTREANU, A., CHIRU, T. Study of
volatile oil from the aerial parts of Hypericum perforatum L. By GC-MS. In: Phytochemicals
in medicine and pharmacognosy Piatra-Neamy, Romania. 2014, p. 37. ISBN-13 978-0-
9565472-4.

MONTANARI, R.M, BARBOSA, L.C.A,, DEMUNER, A., SILVA, C.J. Chemical
composition and antibacterial activity of essential oils from Verbenaceae species:
Alternative sources of (E)-caryophyllene and germacrene-D. In: Quimica Nova. 2011, Vol.
34, No. 9, pp. 1550-1555. ISSN 0100-4042.

GYRDYMOVA, Y. V., RUBTSOVA, S. A. Caryophyllene and caryophyllene oxide: a
variety of chemical transformations and biological activities. In Chemical Papers. 2022, 76,
1-39. ISSN 1336-9075 (Online). Disponibil: https://doi.org/10.1007/s11696-021-01865-8
Gushiken LFS et al. Beta-caryophyllene as an antioxidant, anti-inflammatory and re-

epithelialization activities in a rat skin wound excision model. In: Oxidative Medicine and

144


https://scholar.google.com.hk/scholar?oi=bibs&cluster=3370710895583549038&btnI=1&hl=en
https://scholar.google.com.hk/scholar?oi=bibs&cluster=3370710895583549038&btnI=1&hl=en
https://scholar.google.com.hk/scholar?oi=bibs&cluster=3370710895583549038&btnI=1&hl=en
https://doi.org/10.1007/s11696-021-01865-8

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

Cellular Longevity. 2022, vol. 2022, 21 p. ISSN: 1942-0994 (Online). Disponibil:
https://doi.org/10.1155/2022/9004014

POPOVICI, 1., LUPULEASA, D. Tehnologia farmaceutica. Volumul 1. Editia a IV-a. Iasi:
Poliform. 2017. pp. 468-475. ISBN: 978-973-46-6579-2.

COJOCARU-TOMA, M., CIOBANU, C., BENEA, A., CIOBANU, N. Valorificarea
speciilor din colectia Centrului Stiintifico-Practic in Domeniul Plantelor Medicinale a
Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”. In: Revista de Stiinte
ale Sanatarii din Moldova. 2020, nr. 4(25), pp. 89-100. ISSN 2345-1467.

BENEA, A. Continutul polifenolic in extracte uscate de Hypericum perforatum L. din flora
Republicii Moldova. In: Anale stiintifice ale IP USMF “Nicolae Testemitanu”. Ed. a 9-a.
Chisinau: CEP Medicina, 2013, vol. 1: Probleme medico-biologice si farmaceutice, pp. 411-
416, ISBN 978-9975- 118-03-3.

BENEA, A. Totalul flavonoidelor in extracte uscate din Hypericum perforatum L., obtinut
prin diverse metode. In: Conferinta stiintifica anuald a colaboratorilor si studentilor:
culegere de rezumate stiintifice ale IP Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
"Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova. Chiginau: CEP Medicina, 2014, p. 22. ISSN
1857-1719.

CIOBANU, C. Specia Cynara scolymus L. — sursa de noi produse farmaceutice: autoreferat
tz.de doct. in farmacie. Chisinau, 215. 30 p.

BENEA, A., NISTREANU, A., GOTCA, C. Continutul substantelor tanante in produse
vegetale si extracte uscate din Hypericum perforatum L. in: Revista Farmaceutici a
Moldovei. 2014, Ne 3-4, p. 65. ISSN 1812-5077.

OEJIOCEEBA, JIL.M. W3yuenue nyOWIBHBIX BEHIECTB MOA3EMHBIX U HAJA3EMHBIX
BEreTaTUBHBIX OpraHoB Oamana ToscroiuctHoro (Bergenia crassifolia (L.) Fitsch.),
npouspacratomiero Ha Anrae. B: Xumusa pacmumenvroco coipva. 2005, Ne3, c. 45-50. ISSN
1029-5143 (Online).

MVY3bIUKMHA, P.A., KOPVYJIBKUH, JI.IO., ABWUJIOB, X.A. Kauecmesennsviii u
KOJIUYeCMEEHHbII AHAIU3 OCHOBHBIX epynn BAB 6 nekapcmeennom pacmumenbHOM Cblpbe U
@umonpenapamax. Anmatel: Kazak VYuuBepcureti, 2004, 288 c¢. Disponibil:
https://megaobuchalka.ru/8/11176.html

SINGLETON, V.L., ORTHOFER, R., LAMUELA-RAVENTOS, R.M. Analysis of the
phenols and other oxidation substrates and antioxidants by means of Folin-Ciocalteu reagent.
In: Methods in Enzymology. 1999, Vol. 299, pp. 152-178.ISSN 0076-6879.

145


https://doi.org/10.1155/2022/9004014
https://megaobuchalka.ru/8/11176.html

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

CHIRU, T., ANTOGNONI, F., POLI, F., NISTREANU, A. Extractia fenolilor si
flavonoidelor din specia Centaurea cyanus L. in: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei.
Stiinte Medicale. 2012, Vol. 36, nr. 4, pp. 223-227. ISSN 1857-0011.

KYPKUH, B.A., TIPABAUIIEBA, O. E. CpaBHUTEIbHOE HCCIIECIOBAHUE COJCPKAHUS
CYMMBI (pJTaBOHOMIOB M aHTPAIICHITPOM3BOIHBIX B IIperapaTax Tpasbl 3Bepodos. B: Xumuxo-
Gapmayesmuueckuii scypuan. 2008, Tom 42, 10, c. 40-41. ISSN 0023-1134.

CIBOTARU, N., BENEA, A., SOROCA, I. Comparative analysis of the total degree of
flavonoids and polyphenols in different products of Hypericum perforatum L. In:
International Scientific Symposium “Conversation of Plant Diversity”, 5th edition,
Chisinau, Republic of Moldova.2017, p. 72. ISBN 978-9975-4182-1-8.

BENEA, A. Chemical composition of the ethanolic extracts ofthe aerial parts and flowers
of Hypericum perforatum L. from Republic of Moldova. In: Abstract Book. PSE Meeting
2022, Natural Products in Drug Discovery and Development-Advances and Perspectives.
lasi, Romania, 2022, p. 152,

BENEA, A. Optimizarea procesului de obtinere si studiul chimic al extractelor uscate din
Hyperici flores.In: Conferinta stiintifica anuala a colaboratorilor si studentilor: culegere de
rezumate gstiintifice ale P Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae
Testemitanu™ din Republica Moldova. Chisinau: CEP Medicina, 2015, p. 290. ISSN 1857-
1719.

MMPOBUY, B., KPMBOILUEEB, U., TOPJEEBA, B., ILIPEHXAIIOB, A. Cnoco6
noJjiyd4erus cpedcmea, 06ﬂa0a}ou;eeo npomueoeocnaﬂumeﬂbﬁoﬁ, MOYE2OHHOU u
anmuokcuoanmuou axkmusHocmoio. Ilatentoobmanarenu: ['ocynapcTBeHHOE OOKETHOE
00pa3oBaTeNIbHOE YUPEXKIECHHUE BBICIIET0 MpodeccHoHanbHOro o0pa3oBaHus ,,MIpKyTckuii
TrOCyapCTBEHHBI MEIUUMHCKUN yHHMBEpcuTeT  MUHHCTEpCTBA  31paBOOXpPaHEHUS
Poccuiickoit ®@enepauun  (RU). Homep noxkymenta RU2 542 493C1. 3asBka:
2013150048/15, 08.11.2013. Omy6mkoBano: 20.02.2015 bron. Ne 5, 14 c.

HNEBATKMHA, U.A., 3IObP, T.I1., AYAKWNH, P.B., BAPJJAKOB, A.N. Pa3pabGotka
TCXHOJIOTUU IOJYYCHUS CYXOI'0 ISKCTpPAKTa <<CereT MOJIOJOCTH>>, IMPUMCHACMOI'O0 B
repuatpuueckoit npaktuke. B: Becmuux Camapcroeo I'ocyoapcmeentnozo Ynusepcumema.
Cepusi: Xumusi. buonoeus. @apmayus. 2005, Ne 1, c. 166-169. ISSN 1609-0675.
PIRBALOUTI, A.G et al. Antioxidant activity and total phenolic of extracts from five
species of Amygdalus leaves. In: Electronic Journal of Biology. 2013, Vol. 9(4), pp. 92-95.
ISSN 1860-3122.

146


https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=8543113193287605601&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=8543113193287605601&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=8543113193287605601&btnI=1&hl=ru

140.

European Pharmacopoeia. Sixth edition. Supplement 6.3. Council of Europe, Strasbourg,

2009. p. 4309. ISBN 978-92-871-6312-7.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

BHANDARI, L., RAJBHANDARI, M. Isolation of quercetin from flower petals, estimation
of total phenolic, total flavonoid and antioxidant activity of the different parts of
Rhododendron arboreum Smith. In: Scientific World. 2014, Vol. 12(12), pp. 34-40. ISSN
1996-8949.

KPBIJIOB, H.H., KOMITAHIIEBA, E.B. Pa3zpaboTtka u BanugaiimoHHas OIICHKa METONKHN
orpezesieHus: CyMMbl (JIaBOHOUIOB B TaOJeTKaX HOOTpONHOro aeicteus. B: Paspabomka
u pecucmpayus rexapcmeennvix cpedcms. 2016, Ne3 (16), c. 147-151. ISSN 2658-5049.
MAPYEHKO, M.A., 3UJI®UKAPOB, NU.H., UBPATUMOB, T.A., MAJIEEB, A.T.
Pa3paboTka MeTOOWK CTaHIApPTU3AIMH CyXOTO 3KCTpaKTa M JIEKAPCTBEHHBIX IPErnapaToB
THHKIO JBYJI0nacTHoro. B: @apmayus u ¢papmaronocusn. 2017, Ne3 (5), c. 222-241. ISSN
2413-2241 (Online).

GAVAT, C.C., SPAC, A.F., APOSTU, M., DORNEANU, V. Determinarea
spectrofotometrici a colorantului Reactive Red 2. In: Revista medico-chirurgicala a
Societatii de Medici si Naturalisti din lasi. 2007, Vol. 111, nr. 2, Supliment nr. 2, pp. 391-
394. ISSN 0048-7848.

NEAGU, M. Validarea metodei analitice (HPLC), utilizata pentru identificarea si dozarea
ingredientului farmaceutic activ, Tylosin tartrat pentru uz veterinar si a produsului finit
Tilodem 50, pulbere hidrosolubila. In: Medicamentul Veterinar/Veterinary Drug. 2010,
Year 4, nr. 2, pp. 1-18. ISSN 1843-9527.

BOJIOJJUHA, T.A., IIEHBEBCKAS, H.A., YIIAKOBA, JI.C., JIAILIEHKO, C.C.
Pa3paboTka 1 BaauaalnoHHbIE XapaKTEePUCTHKU METOIMKH KOJIMYECTBEHHOTO OMPEICTICHUS
conepkanus (IaBOHOUIOB B (hUuTOTENe penapaTuBHOrO AeicTBUs. B: @ynoamenmanvhovie
uccneoosarus. 2013, Ne 10-9, ¢. 1987-1990. ISSN 1812-7339.

JAPO3AOBA, W.JI., JIVIIMJIMHA, T.M. Pa3pabotka u Bamuganusi METOIUKH
KOJIMYECTBEHHOTO ormpeseneHust (IaBOHOWIOB B TpaBe MKOTHHUKA ceporo. B: Kypckuil
HayyHo-npakmuveckui eecmuux “Yenosex u ezo 30opogve”. 2016, Ne 1, ¢.106-112. ISSN
1998-5754 (Online).

KYTATEJIAJ3E, I'.P., DEJIOCEEBA, JI.M. UccnenoBanus 1o pa3padoTKe U BaTuAaIlIN
METOJMKH KOJIMYECTBEHHOTO OTpeAeTeHus (IIaBOHOWAOB B IIAaBEsl KHCJIOTO TpaBe,

3aroTOBJIEHHONW Ha TEPPUTOPUM anTaiickoro kpas. B: Paspabomka u pecucmpayus

nexapcmeennvlx cpeocms. 2019, 8(2), . 80-86. ISSN 2658-5049 (Online).

147



149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

YUCTOBA, 0. KonuyecTBEeHHOE ONpPENEIEHUE CYMMbl T'MAPOKCUKOPHUYHBIX KHCIOT B
HKCTpaAKTE cOOpa OyBaHUMKA JIEKAPCTBEHHOTO TPABBI U JIOITyXa OOJIBIIOrO JHCTa CyXOoM. B:
Becmnux Cmonencroii cocyoapcmeennou meouyurncxou akademuu. 2019, T. 18, Ne 1, ¢.170-
170. ISSN 2225-6016.

JDKABAXSIH, M.A., TOKAPEBA, M.T'., I[TPOXXOI'MTHA, 10.5., KAJIEHMKOBA, E.N.
Pazpabotrka kamcyn «CemodnaBy, craHmapTu3alus. W BaIMJAIUS  METOJMKHU
KOJIMYECTBEHHOTO OmpejeneHus cyMmbl (rnaBoHoun0B. B: Paspabomka u pecucmpayus
nexapcmeentvlx cpeocms, 2020. T. 9, Ne 3, ¢. 118-127.I1SSN 2658-5049 (Online).

ICH Harmonised tripartite guideline Q2(R1). Validation of Analytical Procedure:
Methodology. In: International Conference on Harmonisation of technical requirements for
registration of pharmaceuticals for human use, 2005, [citat 12.02.2017]. Disponiobil:
http://www.ich.org/fileadmin/Public_Web_Site/ICH_Products/Guidelines/Quality/Q2_R1/
Step4/Q2_R1__Guideline.pdf.

Pyrosoocmeo onst npeonpusmuii hapmayesmuueckoii npomvluLieHHocmu / MmemoouyecKue
pexomenoayuu. M.: U3natensctBo «Cniopt u Kynetypa —2000», 2007. 192 c. ISBN 978-5-
901682-46-4.

T'ocyoapcmeennas gpapmarxones XIII online (I'® 13 online). ODC.1.1.0012.15 Banuoayus
ananumuyeckux — memooux.  Disponibil:  http://pharmacopoeia.ru/gosudarstvennaya-
farmakopeya-xiii-online-gf-13-online/

SHMTEﬁH, H.A. Banmupanus aHaIWTUYECKHMX METOIUK: TpadUyecKue M pacueTHBIC
KPUTEPUU J1JIs1 OLIEHKU JIMHEHHOCTH METOJIMK Ha npakTuke. B: Paspabomxka u pecucmpayus
nexapcmeennvix cpeocms. 2019, T. 8, Ne 2, ¢. 123-130. ISSN 2658-5049 (Online).
CMBICJIOBA, O. HccnenoBanus no pa3paboTKe M CTaHAAPTU3ALMHU KOMIUIEKCHOTO
YPOJIOTHUECKOTO PAaCTUTEIHHOTO CPEJCTBA: JUCCepTAIlUsHA COMCKaHUE YYEeHOU KaHuaaTa
dapmarneBTuyecknx Hayk. Mocksa, 2018. 233 c.

DONICI, E. Elaborarea si validarea metodei spectrofotometrice in ultraviolet si vizibil de
dozare a fluocinolonului acetonid dintr-un unguent combinat: studiu experimental. In:
Moldovan Journal of Health Sciences. Revista de Stiinte ale Sanatatii din Moldova. 2017,
Vol. 13, Ne 3, pp. 53-58. ISSN 2345-146.

KY3HELIOB, A.B., ®ECIOH, A.Il, CAMOXBAIJIOB; C.I., MAXOHbLBKO, 3O.I..
Memoouueckue ykazanus no onpeoeneHuro msaxiceibix Memaios 8 N0Y8ax CenbX03y200ull U
npooyKyuu pacmenuesoocmed. L{eHTpanbHblii HHCTUTYT arpOXMMHUYECKOT0 00CTYKUBaHHS
CEIIbCKOTO XO03SHUCTBA (IIMHAO). Mockaa, 1992. Disponibil:
https:/files.stroyinf.ru/Data2/1/4293771/4293771886.pdf

148


http://www/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-1-0012-15-validatsiya-analiticheskih-metodik/
http://pharmacopoeia.ru/ofs-1-1-0012-15-validatsiya-analiticheskih-metodik/
http://pharmacopoeia.ru/gosudarstvennaya-farmakopeya-xiii-online-gf-13-online/
http://pharmacopoeia.ru/gosudarstvennaya-farmakopeya-xiii-online-gf-13-online/
https://files.stroyinf.ru/Data2/1/4293771/4293771886.pdf

158.
159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

Farmacopeea Romana, editia X, Editura medicald Bucuresti 1993

T'ocyoapcmeennas gapmakones Poccutickoti @edepayuu, XIV uzdanue, Tom I, ,,301a
obwas”, ODC.1.2.2.2.0013.15. Mockaa, 2018, c. 981. Disponibil:
https://vk.com/doc205521540 523898206?hash=8275c9ba3379007366

Obmas ¢apmakoneiiHas craThs. 30714, HEPACTBOPUMAs B XJIOPUCTOBOJIOPOTHON KHUCIIOTE,
O®C.1.5.3.0005.15.Disponibil: https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-5-3-0005-15-zola-
nerastvorimaya-v-hloristovodorodnoj-kislote/

BENEA, A. s.a. Studii de stabilitate a extractelor uscate de Hypericum perforatum L.
In:Congresul Nagional de Farmacie, edisia a XVIl1-a 2021. Farmacia: de la inovare la Buna
Practica Farmaceutica. Editura Universitatii din Oradea, 2021, p. 115. I-SBN 978-606-10-
2144-42.

ICH Harmonised Tripartite Guideline Q1A(R2): Stability Testing of New Drug Substances
and Products 2003.Disponibil: https://www.gmp-compliance.org/files/guidemgr/Q1A(R2)
Step4 (2).pdf

MOLYNEUX, P. The Use of Stable Free Radical Diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) for
Estimating Antioxidant Activity. In: Songklanakarin Journal of Science and Technology.
2004, Vol. 26, Ne 2, pp. 211-219. ISSN 1253395.

ALAM, M.N., BRISTI, N.J, RAFIQUZZAMAN, M. Review on in vivo and in vitro methods
evaluation of antioxidant activity. In: Saudi Pharmaceutical Journal. 2013, 21, pp. 143-153.
ISSN 1319-0164.

BEHRENDORFF, J.B, VICKERS, C.E, CHRYSANTHOPOULOQOS, P., NIELSEN, L.K.
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl as a screening tool for recombinant monoterpene
biosynthesis. In:  Microbial Cell Factories. 2013, 12, 76. Disponibil:
http://www.microbialcellfactories.com/content/12/1/76

BRAND-WILLIAMS, W., CUVELIER, M.E., BERSET, C. Use of a free radical method to
evaluate antioxidant activity. In: LWT — Food Science and Tehnology. 1995, Vol. 28, Ne 1,
pp. 25-30. ISSN: 0023-6438.

MOSQUERA, O.M., CORREA, Y.M., BUITRAGO, D.C., NINO, J. Antioxidant activity of
twenty five plants from Colombian biodiversity. In: Memorias do Instituto Oswaldo Cruz.
2007, Vol. 102(5), pp. 631-634. ISSN 1678-8060.

CIOBANU, N., COJOCARU-TOMA, M., CIOBANU, C., BENEA, A. Evaluation of
polyphenolic profile and antioxidant activity of some species cultivated in the Republic of
Moldova. In: Eurasian Journal of Analytical Chemistry. 2018, 13(3), pp. 441-447. ISSN
1306-3057.

149


https://vk.com/doc205521540_523898206?hash=8275c9ba3379007366
https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-5-3-0005-15-zola-nerastvorimaya-v-hloristovodorodnoj-kislote/
https://pharmacopoeia.ru/ofs-1-5-3-0005-15-zola-nerastvorimaya-v-hloristovodorodnoj-kislote/
https://www.gmp-compliance.org/files/guidemgr/Q1A(R2)%20Step4%20(2).pdf
https://www.gmp-compliance.org/files/guidemgr/Q1A(R2)%20Step4%20(2).pdf

169.

170.

171.

172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

LUPASCU, L. Activitatile antioxidante si antimicrobiene ale extractelor intacte si oxidate
izolate din ceai verde comercial. In: Buletinul ASM. Stiintele vietii.2019, nr. 2(338). pp. 144-
151. ISSN 1857-064X.

COJOCARU-TOMA, M. s. a. Studiul actiunii antioxidante a unor plante medicinale din
colectia CSCPM USMF ,,Nicolae Testemitanu” prin utilizarea testului DPPH. in: Buletinul
Academiei de Stiinte a Moldovei. Sectia Stiinte Medicale. 2016, nr. 1(50), pp. 208-213. ISSN
1857-0011.

BOLIGON, A.A., MACHADO, M.M., ATHAYDE, M.L. Technical evaluation of
antioxidant activity. In: Medicinal chemistry. 2014, 4(7), pp. 517-522. ISSN: 2161-0444.
CHIRU, T. Cercetarile farmacognostice si farmacologice in vederea valorificarii speciei
centaurea cyanus L.: tz. de doct. In farmacie. Chisindu, 2014. 184 p.

RE, R. et al. Antioxidant activity applying an improved ABTS radical cation decolorization
assay. In: Free Radical Biology & Medicine. 1999, Vol. 26 (9-10), pp. 1231-1237. ISSN:
0891-5849.

LEHMANN, C. et al. The utility of iron chelators in the management of inflammatory
disorders. In: Mediators of Inflammation. 2015, pp. 1-12. ISBN 1466-1861 (Online).
EBRAHIMZADEH, M.A., POURMORAD, F., BEKHRADNIA, A.R. Iron chelating
activiy, phenol and flavonoid content of some medicinal plants from Iran. In: African
Journal of Biotechnology. 2008, Vol. 7(18), pp. 3188-3192. ISSN 1684-5315.
IMAMCYINHOB, II.H., ABE30B, C.A. IIpoTHUBOBOCTIAIUTEIBLHOE CBOMCTBO CYXOIO
OKCTpaKTa 3Bepo0osi TpojasipsBieHHOro. B: Jlokmanel akamemun Hayk PecmyOmuku
Tamxkukucran. ['acrposnTteponorus. 2015, tom 58, Ne 3, c¢. 252-256. ISSN 0002-3469
(Online).

3AMOIIMHA, T.A. u np. buonornyeckass akTUBHOCTb CIIMPTOBBIX U3BJICUEHUN U3 PACKH
manoi (Lemna minor L.) B oTHomeHuu mpornecca Bocnanenus. B: Bectauk Tomckoro
roCyJIapCcTBEHHOTO yHHBepcuTera. bruomorus. 2011. Ne 2 (14), c¢. 73-80. ISSN 2311-2077
(Online).

JAIIMHAMXWIIOB, X.b., IIETPOB, E.B. IIpoTuBoBOCHanuTenbHOE IE€UCTBUE
¢utocpencrsa «Ilankpeodur». B: Cubupckuit MenunuHckuii sxyprain. 2015, Ne 1, c. 103-
105. ISSN 1815-7572.

CHIRU, T.,BACALOQV, lu., NISTREANU, A. Activitatea antiinflamatorie a extractelor din
specia Centaurea cyanus L. In: Anale stiintifice ale [P USMF “Nicolae Testemitanu”. Editia
a XIV-a. 2013, vol. 1: Probleme medico-biologice si farmaceutice, pp. 416-418. ISSN 1857-
1719.

150



180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

PRISACARI, V., BURACIOV, S., UNCU, L., VASLOUH, O., TAPCOV, V. Unguent
,Izofural” - preparat antibacterian nou. Comunicare I. Studiul activitatii antibacteriene. In:
Anale stiintifice ale Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu.
2010, vol. 2, pp. 12-15. ISBN 978-9975-4134-0-4.

PRISACARI, V. s. a. Substante antibacteriene si antifungice noi din materie prima locala.
In: Academos. 2010, nr. 2(17), pp. 66-75. ISSN 1857-0461.

CIOBANU, N. s.a. Actiunea antibacteriana a unor specii din colectia Centrului Stiintifico-
Practic In Domeniul Plantelor Medicinale a USMF ,,Nicolae Testemi‘ganu”.in: Congresul
National de Farmacie, editia a XVIll-a 2021. Farmacia: de la inovare la Buna Practica
Farmaceutica. Editura Universitatii din Oradea, 2021, p. 111. I-SBN 978-606-10-2144-42.
BENEA, A., SAVA, V., NISTREANU, A. Produse extractive de Hypericum perforatum L.
cu proprietati antimicrobiene. In: Conferinta Stiintifico-Practica Nationald cu Participare
Internationala ,,Actualitati si perspective in studiul farmaceutic al plantelor medicinale”, 1-
2 octombrie, 2021, Chisinau, Republica Moldova, p. 75. ISBN 978-9975-56-909-5.
BENEA, A., GONCEARIUC, M., DRAGALIN, I., NISTREANU, A. Continutul si
componenta uleiului esential la specii de Hypericum L. din flora spontana a Republicii
Moldova. In: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei.2013, 2(320), pp. 87-92. ISSN 1857
-064X.

BENEA, A., GONCEARIUC, M., KULCITKI, V., DRAGALIN, I, NISTREANU, A.
Essential oil chemical composition biodiversity in the Hypericum L. species from the
spontaneous flora of the Republic of Moldova In: Oltenia Journal for Studies in Natural
Sciences. Museum of Oltenia Craiova, Romania. 2013, Tom. 29, Ne. 2, pp. 47-52. ISSN
1454-6914.

BENEA, A. PRISACARI, V., DIZDARI, A., CHIRU, T. Actiunea antibacteriana si
antifungica a uleiului volatil din Hypericum perforatum L. din flora Republicii Moldova. In:
Revista Farmaceutica a Moldovei. 2016, Ne 1-4, pp. 88-90. ISSN 1812-5077.

OECD Guideline for testing of chemicals. Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure.
2001, No 420, 14 p. Disponibil: https://ntp.niehs.nih.gov/iccvam/
suppdocs/feddocs/oecd/oecd_gl420.pdf

OECD Guideline for testing of chemicals. Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method.
2001, No 423, 14 p. ISSN 20745788 (online). Disponibil: https://doi.org/10.1787/20745788
OECD Guideline for testing of chemicals. Acute Oral Toxicity — Up-and-Down-Procedure
(UDP). 2008, No 425, 27 p. ISSN: 20745788 (Online). Disponibil:
https://doi.org/10.1787/20745788.

151


https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=5659614075872995166&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=5659614075872995166&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=5659614075872995166&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=5659614075872995166&btnI=1&hl=ru
https://doi.org/10.1787/20745788
https://doi.org/10.1787/20745788

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

Legea RM nr. 265 din 28.07.2006 ,,Privind protectia animalelor folosite in scopuri
experimentale sau in alte scopuri stiintifice”. In: Monitorul Oficial al Republicii Moldova,
2006 nr. 168-169 [online]. Disponibil:
https://www.legis.md/cautare/getResults?doc_id=25977&lang=ro

HODGE, H.C., GOSSELIN, R.E., SMITH, R.P., GLEASON, M.N. Clinical toxicology of
commercial products. acute poisoning. 4" ed., Williams & Wilkins, Baltimore, 1975. p .427.
ISBN -10: 0683036319.

PBIBAKOBA; A.B. ap. CymectByromue TpeOOBaHUS W IMOIAXOJbI K JO3UPOBAHHIO
JIEKapCTBEHHBIX CPEACTB Ja0OPaTOPHBIM XHUBOTHBIM. B: Bedomocmu Hayunozo yenmpa
aKcnepmu3svl cpedcms meouyuncko2o npumerenus. 2018. T. 8, Ne 4, ¢. 207-217. ISSN 2619-
1172 (Online).

XABPUEB, P.Y. Pykxosoocmeo no sxcnepumeHmanoHoMy (OOKIUHUYECKOM)) U3YYEHUIO HOBbIX
gapmaronoeuyeckux sewyecms. Mocksa, Menumuna, 2005, 32¢. ISBN 5-225-04219-8.
COJOCARU-TOMA, M. s. a. Determinarea toxicitatii acute a extractelor obtinute din
Agrimoniae herba si Cichorii herba: studiu experimental. In: Revista de Stiinte ale Sandtdtii
din Moldova. 2018, nr. 2(16), pp. 35-43. ISSN 2345-1467.

BEPE3OBCKAS{, N.B. Knaccudukaius XMMUYECKUX BEIIECTB IO IMapamMeTpaMm OCTpOM
TOKCHYHOCTH TIPH NapeHTepabHBIX crocobax BBeAeHUs. B: Xumukxo-gpapmayesmuueckuil
arcypuan. 2003, Tom 37, Ne 3, ¢. 32-34. ISSN 0023-1134.

Pykosoocmeo no nabopamopHvim  JHCUBOMHBLIM U ANbMEPHAMUBHLIM  MOOENSAM 8
ouomeduyunckux uccireoosanusix, nopa pemaxnuei: H.H. Kapxkumenko u C.B. I'pauesa.
Mocksa. 2010, 358 c. ISBN 978-5-903950-10-2.

PARII, S. s. a. Determinarea toxicitatii acute a unor noi compusi chimici cu proprietati
antituberculoase. In: Buletinul Academiei de Stiinte a Moldovei. Stiinte Medicale. 2015, nr.
1(46), pp. 445-451. ISSN 1857-0011.

BENEA, A., NICOLAI, E., PUHNAIA, A., VALICA, V. Evaluarea toxicitatii acute a
extractelor uscate din produsele vegetale de Hypericum perforatum L. In: Conferinfa
stiintifica anuala a colaboratorilor si studenfilor: culegere de rezumate stiintifice ale 1P
Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae Testemitanu” din Republica
Moldova. Chisinau: CEP Medicina, 2015, p. 288. ISSN 1857-1719.

ABJIEEBA, O.1M., MAKAPEHKO, W.E., MAKAPOBA, M.H. TIapmonusamnus
MCCJIEOBAHUM 110 MPOBEACHUIO OCTPOH TOKCHUYHOCTH B COOTBETCTBHM C POCCUHCKHMHU H

3apyOekHBIMU TpeboBaHUsIMU. B: Meorcoynapoonsiii gecmuux éemepunapuu. 2015, Ne 1, c.

103-109. ISSN 2072-2419.
152


https://www.legis.md/cautare/getResults?doc_id=25977&lang=ro
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=18105707453198046253&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=18105707453198046253&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=18105707453198046253&btnI=1&hl=ru
https://scholar.google.com/scholar?oi=bibs&cluster=18105707453198046253&btnI=1&hl=ru

ANEXE

Anexa 1. Analiza chimica a produselor vegetale
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Fig. A1.1. Cromatogramele HPLC, obtinute in conditii izocratice: solutia-standard de

hiperforina (1). Extractele hidroetanolice de: H. perforatum L. (2), H. elegans Steph. (3), H.
hirsutm L. (4), H. tetrapterum Fries. Spectrele UV (5): hiperforina standard (a), picul tR =

3,73 min din H. elegans Steph. (b), picul tR = 3,78 min din H. tetrapterum Fries (c)
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Fig. Al1.2. Cromatogramele HPLC, obtinute in gradient, ale: hipericinei (1), extractelor

hidroetanolice din parti aeriene de H. perforatum L. (2), H. elegans Steph. (3),
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H. hirsutm L. (4), H. tetrapterum Fries. (5)
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Fig. A1.3. Cromatogramele HPLC ale flavonozidelor, in extractele hidroetanolice din parti

aeriene ale speciilor de Hypericum: rutozida (1), hiperozida (2), izocvercitrozida (3)
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Fig. Al.4. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale

speciei H. perforatum: flori (1), frunze (2), parti aeriene (3), tulpini (4)

154



Absotbance (Al)

)

S —
Wavelength (nm)

Fig. A1.5. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale

speciei H. elegans: solutia etalon a rutozidei (1), frunze (2), flori (3), parti aeriene (4),

tulpini (5)
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Fig. A1.6. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale

speciei H. hirsutum: frunze (1), flori (2), parti aeriene (3), tulpini (4)
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Fig. A1.7. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale
speciei H. tetrapterum: frunze (1), flori (2), solutie de referinta a rutozidei (3),

parti aeriene (4), tulpini (5)
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Fig. A1.8. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70% din Hyperici herba,

Fig.

colectate din diverse zone geografice ale RM: nord (1), centru (2),

solutie de referinta a rutozidei (3), sud (4)
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AL.9. Spectrele UV-VIS VIS (Amax 591 nm) ale extractelor hidroetanolice de 70%, din

diferite parti ale speciei H. perforatum L.: flori (1), parti aeriene (2), frunze (3), tulpini (4)
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A1.10. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale

speciei H. elegans: flori (1), parti aeriene (2), frunze (3), tulpini (4)
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Fig. A1.11. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70%, din diferite parti ale
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speciei H. tetrapterum: flori (1), parti aeriene (2), frunze (3)
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Fig. A1.12. Spectrele UV-VIS ale extractelor hidroetanolice de 70% din Hyperici herba,

colectate din diverse zone geografice ale RM: nord (1), centru (2), sud (3)

Tabelul Al.1. Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii totalului de flavonoide (%) in

produsele vegetale ale speciilor genului Hypericum

Speciile . | Abate- 95% CI
. | Medi Intervalul
de Produse | Media rea . . . .. L.
. ana intercuartil | Xmin | Xmax Limita Limita
Hypericu | vegetale (Mo) stan- (IQR) de ios de sus
m ¢ dard J
Pa.rt' 5,579| 5,582 0,011 0,019 5,563 | 5,588 | 5,565 5,591
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
H. azfi?r:e 3,689/ 3,688 | 0,027 0,052 | 3,662 | 3,722 | 3,655 | 3,722
elegans |\ 1 2.666] 4,664 | 0013 0,025 | 4652 | 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
Parti 2,861| 2,943 | 0,133 0,242 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 5513 | 6,142 | 5,530 6,160
Tulpini n/d | n/d n/d n/d n/d n/d n/d n/d

Pirti
. aeriene 4,667| 4,327 | 0,484 0,888 4,293 | 5250 | 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

Notda: n/d — totalul de flavonoide nu s-a determinat

Tabelul Al.2. Statistica descriptiva a rezultatelor dozirii totalului (%) derivatilor de

antracen in produsele vegetale ale speciilor genului Hypericum

Inter- 95% I1
Specia Media Abater | valul
de Produse | Media na eastan- | inter- xmin | Xmax Limi- | Limi-
Hyperi- | vegetale (Mg) dard cuar- tade | tade
cum (SD) til jos sus
(IQR)
Parti
. 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 | 0,085 | 0,037 | 0,035 | 0,037
Pa.w 0,371 | 0,371 0,003 0,005 | 0,368 | 0,374 | 0,368 | 0,374
H aeriene
elegéns 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
Parti
. aeriene 0,061 | 0,061 0,001 0.005 | 0,058 | 0,062 | 0,059 | 0,063
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
Pa.rt' 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 Al.3. Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii totalului de flavonoide si

derivatilor de antracen in Hyperici herba, in dependenta de locul colectirii

Locuri de colectare a produsului vegetal Hyperici herba

Parametrii statistici s. Tirnova, s. Nimoreni, s. Lopatica,
Donduseni (nord) 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
M. 4,330 5,782 8,447
IOR 0,082 0,324 0,117
Xmin; Xmax 4,252; 4,395 5,531; 6,109 8,328; 8,8,519
Totalul derivatilor 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
M. 0,320 0,267 0,221
IOR 0,002 0,004 0,008
Xmin; Xmax 0,318; 0,321 0,265; 0,271 0,212; 0,225

Tabelul Al.4. Statistica descriptiva a rezultatelor dozéirii unor flavonoide in produsul
vegetal Hyperici herba

Parametrii statistici Rutozida | Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.'“8'.
iapigenina
Continutul (%) compusilor chimici in Hyperici herba, PV din flora spontana
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 | Limitade 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%75?% 0,929; 0,967 | 0,455;0,552 | 0,155; 0,166 | 0,159; 0,180
Continutul (%) compusilor chimici in Hyperici herba, PV din colectia CSPDPM
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 | Limitade 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
Xmin; Xmax 1177?313 0,749; 0,767 | 0,505; 0,564 | 0,253, 0255 | 0,260; 0,296
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Anexa 2. Analiza chimica a produselor extractive
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Fig. A2.1. Gaz-cromatograma uleiului volatil, izolat din parti aeriene proaspete de

H. perforatum, colectate din flora spontana
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Fig. A2.2. Gaz-cromatograma uleiului volatil, izolat din partile aeriene proaspete de

H. perforatum, colectate din colectia CSPDPM, USMF ,,Nicolae Testemitanu”’
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Fig. A2.3. Reactiile de identificare a substantelor tanante, in extractele uscate de Hyperici

herba: solutii alcoolice (A), solutii apoase (B); reactia cu gelatina (a),

cu alaun de fier si amoniu (b)
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Fig. A2.4. Reactiile de identificare a substantelor tanante, in extractele uscate de H.
perforatum, obtinute prin metoda de macerare: solutii alcoolice (A), solutii apoase (B);

reactia cu gelatina (a), reactia cu alaun de fier si amoniu (b)
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Tabelul A2.1. Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii totalului de polifenoli,

flavonoide si derivati de antracen in extractele uscate obtinute din Hyperici herba

Extractele Abat Intervalul Maxi 95% CI

etanolice/ Media | Medi- staﬁdez:fc? inter- Mini- mi)r(mlw- Limita | Limita
Concentratia ana guartil mum inferi- | superi-

solventului oara oari

Totalul de polifenoli exprimat in echivalentul acidului galic (%)

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 9,891 9,9,42
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 in echivalentul rutozidei (%)

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 14,96 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

Totalul derivatilor de antracen exprimat in echivalentul hipericinei (%)

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

Nota: n/a- analiza nu a fost efectuata
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Tabelul A2.2. Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii totalului de polifenoli, flavonoide

si derivati de antracen in extractele uscate, obtinute din produsele vegetale

de H. perforatum prin metoda de macerare

Extractele uscate din produsele vegetale de H. perforatum
o Parti Parti Flori Frunze Tulpini
Parametrii statistici aeriene aeriene
. (flora (flora (flora
(colectia (flora < < <
CSPDPM) spontand) spontana) spontana) spontana)
Totalul de polifenoli exprimat in echivalentul acidului galic (mg /g extract uscat)
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
Totalul de flavonoide exprimat in rutozida (%)
X 12,573 10,783 14,470 13,361 5,113
95% Limita de 12,335 10,401 14,357 13,173 4,936
Ci J0os
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
Totalul derivatilor de antracen exprimat in hipericina (%)
X 0,435 0,287 0,839 0,269 0,0356
95% Limita de 0,432 0,283 0,831 0,268 0,0355
Ci 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
I0R 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

Nota: colecria CSPDPM — produsele vegetale colectate din colectia CSPDPM, USMF ,,Nicolae
Testemitanu”’; flora spontand — produsele vegetale colectate din flora spontand
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Tabelul A2.3. Timpul de retentie si ariile picurilor unor flavonoide in extractele uscate, obtinute din Hyperici herba

Substantele de referinta

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 obtinut prin metoda de repercolare din PV, colectat din colectia CSPDPM (extragent — alcool etilic de 70%0)
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 obtinut prin metoda de repercolare din PV, colectat din flora spontani (extragent — alcool etilic de 70%)
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 obtinut prin metoda de repercolare din PV, colectat din flora spontani (extragent — alcool etilic de 80%b)

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 obtinut prin metoda de macerare fractionata cu agitare din PV, colectat din colectia CSPDPM (extragent — 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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Substantele de referinta
Rutozida Hiperozida Cvercitrozida Cvercetol 13, 118-Biapigenina

2,450 | 3046,43408 | 3,307 | 3346,96680 | 3,508 | 267,54395 6,974 | 70551465 13,691 | 326,44678

Extractul obtinut prin metoda de macerare fractionata cu agitare din PV, colectat din flora spontana (extragent - alcool etilic de 70%o)
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 retentie al substantelor-standard si al derivatilor de flavonol, in extractele uscate obtinute din Hyperici flores

Compusii de referinta
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, colectate din colectia CSCPM, USMF , Nicolae Testemitanu’’
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. perforatum, colectate din flora spontani
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 A2.5. Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii (%) unor flavonoide in extractele

uscate, obtinute prin repercolare din Hyperici herba

Parametrii statistici Rutozida Hiperozida | Cvercitrozida Cvercetol 13,118-

biapigenina
Extract uscat din PV colectat din flora spontani, extragent — alcool etilic de 80%

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 colectat din flora spontani, extragent — alcool etilic de 70%

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 din colectia CSPDPM, extragent — alcool etilic de 70%

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

IQR 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 A2.6 Statistica descriptiva a rezultatelor dozarii (%) unor flavonoide in extractele
uscate, obtinute din Hyperici herba si din Hyperici flores prin metoda de macerare
fractionata cu agitare

Parametrii statistici Rutozida Hiperozida | Cvercitrozida | Cvercetol bi |3.’“8-.

iapigenina
Hyperici herba, PV din flora spontani, extragent — alcool etilic de 70%

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 din colectia CSPDPM, extragent — alcool etilic de 70%

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

Hyperici flores, PV din flora spontani, extragent — alcool etilic de 80%

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, PVdin colectia CSPDPM, extragent — alcool etilic de 80%

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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Fig. A2.5. Optimizarea metodei de obtinere a extractelor uscate, obtinute din Hyperici

flores, prin macerare fractionata cu agitare
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Tabelul A2.7. Statistica descriptiva a rezultatelor determinarii totalului de flavonoide in
extractele uscate din Hyperici flores, in functie de ordinea ciclului si durata unei extractii

Parametrii statistici Numarul de ordine al ciclului de extractie

| | I | i | v | Vv

Timpul de extractie al 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/:OI 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
IQR 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;259 | 1,15;1.24

Totalul de flavonoide

(Mediana, mg/g) 55,35 mg in echivalentul rutozidei/g extract uscat

Timpul de extractie al 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
IOR 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 in echivalentul rutozidei/g extract uscat

Timpul de extractie al 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
IOR 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 in echivalentul rutozidei/g extract uscat

Timpul de extractie al unui ciclu, 15 min

X 25,117 9,236 5173 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
I0OR 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 in echivalentul rutozidei/g extract uscat
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Tabelul A2.8. Statistica descriptiva a rezultatelor determinarii totalului de polifenoli in

extractele uscate din Hyperici flores, in functie de ordinea ciclului si durata unei extractii

Numarul de ordine al ciclului de extractie

Parametrii statistici

[ | Il | 1T | IV | Vv
Timpul de extractie al 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
IQR 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 3,79,391
Totalul , mg/g 100,04 mg in echivalentul acidului galic/g extract uscat
_ Timpul de extractie al 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
IQR 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 in echivalentul acidului galic/g extract uscat
Timpul de extractie al 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
IQR 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 in echivalentul acidului galic/g extract uscat
Timpul de extractie al 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
IQR 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 in echivalentul acidului galic/g extract uscat
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Anexa 3. Validarea metodei spectrofotometrice de dozare a totalului de flavonoide in

extracte uscate

Tabelul A3.1. Determinarea ecuatiei de regresie liniara a metodei de dozare a totalului de

flavonoide, in extractul uscat din parti aeriene de H. perforatum

Nr i X Vi XiYi x? y?
d/o mg/ml
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
I 7 0,754 5,278 49 0,5685
> 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
5 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
> 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 I 0,749 5,243 49 0,561
> 28 3,043 15,187 140 1,6477

Tabelul A3.2 Rezultatele parametrilor de liniaritate ale metodei spectrofotometrice de

dozare a flavonoidelor in extractul uscat din pérti aeriene

Parametrul de liniaritate
Determinirile Coeficie_ntul de Coeficie_ntul 2ole Panta,a | Interceptia, b
corelatie (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
Deviatia standard 0,00015 0,00036 0,0001 0,001
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Tabelul A3.3. Determinarea ecuatiei de regresie liniara in dozarea totalului de flavonoide,

in extractul uscat din flori de H. perforatum

5/2 l mg/lml Vi XiYi x7 yi
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
¥ 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
9 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
Y 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
Y 0,288 0,811 0,0353 0,0125 0,0994

Tabelul A3.4. Rezultatele parametrilor de liniaritate ale metodei spectrofotometrice la

dozarea flavonoidelor, in extractul uscat din flori

Parametrul de liniaritate
Determinarile Coeficientul de .
. Panta, a Interceptia, b
corelatie, ryy ’
1 0,9990 2,8067 +0,0002
2 0,9977 2,8109 +0,0002
3 0,9987 2,7993 +0,0007
Media 0,9986 2,8056 0,0004
Deviatia standard 0,0001 0,0058 0,0003
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Tabelul A3.5. Rezultatele evaluirii preciziei intermediare a metodei de dozare a

totalului de flavonoide, in extractele uscate din Hyperici herba si Hyperici flores

Analitic Extractul uscat din Extractul uscat din
Hyperici herba  (5mg/ml) Hyperici flores (1 mg/ml)
Ziua | Zivaall-a Ziua | Ziuaall-a
Parametrii C, mg/g C, mgl/g C, mgl/g 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 11 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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Anexa 4. Activitati farmacologice ale produselor extractive

Tabelul A4.1. Activitatea antioxidanta a extractelor uscate, determinata prin metoda

DPPH
.. o DPPH, 1Cso pg/ml
Parametrii statistici Extract din Extract din
g o Trolox
Hyperici herba Hyperici flores
n 9 9 9
X 22,52 13,35 4,13
959% CI | 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

Tabelul A4.2. Activitatea antioxidanta a extractelor uscate, determinata prin metoda ABTS

ABTS, uM TE/g masa uscata
Parametrii statistici Extract din Extract din
Hyperici herba Hyperici flores
n 9 9
X 23,68 28,79
95 9% 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

Tabelul A4.3. Capacitatea extractelor uscate de chelare a ionilor de Fe?* in vitro

Capacitatea de chelare a fierului, %
Parametrii statistici Extract din Extract din
i o EDTA
Hyperici herba Hyperici flores
n 9 9 9

X 35,94 45,80 99,06

95 % ClI 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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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.
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Comitetului de Eticd a Cercetirii Mihail Gavriliuc
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Fig. A4.1 Avizul Comitetului de Etica a Cercetarii, USMF ,,Nicolae Testemitanu”
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Tabelul A4.4. Statistica descriptiva a rezultatelor actiunii extractelor uscate din Hyperici

flores si Hyperici herba asupra edemului, indus de histamina

Loturile experimentale Parametrii satistici (n=5) Extinderea Inhibitia
edemului, % edemului, %
1. Lotul-martor — intraplantar |y 5,034
0,1 ml ser fiziologic de 0,9% 959% Cl | Limita de jos 0,541
(n=5). Limita de sus 9,526
SD 3,618 —
Me 6,11
IQR 6,58
Xmin; Xmax 0,49; 9,74
2. Lotul de control - |y 44,20
intraperitoneal, 1 ml ser [ 95% CI | Limita de jos 34,373
fiziologic de 09% i, Limita de sus 54,026
intraplantar, 0,1 ml solutie de | SD 7,914 —
histamina de 1% (n = 5). Me 45,23
IQR 12,555
Xmin; Xmax 31,02; 51, 50
3. Lotul de referinta —|X 22,146 49,898
intraperitoneal, 1 ml solutie de g5 oy Limita de jos 19,110 43,027
diclofenac de sodiu, 50 mg/kg | ¢ Limita de sus 25,181 56,768
si, intraplantar, 0,1 ml solutie de D 2 '445 5 é33
histamina de 1% (n = 5). Me 2'1,54 51’,270
IQR 4,635 10,49
Xmin; Xmax 18,99; 24,69 44,14, 57,04
4. Lotul experimental — 1 ml Y 24,680 44,202
extract uscat (100 mg/kg) din o594 C1 | Limita de jos 19,189 31,783
HyperICI herba (flora spontana), Limita de sus 30,170 56,620
intraperitoneal, si 0,1 ml solutie D 2421 10.001
de histamin de 1%, intraplantar [~ 2%’,15 4?;,30
(n=5). IOR 7,435 16,825
Xmin; Xmax 18,72; 30,89 30,11, 57,65
5. Lotul experimental — 1 ml |y 28,192 39,330
extract uscat (100 mg/kg) din - Fog7o,c1™ [ Limita de jos 22,553 27,19
Hyperici flores (flora spontana), Limita de sus 33.830 51 463
intraperitoneal, si 0,1 ml solutie 3D 7 é a1 9 '772
de histamind de 1%, intraplantar Me 2,8,26 3;)’19
(n=9). IOR 7,62 16,40
Xmin; Xmax 24,00; 35,46 23,69; 48,35
6. Lotul experimental — 1 ml X 28,334 35,894
extract uscat (100 mg/kg) din [95 06 CI | Limita de jos 21,392 20,188
Hyperici  herba  (colectia Limita de sus 35,275 51,599
CSPDPM), intraperitoneal, si [gp 5,590 12,648
0,1 mi SO|U§ie de histamina de Me 25,950 41,290
1%, intraplantar (n =5). IQR 10,44 23.62
Xmin; Xmax 23,03; 36,15 18,21; 47,89
7. Lotul experimental — 1 ml |y 32,21£2,21 27,130
extract uscat (100 mg/kg) din ["g5 o4 Limita de jos 26,069 13,239
Hyperici  flores  (colectia | ¢ Limita de sus 38,346 41,021
CSPDPM), intraperitoneal, si SD 4943 11.187
0,1 ml solutie de histamina de [~ 3'1 95 27' 71
1%, intraplantar (n = 5). IOR 8,575 20’131
Xmin; Xmax 24,86; 36,83 16,67; 43,76

Nota: n=5— numdrul de animale in lot
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Anexa 5. Proiectul de monografie farmacopeica al produsului vegetal ,,Flori de sunitoare —

Hyperici perforati flores”

PROIECT DE MONOGRAFIE FARMACOPEICA

Flori de sunitoare MF MD-08/

Hyperici flores Se pune in aplicare prima data

Pusa 1n aplicare din

o 20__

Valabila pana la

o 20

Prezenta monografie farmacopeica reglementeaza calitatea produsului vegetal Flori de sunitoare
— inflorescente, colectate in faza de inflorire si uscate dupa recoltare, ale plantei erbacee perene
Hypericum perforatum L. (Hypericaceae). Contine cel putin 6% de flavonoide, exprimate in
rutozida (C27HsoO16; M.m.611).

Editie oficiala Reproducere interzisa
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SPECIFICATIE
pentru produsul vegetal
Flori de sunatoare
Hyperici perforati flores

Caracteristici

Metode de analiza

Conditii de admisibilitate

Descriere

Ph. Eur., ed. 6,
supliment 6.2,
07/2008:1438, p. 3839;
FS X1V, vol. al 1V-a,
p. 6074,

FR, ed. a X-a, p. 483

Produs intreg. Florile sunt grupate in
inflorescente corimbiforme, ce formeaza
panicule. Flori actinomorfe, pentamere.
Bractee lanceolate, acute. Caliciu format
din cinci sepale lanceolate, ascutite,
nefimbriate,  glabre, cu  puncte
translucide si, pe margini, cu puncte
negre. Corola, formatd din 5 petale
galben-aurii, care prezinta, pe margini,
puncte brun-negricioase. Numeroase
stamine, cu filamente concrescute, in 3
fascicule. Miros slab, specific. Gustul
extractului apos — amarui, putin
astringent.
Produs Amestec  de
inflorescente corimbiforme, flori intregi,
boboci florali, pedunculi, petale, stamine
si antere.

Pulbere. La examinarea pulberii din
flori sub lupa (10%) sau sub
stereomicroscop (16), se observa
fragmente de boboci florali de culoare
galben-cafenie; petale si fragmente ale
lor de culoare galbena, alb-galbuie,
cafenie; cu puncte negre sau formatiuni
ovale, usor vizibile; sepale separate si
fragmentate. Culoarea pulberii oranj-
verzuie; mirosul slab, caracteristic;
gustul extractului apos — amarui, putin
astringent.

maruntit.

Caractere
microscopice

Ph. Eur., ed. 6,
supliment 6.2,
07/2008:1438, p. 3840;
FS X1V, vol. IV, p.
6076

Structuri secretoare pe sepale: glande
negre ovale pe apexul limbului situate
rar pe margine; buzunare translucide de
forma alungitd si canalele secretoare cu
un continut galben pe toata suprafata.
Structuri secretoare pe petale: glande
negre sferiforme, localizate pe marginea
oblicdi a petalelor pungi translucide
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Caracteristici

Metode de analiza

Conditii de admisibilitate

ovale si canale secretoare localizate intre
nervuri. In epiderma petalelor, se
observa cromoplaste; peretii epidermei —
Cu un contur sinuos.

Identificare

Ph. Eur., ed. 6,
supliment 6.2,
07/2008:1438, p. 3840;
Reactii calitative

Prin CSS in produsele extractive din
flori s-au identificat: rutozida,
hiperozida, izocvercitrozida,
cvercitrozida, acidul clorogenic, acidul

cafeic, hipericina; prin reactii de
identificare — substantele tanante.
Masa continutului FS XIV Vol. |, p. 171, Masa continutului ambalajului

ambalajului

Farmacopeea Belarusa
vol. 2, 2007, p. 58

individual trebuie sa fie cel putin 47,5 si
cel mult 525 9. Masa medie a
continutului pentru 10 ambalaje trebuie
sa fie cel putin 49,2 si cel mult 50,8 g.

Pierdere prin uscare

Ph. Eur., ed.6,
01/2008:20232, p. 53;
FS XIV Vol. |, MF
1.2.1.0010.15

Cel mult 13%.

Cenusa totala

Ph. Eur., ed. 6,
01/2008:20416, p.116

Cel mult 14%.

Cenusa insolubila in
acid clorhidric de
10%

Ph. Eur., ed. 6, vol. 1,
01/2008:20801, p.249

Cel mult 8%.

Grad de maruntire
Produs intreg

Produs maruntit

Ph. Eur., ed. 6, vol. 1,
2.2.32,p. 52

FS X1V, vol I, MF
1.5.3.0004.15

Cel mult 5% din fragmentele ce trec prin
sita cu orificii de 1 mm.

Cel mult 5% din particulele ce nu trec
prin sita cu orificii de 7 mm; cel mult 5%
din fragmentele ce trec prin sita cu
orificii de 0,5 mm.

Pulbere Cel mult 5% din particulele ce nu trec
prin sita cu orificii de 2 mm; cel mult 5%
din particulele ce trec prin sita cu orificii
de 0,18 mm.

Impuritati FS XIV, vol. 1l, MF Cel mult 2%.

Alte parti ale plantei 1.5.3.0004.15

(frunze, tulpini, fructe)

Flori decolorate Cel mult 3%.

Produse organice Cel mult 1%.

Produse minerale Cel mult 1%.

Metale grele

FS X1V, vol. 1l, MF
1.5.3.0009.15

Pb — cel mult 6,0 mg/kg;
Cd — cel mult 1,0 mg/kg;
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Caracteristici

Metode de analiza

Conditii de admisibilitate

Hg — cel mult 0,1 mg/kg;

FR, ed. X, p.420 Cel mult 0,04%.
Radioizotopi FS XIV, vol. al Il, MF | Limitele  continutului  permis  de
1.5.3.0001.15 radioizotopi in produsul vegetal:

Cs-137 — cel mult 400 Ba/kg:
Sr-90 — cel mult 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;

Farmacopeea Belarusa
(5.1.8)

Determinarea se efectueazd conform
cerintelor Ph. Eur. 2.8.13; FS XIV MF
1.5.3.0011.15

Contaminare
microbiana

Ph. Eur. (2.6.12, 2.6.13,
5.1.4)

- total microorganisme | Farmacopeea Belarusi | Cel mult 107
aerobe (NTMA) in (5.1.8)
1,0 g de produs
- total levuri si fungi Cel mult 10°.
(NTLF)in 1,0 g de
produs
- Escherichia coli in Cel mult 102,
1 g de produs
Dozarea Farmacopeea Belarusa, | Totalul de flavonoide, in recalcul Ia
totalului de flavonoide | 2007, p. 347 rutozida, nu mai putin de 6%.

FS X1V, Vol IV, p.6081

Ambalare
- ambalaj primar

- ambalaj secundar

GOST 7247-90

GOST 7933-89 sau
GOST 12301-2006

Cate 50 g de produs medicamentos Flori
de sundtoare Hyperici flores, produs
vegetal 50,0 g se ambaleaza in pungi de
hartie alba sau bruna.

Pungile, cu produs vegetal, insotit de
instructiunea de  administrare, se
plaseazd 1n cutii pliante de carton
lacuite, confectionate $i  marcate
conform specificatiei producatorului.

Marcare

FS X1V, vol. I, MF
1.1.0019.15

Conform cerintelor MF 1.1.0019.15.

Conditii de depozitare

A se pastra la temperatura de sub 25°C.

Termen de 2 ani

valabilitate
Grupa farmacotera- XNF Produse fitoterapice,
peutica si codul ATC antiinflamator, antioxidant,

antibacterian

181




Descriere

Produs maruntit. Amestec de inflorescente corimbiforme, flori intregi, boboci florali,
pedunculi, petale, stamine si antere. Flori actinomorfe, pentamere; bractee lanceolate, acute.
Caliciu format din cinci sepale lanceolate, ascutite, nefimbriate, glabre, cu puncte translucide si,
pe margini, cu puncte negre. Corola, formata din 5 petale galben-aurii, prezinta pe margini puncte
brun-negre. Numeroase stamine, cu filamente concrescute in 3 fascicule.

Miros slab, specific. Gustul extractului apos — amarui, putin astringent.

Pulbere. La examinarea pulberii din flori cu ajutorul lupei (10¥) sau al stereomicroscopului
(16), se vad fragmente de boboci florali, de culoare galben-cafenie; petale si fragmente ale lor, de
culoare galbena, alb-galbuie, cafenie; cu puncte negre sau cu formatiuni ovale, usor vizibile; sepale
separate si fragmentate. Culoarea pulberii — oranj-verzuie; miros slab, caracteristic; gustul
extractului apos — amarui, putin astringent.

Caractere microscopice

Sepalele sunt alungit-lanceolate, cu glande negre ovale pe apexul limbului, rare pe margini;
buzunarele translucide de forma alungita si canalele secretoare cu un continut galben sunt prezente
intre nervuri pe toatd suprafata. Pentru sp. H. perforatum sunt caracteristice glande negre
sferiforme, localizate pe marginea oblica a petalelor; buzunarele translucide, ovale sau alungite si
canalelele secretoare sunt localizate intre nervuri.

Identificarea principiilor active

Cromatografie in strat subtire (CSS)

Soluzia-test. Intr-un balon, previzut cu refrigerent ascendent, se trateazi 0,5 g produs
vegetal maruntit (Hyperici flores) cu 10 ml alcool etilic de 70-80%, apoi se fierbe pe baia de apa,
la temperaturd de 60°C, timp de 30 de minute, cu agitare, dupa care se filtreazi.

Solutia de referina. Cate 5 mg de rutozida, hiperozida, izocvercitrozida, cvercitrozida, acid
clorogenic, acid cafeic, hipericind se dizolva in 10 ml de alcool etilic de 96%. Faza stationara.
Placi cromatografice Silicagel 60, Fass, 20x20 cm, Merck. Faza mobila. Acid formic
anhidru:apa:etilacetat (6:9:90). Aplicare. 10 ul de solutie de analizat si 5 pl de solutie de referinta.
Migrare. 10-12 cm. Uscarea placilor. La temperatura de 100-105°C, timp de 10 minute.
Detectie: Se pulverizeaza placa cu solutie de 10 g/l reactiv NEU (difenil-boriloxietilamind) in
metanol si apoi cu solutie 50 g/l de polietilenglicol 400 in metanol. Dupa 30 de minute se
examineaza placa in lumina UV la 365 nm.

Reactia de identificare a substantelor tanante

Pregatirea extractului. La 1,0 g de produs vegetal maruntit se adaugd 20 ml de apa. Se fierbe

la baia de apa, timp de 2-3 minute, apoi se raceste si se filtreaza.
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La 2-3 ml de extract se adauga 4-5 picituri solutie de alaun de fier si amoniu. In cazul
substantelor tanante hidrolizabile, apare culoare sau precipitat negru-albastru, iar in cazul celor
condensate — precipitat negru-verde.

Masa continutului ambalajului

Determinarea se efectueaza conform prevederilor din Farmacopeea Belarusa, vol. 2, 2007,
p. 58 51 FS X1V, vol. 2, p. 171.

Se determind masa medie a 10 ambalaje, prin cantarirea fiecarui ambalaj in parte, cu o
exactitate de 0, 01 g. Se cantareste fiecare cutie cu continut, apoi se deschide in asa mod, incat ca
sd nu fie pierdute fragmentele de produs vegetal. Ambalajul se curdtd bine cu o perie, apoi se
cantareste ambalajul gol si se calculeaza masa continutului ambalajului, prin scadere. Toate aceste
actiuni se aplica si la restul ambalajelor.

Abaterile acceptate pentru masa unui ambalaj — 5%, masa produsului trebuie sa fie cuprinsa
intre cel putin 47,5 si cel mult 52,5 g. Masa medie a continutului din 10 ambalaje trebuie sa fie cel
putin 49,2 si cel mult 50,8 g. Abaterea acceptata pentru 10 ambalaje este de 1,6%.

Indici numerici

Pierdere prin uscare (umiditatea)

Intr-o fiola de cantarire cu dop rodat, uscati si cantirita in prealabil, se introduce o cantitate
specificata (1-5 g) de produs vegetal (pulverizat). Fiola de cantarire ( si capacul acesteia) se tine
in etuva, deschisa timp de 3-4 ore, la temperatura de 105°C. Ulterior, fiola se inchide, se raceste in
exsicator, dupd care se cantareste. Continud uscarea pe perioade a cate o ora, urmata de racire in
exsicator si de cantarire pana la atingerea unei mase constante.

Umiditatea produsului vegetal se calculeaza in baza formulei:

X=(a—-b)*100/a,
in care: X — umiditatea produsului vegetal, %; a — masa produsului vegetal, inainte de uscare, Q;
b — masa produsului vegetal, dupa uscare, g.

Cenusa totala. Cel mult 14%.

Creuzetele de portelan se aduc la o masa constanta, prin expunerea la aceeasi temperatura,
la care urmeazi si se efectueze calcinarea si se ricesc in exicator. In creuzetul de portelan, cantarit
in prealabil, se introduce 3 g de produs de analizat (proba cantarita cu exactitate) si se distribuie
uniform cantitatea cantarita pe partea de jos a creuzetului. Proba de testare din creuzet este incalzita
cu atentie, la temperatura de 100-105°C, timp de 1 or, si apoi se efectueazi arderea, urmati de
calcinarea restului probei, la temperatura de 600°C, timp de 30 de minute, pani cand se obtine un
reziduu de culoare albd sau cenusiu-deschisd, fara urme de carbune. Creuzetul se raceste in

exsicator pana la temperatura camerei si apoi se cantareste.
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Continutul de cenusa totala (X, %), se calculeaza in baza formulei:

X = (m4 * 100)/m,, in care:
M1 — masa cenusii, g; M,— masa produsului vegetal, g.

Cenusa insolubila in solutie HCI de 10%. Cel mult 8%.

Cenusa obtinuti prin calcinarea probei, la temperatura de 600°C, se trece in creuzet de
portelan de 50 ml si se dizolva in 25 ml HCI de 10%, se acopera cu o sticld de ceas si se Incalzeste
pe baia de apa timp de 15 minute. Suspensia obtinuta se trece prin hartia de filtru cantitativa (prin
calcinare nu lasa cenusa), cu o porozitate find. Filtrul cu sediment se spald cu apa fierbinte, pana
cand apa devine neutra, folosind hartia indicatoare universala. Filtrul, cu reziduul insolubil in HCI,
se introduce din nou in creuzet, se usuci si se calcineaza la temperatura de 600°C, timp de 30 de
minute, apoi se cantareste.

Continutul de cenusa insolubila in solutie HCI de 10% (X, %), se calculeaza in baza
formulei:

X=(my—m)* 100/m,,
in care: m;— masa cenusii totale, g; m — masa cenusii insolubile In HC1 10%, g;
m, — masa probei analizate, g.

Grad de méaruntire

Produs intreg. Cel mult 5% de fragmente ce trec prin sita cu orificii de 1 mm.

Produs maruntit. Cel mult 5% din fragmente ce nu trec prin sita cu orificii de 7 mm:; cel
mul 5% din fragmente ce trec prin sita cu orificii de 0,5 mm.

Pulbere. Cel mult 5% din fragmente ce nu trec prin sita cu orificii de 2 mm; cel mult 5%
din particule ce trec prin sita cu orificii de 0,18 mm.

Impuritati

Fiecare tip de impuritate se cantareste separat cu o precizie de = 0,1 g, cand masa probei
analitice este mai mare de 100 g si o precizie de + 0,05 g, cu masa probei analitice de 100 g sau
mai mica.

Continutul fiecdrui tip de impuritate se calculeaza in procente (X) dupa formula:
X =my *100/m,,
in care: m; — masa de impuritati, g; m,— masa produsului analizat, g.

Normele admisibile pentru impuritati: cel mult 2% — alte parti ale plantei (frunze, tulpini,
fructe); nu mai mult de 3% flori decolorate, cel mult 1% produse organice §i minerale.

Metale grele. Se determina in functie de prevederile stipulate in FS XIV, Vol. II, MF
1.5.3.0009.15. Continutul maxim admis de metale grele, in produsele vegetale si in preparatele din

plante medicinale: Pb — cel mult 6,0 mg/kg; Cd — cel mult 1,0 mg/kg; Hg — cel mult 0,1 mg/kg.
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Radioizotopi. Se determind conform prevederilor stipulate in FS XIV, Vol. II, MF
1.5.3.0001.15: Determinarea conginutului de radioizotopi din produse vegetale si preparate din
plante medicinale.

Reziduuri de pesticide. Determinarea se efectueaza conform cerintelor cuprinse in Ph.
Eur. 2.8.13; FS XIVM.F 1.5.3.0011.15.

Dozare. Determinarea totalului de flavonoide in Hyperici flores, prin utilizarea metodei

spectrofotometrice UV-VIS. 1,0 g de produs vegetal (proba exactd) maruntit (1 mm) se trece in
balon conic cu capacitatea de 100 ml si se adauga 50 ml alcool etilic de 70%. Balonul se uneste cu
refrigerentul si se incalzeste pe baia de apa timp de 90 de minute, dupa care balonul se inchide, se
raceste si se cantareste repetat, apoi se suplimenteaza cu extragent pana la masa initiald, la
necesitate. Extractul se filtreaza prin vata si se lasa sa se raceasca timp de 30 de minute (solutia
A).

Proba de analizat. Intr-un balon cotat (25 ml), la 1 ml de solutie A se adauga 1 ml de
clorura de aluminiu 50 g/1 in alcool etilic de 96%; se agita si se suplineste cu alcool etilic de 96%,
pana la cota (solutia B).

Solutia de compensare. La 1 ml de solutie A se adauga o picatura de acid acetic si se
completeaza cu alcool etilic de 96% la 25 ml, intr-un balon cotat (solutia B).

Solutia de referinta. 0,05 mg de rutozida, preuscata la temperaturi de 130-135°C, timp
de 3 ore, se dizolva in alcool etilic de 96% si se completeaza pana la 100 ml in balon cotat. La 1
ml de solutie obtinuta, se adauga 1 ml de clorura de aluminiu (20 g/l in alcool etilic de 96%) si se
aduce pana la cota (25 ml) cu alcool etilic de 96%.

Densitatea optica a solutiei B a probei de analizat se masoara dupa 40 de minute la
spectrofotometru, la lungimea de unda de 412 nm, intr-o cuva cu grosimea stratului de 10 mm.

Totalul de flavonoide, in echivalentul rutozidei, se calculeaza in baza formulei:

Dxmpx100x25x1x100x100
= , 1N care:
Doxmx1x100x25%(100—-W)

D — densitatea optica a solutiei de analizat; Do — densitatea optica a solutiei-standard de rutozida;
Mo — masa rutozidei, g; m — masa produsului vegetal, g; W — pierderea in masa la uscare, %.

Contaminare microbiana. Produsul trebuie sa corespundd prevederilor stipulate in Ph.

Eur. (5.1.4, 2.6.12, 2.6.13). In 1,0 g de produs vegetal se admite prezenta unui numar total de
microorganisme aerobe (NTMA) cel mult 107 bacterii aerobe, a unui numir total de levuri si de
fungi cel mult 10° (NTLF) si a unui numir total de Escherichia coli cel mult 102,

Ambalare. Ambalaj primar. Cate 50 g de produs medicamentos ,,Flori de sunatoare

Hyperici flores, produs vegetal 50,0 g~ se ambaleaza in pungi de hartie alba sau bruna conform
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GOST 7247-90.

Ambalaj secundar. Pungile cu produs vegetal, insotite de instructiunea de administrare, se
plaseaza in cutii pliante de carton licuite, confectionate si marcate conform GOST 7933-89 sau
GOST 12301-2006.

Marcare

Denumirea producatorului
Adresa producatorului
Denumirea produsului
Forma farmaceutica

Masa continutului ambalajului
Indicatiile terapeutice
Modul de utilizare
Conditiile de pastrare
Mentiuni

Numarul de inregistrare
Codul de bare

Seria

Termenul de valabilitate

Transportare. in conformitate cu prevederile GOST 17768-90.

Conditii de depozitare. A se pastra la temperaturi sub +25°C, in ambalajul original, pentru a fi

protejat de lumina si de umiditate.

Termen de valabilitate. In conditiile de ambalare, depozitare si de transport, previzute in prezenta

Specificatie, Flori de sunitoare Hyperici flores, produs vegetal 50 g are termen de valabilitate 2
ani.

Actiune farmacologica: antiinflamatoare, antibacteriana, antioxidanta.

Sef Catedra de farmacognozie si botanica
farmaceutica, profesor universitar, Calalb Tatiana

doctor habilitat in stiinte biologice . 30 iunie 2021

Absolventa doctoratului,
Catedra de farmacognozie
si botanica farmaceutica Benea Anna

.. 30” iunie 2021
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Anexa 6. Proiectul de monografie farmacopeica a extractului uscat din flori de sunatoare —

Hyperici perforati flores extractum siccum

PROIECT DE MONOGRAFIE FARMACOPEICA

Extract uscat din flori de sunatoare MF MD-08/

Hyperici perforati flores extractum siccum Se pune in aplicare prima data

Pusa in aplicare din
9. ” 20_

Valabila pana la
» 7 20

Prezenta Monografie Farmacopeica reglementeaza calitatea extractului uscat de sunatoare, obtinut
prin extractie din flori de Hypericum perforatum L. din familia Hypericaceae cu solvent

corespunzitor, se utilizeaza la fabricarea preparatelor medicamentoase.

Editie oficiala Reproducere interzisa

187



SPECIFICATIE

Produs farmaceutic Hyperici perforati flores extractum siccum

Extract uscat din flori de sunatoare

Caracteristici

Metode de analiza

Conditii de admisibilitate

Preparare FR, ed. X, p. 419, Metoda de macerare repetata, cu
punctul 1 agitare.
Descriere FR, ed. X, p. 420, Pulbere purpuriu-bruna,
Extracta higroscopica, miros specific, gust
amar, astringent.
Identificare Ph. Eu., ed. 6, Prin CSS, in produsele extractive din
supliment 6.2, flori s-au identificat: rutozida,
07/2008:1874; hiperozida, izocvercitrozida,
Farmacopeea cvercitrozida,  13,118-biapi-genina,
Belorusa, vol. II, acidul clorogenic, acidul cafeic,
2009, p. 346 hipericina.
Prin reactii de culoare si de
sedimentare, au fost identificate
substantele tanante.
Pierdere prin uscare Ph. Eu., ed. Cel mult 5%.
6,01/2008.2817,
p.256;
FR, ed. X, p. 421.

Solventi organici reziduali

FS, MF1.1.0008.15

Solvenyi organici
reziduali

Continutul de alcool etilic, in extract
uscat, cel mult 0,5%.

Metale grele

FR, ed. X, p.419;
FR, ed. X, IX. .13;
FS, ed. X1V,
1.5.3.0009.15

Cel mult 0,04%;

Limitele maxime admisibile:
Cd —cel mult 1 mg/kg;
Pb — cel mult 6 mg/ml.

Contaminare microbiana Ph. Eu., ed. 6,5.1.4, | Categoria 3B;
- total microorganisme aerobe | p. 529; Cel mult 10%in 1,0 g.
in10g Ph. Eu., ed. 6,
- total fungi per 1,0 g 2.6.12; Cel mult 102,
- Escherichia coli, Ph. Eu., ed. 6, 2.6.13 | Absenti.
Salmonella, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas
aeruginosa per 1,0 g
- Enterobacterii Cel mult 102,
Dozare Metoda Totalul de flavonoide, exprimat in
spectrofotometricd | echivalentul rutozidei, cel putin 11%.
Conservare FR, ed. X, p. 421, In recipient inchis etans, ferit de

,,Extracta”

lumina, la temperatura de cel mult
+25°C.
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Preparare. Extractul uscat se obtine prin utilizarea metodei de macerare repetata, cu
agitare. 10,0 g produs vegetal (Hyperici flores) se trateaza cu 5 portiuni de alcool etilic de 80% a
cate 200 ml (1:20). Durata unui ciclu de extractie — 60 de minute. Dupa fiecare extractie, lichidul
extractiv se separa de reziduul vegetal. Fractiunile de solutii extractive se unesc si se pastreaza
timp de 5-6 ore la temperatura de +5°C, apoi se filtreazi prin hartia de filtru Whatman nr. 2, la
vid. Pentru concentrarea solutiilor extractive se utilizeaza evaporatorul rotativ. Evaporarea
solventului se realizeaza la temperatura de +40°C. Reziduul se usuci la vid.

Descriere. Conform cerintelor incluse in monografia Extracta din FR, ed. X, p. 420.
Extract uscat din flori — pulbere brun-purpurie, higroscopica, cu un miros balsamic, placut, gust
amar, astringent.

Identificare

Analiza calitativa prin cromatografie in strat subtire (CSS)

Identificarea compusilor activi, din diverse grupuri chimice (flavonoide, derivati de
antracen, acizi fenolici), se realizeaza conform cerintelor stipulate in Farmacopeea Europeand,
ed. 6, supliment 6.2, 07/2008:1874 si in Farmacopeea Belarusa, Vol. Il, 2009, monografia
Hyperici herba.

Solutie test: 0,25 g de extract uscat se dizolva in 10 ml alcool etilic de 80%.

Substante de referinta: solutii de 0,1% de rutozida, hiperozida, luteolina, cvercitrozida,
izocvercitrozida, cvercetol, apigena, apigenin-7-glucozida, biapigenina, acid clorogenic, acid
cafeic si de hipericina.

Faza stationara: Placi de sticla (20x20 cm), acoperite cu silicagel, cu un indicator de
fluorescenta.

Faza mobila: acetat de etil:acid formic:apa (6:9:90).

Migrare: 10-13 cm.

Uscarea plicilor: la temperatura de 100-105°C timp de 10 minute.

Detectie: pulverizarea placii cu o solutie de difenil-boriloxietilamina (10 g/1), in metanol,
si cu solutia de macrogol 400, in metanol (50 g/l). Dupa 30 de minute se examineaza placa in
lumina UV, la lungimea de unda de 366 nm.

Reacrii calitative

Reactii de identificare a substantelor tanante

Pregatirea solutiilor de analizat. La 0,01 g de extract uscat s-a adaugat 10 ml de alcool

etilic de 70%; amestecul s-a agitat pana la dizolvarea completa, apoi s-a filtrat.
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Reactia cu gelatina. La 2-3 ml de solutie se adauga o solutie de gelatina de 1%. Apare
opalescenta, care dispare la adaugarea excesului de gelatina.

Reactia cu solutie de aldun de fier si amoniu. La 2-3 ml de solutie analizata se adauga
4-5 picaturi de solutie de alaun de fier si amoniu. Substantele tanante hidrolizabile formeaza un
precipitat de culoare negru-albastra, iar cele condensate — un precipitat negru-verde.

Pierderea prin uscare (umiditatea)

Cel mult 5%. Se procedeaza conform prevederilor incluse in monografia din Ph. Eu., ed.
6,01/2008.2817, p. 256 si din Extracta, FR, ed. X, p. 421.

Intr-o fiola de cantirire, cu un dop rodat, uscati si cantaritd in prealabil, se introduce 0,5 g
de extract uscat, maruntit. Fiola de cantarire (si capacul ei) cu proba supusa cercetarii, Se tine in
etuvi, deschisd, la temperatura de 105°C timp de 3 ore. Apoi fiola se inchide si se riceste, in
exicator; dupd 1 ord se cantareste. Continud uscarea pe perioade a cate 1 ord, urmata de racire, in
exicator, si de cantarire pana la atingerea unei mase constante.

Umiditatea extractelor uscate s-a calculat in baza formulei:

X=(a—-b)*100/a,

in care:

X — umiditatea extractului uscat, %; a — masa extractului uscat, inainte de uscare, g;
b — masa extractului uscat, dupa uscare, g.

Solventi organici reziduali. Continutul de alcool etilic in extract - cel mult 0,5%. Conform

cerintelor FS X1V, MF1.1.0008.15 Solvenyi organici reziduali, alcoolul etilic se determina prin
utilizarea metodei ,,Pierderea prin uscare”.

Metale grele. Cel mult 0,04%. Se procedeaza conform prevederilor stipulate in Extracta
(FR, ed. a X-a, p. 419) si conform prevederilor de ,,Control al limitelor pentru impuritati
anorganice” (FR, ed. a X-a, IX. C.13).

Contaminare microbiani

Cercetarile se efectueaza conform cerintelor incluse in Ph. Eu., ed. 6, 5.1.4, p. 529.

Per 1,0 g de extract uscat se admite prezenta a cel mult 10* microorganisme aerobe si a cel
mult 10% fungi (Ph. Eu., ed. 6, 2.6.12); a cel mult 102, per 1,0 g de extract uscat, de enterobacterii
si de bacterii gram-negative (Ph. Eu., ed. 6, 2.6.13). In Ph. Eu., ed. 6, 2.6.13, se recomandi absenta
de Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus.

Dozare

Tehnica de lucru. 0,01 g de extract uscat (proba exactd) se dizolva intr-un balon cotat de

10 ml, cu 5 ml de alcool etilic de 70%, apoi extractul hidroetanolic se aduce la cota cu acelasi
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solvent (solutia A). Solutia obtinuta se trece prin hartia de filtru (linia albastra). Ulterior, din solutia
A se pregatesc solutiile de analizat si de referinta.

Prepararea solutiei de analizat: 1 ml de solutie A se introduce intr-un balon cotat de 25
ml, la care se adaugd 1 ml de solutie alcoolica de AlCI3 de 3% si suplineste cu alcool etilic de
95%, pana la cota (solutia de analizat B). Prepararea solugiei de referinga: 1 ml de solutie A se
transferd intr-un balon cotat, cu o capacitate de 25 ml, la care se adauga o picatura de acid acetic
si se aduce la cota cu alcool etilic de 95%; continutul se omogenizeaza. Concomitent se pregiteste
solutia-standard de rutozida.

Prepararea solutiei-standard de rutozida. 0,0250 g (masa exactd) de rutozida se trec in
balon cotat cu capacitatea de 50 ml, se dizolva in 20 ml alcool etilic 70%, volumul solutiei se
aduce la cota cu acelasi solvent si se omogenizeaza (solutia A). 1 ml de solutie A se trece in balon
de 25 ml, la care se adaugd 1 ml de solutie alcoolica de AICl3 de 3% si se completeaza cu alcool
etilic de 95% pana la cota (solutia de analizat B). Prepararea solutiei de referinta: 1 ml de solutie
A se transfera in balon cu capacitate de 25 ml la care se adauga o picatura de acid acetic, la cota
se aduce cu alcool etilic de 95%, continutul se omogenizeaza.

Absorbanta se citeste peste 40 de minute, la lungimea de undad de 412 nm. Concentratia

procentuald a totalului de flavonoide, in extractul uscat, se calculeaza utilizand formula:

_ A*mp*10%1+25+x100x100
" Ag*m*50%25%1%(100—w)’

in care:
A — absorbanta solutiei de analizat de extract uscat, nm; 4. absorbanta solutiei-standard de
rutozida, nm; m — masa extractului uscat, g; me— masa substantei-standard de rutozida, g;

w — pierderea prin uscare a extractului uscat, %.

Sefa Catedrei de farmacognozie si botanica
farmaceutica, profesor universitar, Calalb Tatiana

doctor habilitat in stiinte biologice 30" iunie 2021

Absolventa doctoratului,
Catedra de farmacognozie
si botanica farmaceutica Benea Anna

.30 iunie 2021
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Anexa 7. Acte de implementare a inovatiilor

, ﬂ Institutie Publica
i USMF ..Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova

)
7
BN

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
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m Institutie Publica

USMF ,Nicolae Testemitanu™ din Republica Moldova
2 Institutul National de Cercetare in Medicina si Siindtate

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.

ot

Elena RAEVSCHI
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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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Anexa 9. Certificatele de inregistrare a obiectelor dreptului de autor si a drepturilor conexe
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Seria: O

Numirul de inregistrare: 6918

Data inregistririi: 14.05.2021

Numirul cererii: 1693

Denumirea obiectului: ,CERCETARI FARMACOLOGICE A EXTRACTELOR
USCATE SI ULEIULUI VOLATIL DIN HYPERICUM
PERFORATUML.”

Autori:

Benea Anna IDNP: 0972502325438

Parii Sergiu IDNP: 2000003057652

Titularul drepturilor patrimoniale:

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

EXTRAS
din Legea nr. 139/2010 privind dreptul de autor i drepturile conexe:

Art. 5 alin. (6): Protectia dreptului de autor se extinde asupra formei de exprimare, dar
nu se extinde asupra ideilor, teoriilor, descoperirilor stiintifice, procedeelor, metodelor
de functionare sau asupra conceptelor matematice ca atare si nici asupra inventiilor
cuprinse intr-o operd, oricare ar fi modul de preluare, explicare sau de exprimare.

L.S. éef Directie Drept de Autor

AGENTIA DE STAT
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Seria: O

Numarul de inregistrare: 6919

Data inregistrarii: 14.05.2021

Numarul cererii: 1694

Denumirea obiectului: ,OBTINEREA $I STUDIUL CHIMIC
AL EXTRACTELOR USCATE DIN HYPERICI
HERBA S1 HYPERICI FLORES™

Autori:

Benea Anna IDNP: 0972502325438

Ciobanu Nicolae IDNP: 0982503883950

Uncu Livia IDNP: 2000001061299

Titularul drepturilor patrimoniale:

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

EXTRAS
din Legea nr. 139/2010 privind dreptul de autor §i drepturile conexe:

Art. 5 alin. (6): Protectia dreptului de autor se extinde asupra formei de exprimare, dar
nu se extinde asupra ideilor, teoriilor, descoperirilor stiintifice, procedeelor, metodelor
de functionare sau asupra conceptelor matematice ca atare §i nici asupra inventiilor
cuprinse intr-o opera, oricare ar fi modul de preluare, explicare sau de exprimare.
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Seria: O

Numiirul de inregistrare: 6920

Data inregistririi: 14.05.2021

Numarul cererii: 1695

Denumirea obiectului: ,ANALIZA CHIMICA A PRODUSELOR VEGETALE
SI ULEIULUI VOLATIL DE LA SPECIILE
GENULUI HYPERICUM L.”

Autori:

Benea Anna IDNP: 0972502325438

Nistreanu Anatolie IDNP: 0972712015745

Cojocaru-Toma Maria IDNP: 2000042302289

Titularul drepturilor patrimoniale:

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicina §i Farmacie "Nicolae

Testemitanu" din Republica Moldova IDNO: 1007600000794

EXTRAS
din Legea nr. 139/2010 privind dreptul de autor si drepturile conexe:

Art. 5 alin, (6): Protectia dreptului de autor se extinde asupra formei de exprimare, dar
nu se extinde asupra ideilor, teoriilor, descoperivilor stimfifice, procedeelor, metodelor
de functionare sau asupra conceptelor matematice ca atare §i nici asupra invenfiilor
cuprinse intr-o opera, oricare ar fi modul de preluare, explicare sau de exprimare,
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Declaratia privind asumarea raspunderii

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctorat
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Numele, prenumele Benea Anna

Semnatura

Data
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Nume si prenume

Cetatenie
Studii
1997-2002

2002-2004

2011-2014

Stagii

02-28.02.2017
Domenii de interes
stiintific

Participari in proiecte
stiintifice nationale
2011-2014

2015-2019

2020-2023

2020-2023

Participari la foruri
stiintifice

CV-ul autorului

Benea Anna

Republica Moldova

Licenta Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”, specialitatea Farmacie, calificarea Farmacist.
Diploma de licenta studii postuniversitare prin rezidentiat,
Universitatea de Stat de ,Nicolae
Testemitanu", Chisinau (RM), specializarea Farmacognozie.
Doctorat, forma cu frecventa redusa, Catedra de farmacognozie si
botanicd farmaceuticd, Universitatea de Stat de Medicina si
Farmacie “Nicolae Testemitanu”, specialitatea 316.01 — Farmacie.
Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Victor Babes”, Disciplina
Botanica farmaceutica, Disciplina Farmacognozie.

Medicind si Farmacie

Studiul farmacognostic al plantelor medicinale; analiza chimica a
produselor vegetale si extractive din plante.

Cercetdtor stiintific, Proiect institutional 11.817.09.14A ,,Studiul
biologic si fitochimic al plantelor medicinale cu actiune
hepatoprotectoare si antimicrobiand”, ASM.

Cercetdtor stiintific, Proiect institutional 15.817.04.35A ,,Studiul
biologic si fitochimic al plantelor medicinale cu actiune
antioxidanta, antiinflamatoare si hepatoprotectoare”, ASM.
Cercetator stiintific, Proiect de cercetare din cadrul Programului de
Stat: ,,Studiul biologic si fitochimic al plantelor medicinale cu
actiune antioxidantd, antimicrobiana si  hepatoprotectoare”
20.80009.8007.24, Agentia Nationala pentru Cercetare si
Dezvoltare.
Proiect de cercetare din cadrul Programului de Stat: ,,Diminuarea
consecintelor schimbarilor climatice prin crearea, implementarea
soiurilor de plante medicinale si aromatice cu productivitate inalta,
rezistente la secetd, iernare, boli, ce asigura dezvoltare sustenabild a
agriculturii, garanteaza produse de calitate superioara, predestinate
industriei de parfumerie, cosmeticd, farmaceuticd, alimentarda”
20.80009.5107.07, Agentia Nationala pentru Cercetare si
Dezvoltare.
e MixHapoaHa HayKoBa KOH(EpeHIisl CTyJEHTIB Ta MOJIOAMX
BUCHUX, TMpHUCBsiueHa 155-piyuro 3 1HS HapoxeHHs B. B.
[TinBucoupkoro, Oxecca, Ykpaina, 19-20 kBitas 2012;
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internationale si
nationale

Lista publicatiilor

Cunoasterea limbilor
Date de contact de
serviciu (adresa,
telefon, email)

e 4th International Medical Congress for Students and Young
Doctors MedEspera, USMF ,Nicolae Testemitanu”, Chisinau,
Republic of Moldova, 12-14 may 2012,

e Conferinta stiintificd internationala ,,Museum and scientific
research”, Croiova, Romania, 12-14 septembrie 2013;

e Conference ,,Phytochemicals in Medicine and Pharmacognosy”,
Piatra-Neamt, Romania, 27-30 april 2014;

e XXIIIth International Congress “Phytopharm 2019 ”, Saint-
Petersburg, Russia, juli 1-3, 2019;

e Zilele Universitatii si Conferinta stiintifico-practica anuala a IP
USMF “Nicolae Testemitanu”, Chigindu, 2011, 2012,2013,2014,
2015;

e Conferinta stiintifica nationala cu participare internationald ,,De
la design-ul medicamentului la calitate si inofensivitate”, in
memoria profesorului Filip Babilev ,,80 ani de la nastere”,
Chisinau, Republica Moldova, 11 noiembrie 2016;

e Conferinta stiintifico-practica dedicata aniversarii a 55 de ani de
la fondarea facultatii de Farmacie a Universitatii de Stat de
Medicind si Farmacie ,Nicolae Testemitanu” cu genericul
oInvatimantul farmaceutic superior in serviciul ocrotirii
sanatatii”. Expozitii internationale specializate MOLDMEDIZIN
& MOLDDENT, Chisinau, Republica Moldova,11 septembrie
2019;

e Conferinta stiintifica cu participare internationala ,,Obtinerea si
cercetarea farmaceuticdi a unor noi molecule si produse
farmaceutice cu potential terapeutic” desfasurata la Chisinau, 31
ianuarie 2020 in cadrul Proiectului bilateral International moldo-
belarus;

e Conferinta  stiintifico-practica  nationald cu  participare
internationala ,,Actualitdti si perspective in studiul farmaceutic al
plantelor medicinale”, Chisinau, 01-02 octombrie, 2021,

e Conferinta stiintificd anuald ,,Cercetarea in biomedicina si
sanatate: calitate, excelenta si performanta”, 20-22 octombrie
2021.

In baza materialelor tezei, au fost publicate 25 de lucriri stiintifice,

dintre care 10 articole, 4 publicatii de monoautor, 1 publicatie in

revistd din bazele de date SCOPUS, 1 publicatie in revistd
internationala (categoria B+), 1 publicatie in revistd nationala

(categoria B), 15 teze 1in culegeri stiintifice, nationale si

internationale.

Romana, rusa (limba maternd), engleza — B1.

Adresa: Str. Malina Mica, 66, MD-2020, Chisinau,
Republica Moldova

Telefon: +373 22 205 495, +373 69280775

e-mail: anna.benea@usmf.md
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