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INTRODUCERE

In ultimii ani se remarcd interesul comunitatii stiintifice fatd de plantele medicinale

datorita proprietatilor acestora in mentinerea stirii de sdnatate si mai ales pentru ca acestea

reprezinta surse inepuizabile de materie prima pentru prepararea unor compusi farmaceutici.

In prezenta tezi ne-am propus studierea speciei de planta Trapa natans L., din regiunea

Delta Dunarii.

Alegerea temei de cercetare a avut in vedere urmatoarele:

preocuparea constatatd, din ultimii ani, a lumii stintiifice de a identifica noi surse de
compusi bioactivi in compozitia plantelor medicinale si de a valorifica remediile din
medicina traditionald. Deasemenea, este cunoscutd importanta surselor de origine
vegetala pe plan mondial: peste 50% din medicamentele prescrise pe continentul
american confin substante de origine vegetald iar tari din Europa precum Germania si
Franta reprezinta 30% din piata de desfacere a produselor pe bazd de plante;

cercetarile anterioare evidentiaza prezenta unor principii active in fructul plantei care pot
avea actiune antioxidanta si antimicrobiana;

la nivel international partile acvatice si aeriane ale speciei Trapa natans L. nu sunt
valorificate, iar la nivel national, dupa cunostintele noastre, nu exista nici un studiu de

cercetare sistematicd, pana in prezent;

Scopul lucrarii a constat in identificarea, separarea, determinarea calitativa si cantitativa a

unor principii active din specia Trapa natans L. cu potential terapeutic si validarea metodelor

analitice utilizate Tn acest sens.

Obiectivele cercetarilor au fost:

stabilirea identitatii, puritatii si calitatii produselor vegetale obtinute din specia Trapa
natans L.;

obtinerea unor extracte din partea acvatica, aeriand, din pulpa si pericarpul fructelor
speciei Trapa natans L. cu scopul de a obtine un concentrat in principii active;

separarea si determinarea continutului in principii active din extractele obtinute din partea
acvatica, aeriana, din pulpa si pericarpul fructelor speciei luate in studiu;

elaborarea si validarea unei metode HPLC pentru identificarea, separarea si determinarea
principiilor active din specia Trapa natans L.;

caracterizarea efectelor principiilor active identificate, separate si cuantificate din

extractele obtinute din toate partile componente ale speciei luate 1n studiu;



— evaluarea actiunii citotoxice §i mutagene a acestor extracte concentrate in principii active.

Teza de doctorat cuprinde o parte de literaturd §i, o a parte experimentald care contine
contributiile originale obtinute pe perioada derularii cercetarii pentru elaborarea tezei de
doctorat.

n prima parte sunt prezentate aspecte referitoare la date din literatura cu privire la specia
Trapa natans L. (capitolul 1), la stadiul actual al cercetarilor in domeniu legat de cercetarile
farmacochimice, farmacologice si importanta speciei demonstrate stiintific (capitolul 2), date
teoretice privind tehnicile de extractie utilizate pentru obtinerea extractelor vegetale, importanta
compusilor fenolici studiati, metode utilizate in literaturd pentru identificarea, separarea,
determinarea calitativd si cantitativa a acestora, o scurtd prezentare a tehnicilor de analiza,
utilizate in teza si notiuni de validare a metodelor analitice (capitolul 3).

In partea originald a lucrarii sunt prezentate date cu privire la obtinerea si controlul
calitatii materiei prime vegetale (capitolul 4), prepararea extractelor hidroalcoolice din partea
acvatica, aeriand, din pulpa si pericarpul fructelor prin extractie Soxhlet si macerare (capitolul 5),
precum si determinarea cantitiativa a continutului in polifenoli totali prin metoda
spectrofotometrica (capitolul 6),

In literatura de specialitate existd putine date cu privire la metodele de separare,
identificare, determinare calitativa si cantitativa a compusilor de tip fenolic in diferite specii ale
genului Trapaceea [32,67]. Desi in numeroase articole este mentionata prezenta compusilor
fenolici, responsabili de anumite efecte asupra organismului, nu existd date cu privire la
identificarea compusilor fenolici de la nivelul partii aeriene a speciei Trapa natans L.

Astfel, Capitolul 7, cel mai amplu capitol al lucrarii cuprinde aplicarea unei metode
HPLC standardizate din literaturd pentru identificarea, separarea, determinarea calitativd a
acizilor galic, metilgalic, clorogenic, cafeic, ferulic si a E-resveratrolului, validarea acestei
metodei HPLC si aplicarea acestei metodei standardizate pentru identificarea, separarea,
determinarea cantitativa si calitativa a compusilor fenolici din extractele hidroalcoolice obtinute
din specia Trapa natans.

Identificarea si determinarea calitativd a compusilor fenolici din solutiile de analizat s-a
realizat pe baza timpilor de retentie specifici fiecarui acid fenolic si prin compararea spectrelor
de absorbtie pentru fiecare compus fenolic separat din cromatogramele obtinute din fiecare
solutie obtinutd a partilor componente ale speciei studiate cu amestec de compusi puri §i a
spectrelor de absorbtie pentru fiecare compus fenolic separat din cromatogramele obtinute din
fiecare solutie obtinuta a partilor componente ale speciei studiate farda amestec de compusi puri,

la lungimile de unda la care acesti compusi prezintda maxime de absorbtie. Determinarea
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cantitativa a acizilor 3-O-metilgalic, clorogenic, cafeic si ferulic s-a facut pe baza curbelor de
calibrare prezentate in subcapitolul 7.1.4.3.

Identificarea, separarea, determinarea calitativa si cantitativa a compusilor fenolici din
solutia de analizat se face prin compararea cromatogramelor solutiei de analizat cu amestec de 6
compusi fenolici puri (Figurile 7.52, 7.54, 7.56), a solutiei de analizat cu amestec de 4 compusi
fenolici puri (Figurile 7.53, 7.55) si a solutiei de analizat fara amestec de compusi puri.

In urma analizei cromatogramelor obtinute s-au identificat urmatorii compusi fenolici: la
216 nm acidul galic care elueaza la 1.44 min, la 324 nm acizii cafeic la 4.61 min si ferulic la 8.60
min. Concentratiile acizilor cafeic si ferulic au fost calculate pe baza dreptelor de calibrare
efectuate in subcapitolul 7.1.4.3.1., iar rezultatele obtinute si prelucrarea statisticd a ariilor
masurate (mAU x sec), a timpilor de retentiei §i a concentratiilor (mg/g p.v.) sunt prezentate in

Tabelul 7.34.

Tabelul 7.34. Rezultatele nregistrate la determinarea cantitativa a compusilor fenolici din
extractul hidroalcoolic 10% obtinut din partea acvatica a speciei Trapa natans L. prin extractie

Soxhlet
= RSD X +
1 2 3 4 5 6 X sD SDx
(%) tq/zstx
acid cafeic
aria pic analit 45.20
46.44 46.99 41.56 45.74 44.34 46.15 45.20 199 081 440
(mAU x sec) +91.09
conc.experim 0.47
0.48 0.48 0.43 0.47 0.46 0.48 0.47 0.01 001 4.03
(ma/g p.v.) +0.01
timp de 4.61
4.61 4.61 4.6 4.61 4.61 4.60 4.61 001 001 0.3
retengie (min) +0.01
acid ferulic
aria pic analit 278.35
28451 278.19 272.42 281.44 273.13 280.40 278.35 477 195 171
(mAU x sec) +3.93
conc.experim 1.31
1.33 1.30 1.28 1.32 1.28 131 131 0.02 001 172
(mg/g p.v.) +0.01
timp de 8.60
8.60 8.62 8.58 8.61 8.57 8.62 8.60 001 001 0.23
retentie (min) +0.01

p.v. — produs vegetal

Un aspect pe care l-am avut in vedere 1l constituie verificarea puritatii picurilor analitilor
de interes. Rezultatele prezentate in Tabelul 7.35. ne arata ca impuritatile nu coelueaza cu
picurile analitilor cercetai. S-au analizat curbele de puritate a picurilor corespunzatoare
compusilor fenolici prezenti in solutii (Figurile 7.57.-7.60.). Factorul de puritate al picurilor
analitilor identificati a fost mai mare de 95%.

In extractul hidroalcoolic obtinut din partea acvatici a speciei Trapa natans L. prin

extractiec Soxhlet au fost identificati, separati, determinati calitativ acidul galic, acidul cafeic,
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acidul ferulic si determinafi cantitativ acidul ferulic (1.13 mg/g p.v.) in cantitate mai mare
comparativ cu acidul cafeic (0.47 mg/g p.v). Nu au fost identificati acizii 3-O-metilgalic si
clorogenic.

In extractul hidroalcoolic obtinut din partea aeriani a speciei Trapa natans L. prin
extractie Soxhlet au fost identificati, separati, determinati calitativ acidul galic, acidul cafeic,
acidul ferulic si determinati cantitativ acidul cafeic (4.64 mg/g p.v.), acidul ferulic (2.04 mg/g
p-v.). Nu au fost identificati acidul 3-O-metilgalic la 216 nm, acidul clorogenic la 324 nm si E-
resveratrolul la 310 nm.

In extractul hidroalcoolic obtinut din pulpa fructului speciei Trapa natans L. prin
extractie Soxhlet au fost identificati, separati, determinati calitativ acizii galic, 3-O-metilgalic si
ferulic si determinati cantitativ acidul 3-O-metilgalic (0.54 mg/g p.v.) si acidul ferulic (0.09 mg/g
p.v.) La lungimea de unda de 324 nm nu au fost identificati acidul clorogenic si cafeic, iar la
lungimea de unda de 310 nm nu a fost identificat E-resveratrolul.

In extractul hidroalcoolic obtinut din pericarpul fructului speciei Trapa natans L. prin
extractie Soxhlet au fost identificati, separati, determinati calitativ acizii galic, cafeic, ferulic si
determinati cantitativ acidul cafeic (4.25 mg/g p.v.), acidul ferulic (1.78 mg/g p.v.). Nu au fost
identificati acidul 3-O-metilgalic la 216 nm, acidul clorogenic la 324 nm si E-resveratrolul la 310
nm [390].

Dintre compusii decelati de noi, doar acizii galic, 3-O-metilgalic si ferulic au fost citati
anterior in literatura de specialitate ca fiind prezenti in pulpa fructului din aceasta specie, ei au
fost identificati, separafi si determinafi cantitativ tot prin metoda cromatografiei de lichide, in
conditii cromatografice diferite din extracte metanolice obtinute din pulpa fructului in stare
proasptd, in stare congelata si din probe uscate la aer cald [32].

De asemenea, pentru separarea, identificarea, determinarea calitativd §i cantitativa a
compusilor fenolici s-a elaborat o metoda HPLC noua, care a fost optimizata si validata. Aceasta
a fost aplicatd pentru determinarea compusilor polifenolici din extractele hidroalcoolice obtinute
prin cele doud metode de extractie.

Intrucat compusii pe care vrem s-i separam prezintd grupiri acide, retentia separarilor va
creste o datd cu scaderea pH-ului fazei mobile, deoarece disocierea gruparilot —OH va fi blocata
si moleculele vor interactiona pregnant cu faza stationara pe baza hidrofobicitatii sale. Principiul
metodei a constat 1n identificarea, separarea si determinarea cantitativa a acizilor galic, 3-O-
metilgalic, clorogenic, cafeic, cinamic, ferulic si a E-resveratrolului din solutiile hidroalcoolice
prin metoda cromatografiei de lichide de inaltd performanta cu detector cu retea de diode, pe

baza timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie in UV-Vis.



Identificarea, separarea, determinarea calitativd si cantitativda a compusilor fenolici din
solutia de analizat se face prin compararea cromatogramelor solutiei de analizat cu amestec de
substante pure formatd din cei 7 compusi fenolici si a solutiei de analizat fard amestec de
substante pure.

Analitii separati in metoda HPLC standardizata au fost regasiti in metoda elaborata, dar
in concentratii mai mici. Rezultatele au coincis la probele obtinute prin macerare. Avantajul
acestei metode a constat n timpul de analiza mai scurt, limite de detectie si cuantificare mult mai
reduse in comparatie cu rezultatele obtinute cu metoda standardizata.

Noua metoda propusa este adecvatd pentru separarea si evaluarea cantitativa a compusilor
fenolici din produse vegetale.

Analizele HPLC utilizand atat metoda standardizatd din Farmacopeea Americana cat si
noua metodad elaboratd au permis separarea si identificarea compusilor fenolici din extractele
vegetale pe baza timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie in UV si determinarea cantitativa
pe baza ecuatiilor dreptelor de regresie validate.

Rezultatele obtinute la separarea si determinarea cantitativa a polifenolilor totali prin
metoda spectrofotometrica si identificarea, separarea si dozarea prin HPLC a unor compusi ne-au
determinat sa continuam studiul prin cuantificarea activitatii antioxidante a extractelor
hidrolalcoolice obtinute din partile componente ale plantei Trapa natans L. prin metoda
fotochemiluminescenta produsa prin reactia speciilor radicalice cu luminol. Datele experimentale
si interpretarea acestora este prezentata in Capitolul 8.

Pe baza rezultatelor obtinute si a corelatiei compozitiei chimice — actiune antioxidanta,
putem afirma cd concentrate in principii active de tip polifenoli extrase din partea aeriana,
acvatica, din pulpa sau pericarpul speciei pot fi utilizate in medicind pentru actiunea
antioxidanta.

Determinarea activitatii antimicrobiene a extractelor hidroalcoolice vegetale cercetate
este prezentatd in Capitolul 9. Activitatea antimicrobiand a fost evaluatd pentru trei specii
bacteriene respectiv Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATTC 25922,
Proteus vulgaris ATTC 13315, precum si pentru o specie de fungi de Candida albicans ATTC
10239, iar metoda utilizata a fost cea difuzimetrica in gel de agar. Cele mai largi zone de
inhibitie ale activitatii antibacteriene au fost obtinute n cazul extractelor hidroalcoolice realizate
in extractorul Soxhlet pentru probele obtinute din pericarp, urmate de cele obtinute din partea
aeriand si partea acvatica. Zone de inhibitie mici, mai putin semnificative, au fost inregistrate
pentru probele obtinuite din pulpa fructelor. Tulpinile cele mai sensibile la actiunea probelor
obtinute prin extractie Soxhlet au fost bacteriile Gram + S. aureus. Tulpinile Gram + au fost mai

sensibile la actiunea extractelor hidroalcoolice testate comparativ cu bacteriile Gram -.
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Rezultatele obfinute privind actiunea antibacteriand a extractelor hidroalcoolice au fost
comparabile cu cele raportate in literatura de specialitate.

In vederea aprofundarii studiilor asupra potentialului terapeutic al extractelor din planta
Trapa natans L. in Capitolul 10 sunt prezentate rezultatele obtinute privind evaluarea
citotoxicitatii si genotoxicitatii extractelor asupra germindrii cariopselor de grau. S-a observat ca
toate extractele obtinute din partea acvatica, aeriand, din pulpa si pericarpul fructului prezinta
efecte citostatice evidente. Raspunsul citostatic cel mai accentuat este dat de extractul provenit
din partea acvatica si din pericarpul fructelor, fapt explicat si de functiile morfologice ale acestor
componente ale plantei.

Nu au fost observate elemente de genotoxicitate, cromozomi modificati sau punti
cromozomiale. Trebuie mentionat faptul cd, desi sunt reduse diviziunile, apar toate etapele
ciclului celular, in proportii diferite functie de extract (Tabel 10.3.), ceea ce denota faptul ca
diviziunile normale sunt posibile, dar semnalul de declansare a ciclului celular este intrerupt.

Avand in vedere cd extractele hidroalcoolice obtinute din partea acvatica, aeriand, din
pulpa si pericarpul fructului speciei Trapa natans L., au actiune antioxidantd, antimicrobiana si
citostatica putem orienta cercetarile ulterioare pentru creearea unui produs standardizat in
polifenoli totali si compusi polifenolici identificati prin metoda cromatografica, cu efecte
terapeutice demonstrate clinic. Pespectiva utilizarii acestor extracte hidroalcoolice din produsele
vegetale obtinute din planta Trapa natans L. in industria alimentara si in cea farmaceutica este

evidenta.
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