208 Buletinul ASM

STUDIUL ACTIUNII ANTIOXIDANTE A UNOR PLANTE MEDICINALE
DIN COLECTIA CSCPM USMF ,,NICOLAE TESTEMITANU”
PRIN UTILIZAREA TESTULUI DPPH

Maria Cojocaru-Toma' — dr. in st. farm., conf. univ., Anatolie Nistreanu' — dr. in st. farm.,
prof. univ., Nicolae Ciobanu' — dr. in st. farm., conf. univ., Gianina Crisan” — dr. in st. farm.,
prof. univ., Ilioara Oniga’ — dr. in st. farm., prof. univ., Daniela Benedec’ — dr. in st. farm.,
conf. univ., Daniela Hanganu® — dr. in st. farm., conf. univ., Mircea Tamas” — dr. in st. biol.
prof. univ., Ion Ungureanu® — dr. in st. biol., conf. univ.,

'Facultatea de Farmacie, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”,

’Facultatea de Farmacie, Universitatea de Medicina si Farmacie,

»luliu Hatieganu”, Cluj-Napoca, Romania,

*Centrul Stiintific de Cultivare a Plantelor Medicinale, IP USMF ,,Nicolae Testemitanu”

e-mail: maria.cojocaru@usmf-md, tel. 373 069283288

Rezumat.

Interesul in antioxidanti naturali, in special, cei proveniti din plante medicinale, a crescut in ultimii ani, inclusiv prin
multiple studii si publicatii. Scopul acestei lucrari constd in confirmarea actiunii antioxidante, cu utilizarea metodei spec-
trofotometrice prin testul 1,1,-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), pentru unele produse vegetale.: Argimoniae herba, Cichorii
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herba, Potentillae herba, Symphyti radix, colectate din colectia Centrului Stiintific de Cultivare a Plantelor Medicinale
USMF ,,Nicolae Testemitanu”. Rezultatele experimentale obtinute denota ca partile aeriene de turitd manifestd cea mai
inalta activitate antioxidanta, urmata de sclipeti, cicoare si tataneasa: Agrimonia eupatoria L. (IC 50 = 45.557 ng/ml) >
Potentilla erecta L. Rausch. (60.647 pug/ml) > Cichorium intybus L. (IC 50 = 173.08 pg/ml) > Symphytum officinale L.
(205,56 pg/ml).

Cuvinte-cheie: plante medicinale, produse vegetale, actiune antioxidanta, testul DPPH

Summary: Study of antioxidant action of medicinal plants of the collection SCCMP SUMPh ,,Nicolae Tes-
temitanu” using the DPPH test

The increasing interest in natural antioxidants particularly those extracted from medicinal plants has grown in the
last few years due to several studies and publications. The aim of this research is the confirmation of antioxidant action,
released through spectophotometry (test 1,1,-2-picryhydrazyl (DPPH) for some herbal products: Agrimoniae herba, Cic-
horii herba, Potentillae herba, Symphyti radix. The products are gathered from Scientific Cultivation Center of Medicinal
Plants SUMPh ,,Nicolae Testemitanu”. The obtained experimental data show that agrimony manifests the highest antio-
xidant activity followed by potentilla, chicory and comfrey: Agrimonia eupatoria L. (IC 50 = 45.557 pg/ml) > Potentilla
erecta L. Rausch. (60.647 ug/ml) > Cichorium intybus L. (IC 50 = 173.08 pg/ml) > Symphytum officinale L. (205,56 pg/
ml).
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Pe3rome: M3yueHne aHTHOKCHIAHTHOIO /IeHCTBHSA JIeKAPCTBEHHBIX pacTeHuii u3 koekuuu HIKJIP I'YM®
«Huxkonae Tecremunany» ¢ nomombio Tecra DPPH

Pactymuii uHTEpEC NPUPOIHBIX AHTUOXUAAHTOB, OCOOEHHO IOJy4aeMbIX U3 JIEKAPTBEHHBIX PACTEHH, YBEIIUUUIICS
B IIOCJIC/THHE TOJIbl, B TOM YHCJIE B MHOTOUHUCIICHHBIX MCCIIEOBaHUAX U MyOnukanumsx. L{esns qaHHON paboThI siBIIsieTCst
MOATBEPIKICHUE AaHTUOKCHAHTHOTO JICHCTBHS, IPHU HMCIOJIb30BAaHUU CHEKTPO(OTOMETPUYECKOI0 METOo/a 4Yepe3 TecTra
1-mudennn-2-nuxkpunxuapasui (DPPH) mist HEKOTOPBIX JIeKPaCTBEHHBIX BUIOB ChIpbsi: Agrimoniae herba, Cichorii her-
ba, Potentillae herba, Symphyti radix, coopannbix ¢ kojutekunu Hayunoro I{entpa KynsruupoBanus JlekapCTBEHHBIX
Pactenuit 'YM® ,,Huxonae Tectemuniany”. IlomydeHHble 3KCIIepUMEHTANIBHBIC JaHHbBIE ITOKA3bIBAIOT YTO HAJ3€MHbIE
YaCcTH perenika MMEI0T CaMyl0 BBICOKYIO aHTHOKCHIAHTHYIO aKTHBHOCTH, 32 KOTOPBIM CJEAyeT Jarndarka, LIUKOPUHA U
okonHUK: Agrimonia eupatoria L. (IC 50 = 45.557 pg/ml) > Potentilla erecta L. Rausch. (60.647 ng/ml) > Cichorium

intybus L. (IC 50 = 173.08 pug/ml) > Symphytum officinale L. (205,56 pg/ml).
KaioueBble cjIoBa: IeKapCTBEHHbIE PACTEHHS, JIEKAPCTBEHHOE PACTUTEIBHOE ChIPhE, aHTHOKCHAAHTHOE JICHCTBHE,

Tect DPPH

Introducere. Una din tendintele actuale de dez-
voltare a industriei farmaceutice este obtinerea si uti-
lizarea antioxidantilor extrasi din plante medicinale,
cu continut de diverse principii active, cum ar fi: poli-
fenolii, substantele tanante, flavonoidele, vitaminele.
Procesele de oxidare pot produce radicali liberi, care
in concentratii fiziologice sunt indispensabili func-
tionarii normale a celulelor, dar in exces, pot afecta
structura si activitatea normala a celulelor. La randul
lui, organismul uman produce substante antioxidante,
cu capacitate de a le neutraliza, actiondnd ca agenti
reducdtori, impotriva radicalilor liberi.

Material si metode. In calitate de sursi de anti-
oxidanti naturali au fost cercetate plante medicinale
din Centrul Stiintific de Cultivare a Plantelor Medi-
cinale a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie
,Nicolae Testemitanu”. Plantele medicinale au fost
evaluate in baza studiilor si publicatiilor stiintifice din
domeniu, dupa indicii sistematici, clasa de principii
active, cat si caracterizarea principiilor active respon-
sabile de actiunea antioxidanta. Activitatea antioxi-
dantd 1n produsele vegetale s-a efectuat prin metoda
spectrofotometrica, cu testul 1,1,-difenil-2-picrilhi-

drazil (DPPH), metoda bazatd pe diminuarea absor-
bantei radicalului in prezenta antioxidantilor DPPH
[2,10].

Rezultate si discutii. Antioxidantii reprezinta
molecula care in comparatie cu materialul oxidabil
este prezent intr-o concentratie scazuta, ce incetineste
sau opreste complet oxidarea acestuia. Dupa structu-
ra lor chimicd, sunt compusi macromoleculari: fer-
menti: superoxid dismutaza, catalaza; unele proteine
capabile sa fixeze ionii unor metale, sau compusi cu
masa moleculara joasa, cu un mecanism principal de
apdrare al organismului Tmpotriva oxidarii. Antio-
xidantii actioneaza prin cedarea §i completarea ulti-
mului strat electronic al radicalului liber, care nefiind
deficitar in electroni, isi pierde capacitatea nociva de
actiune. Ei formeaza bariere succesive de protectie,
in dependenta de tipul de actiune asupra radicalilor,
care micsoreaza intensitatea oxidarii radicalice. Este
de dorit ca nivelul si actiunea radicalilor liberi sa fie
sub capacitatea de actiune a antioxidantilor. Atunci
cand actiunea radicalilor liberi o depaseste pe cea a
antioxidantilor, in caz de stres oxidativ, au loc feno-
mene de uzurd si imbatranire celulard precoce, feno-
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mene ce pot produce modificari structurale soldate cu
destabilizarea morfologiei celulelor si instalarea unor
afectiuni degenerative. Rezistenta efectului antioxi-
dantilor poate fi caracterizat prin timpul de inductie,
cu cat este mai eficient antioxidantul, cu atat este mai
lunga perioada de inductie si cu atat mai tarziu apare
oxidarea moleculei [5, 8].

Este cunoscut faptul, ca multe plante medicinale
se caracterizeaza prin valoare biologica sporita, dato-
ritd continutului de antioxidanti, printre care putem
mentiona unele produse vegetale bogate in polifenoli:
flavonoide, substante tanante si vitamine, din colec-
tia CSCPM a USMF ,,Nicolae Testemitanu”.

Cicoare - Cichorium intybus L.; Cichorii herba
et radix; fam. Asteraceae. Remarcam, ca florile si ra-
dacinile plantei contin cicorind, arginind, acid cicoric
si principii amare. Pe langa inulind, radacina contine
si zaharuri, substante tanante, uleiuri volatile, pecti-
ne, rasine. Intreaga planti contine un latex, al carui
constituient major este inulina. Planta serveste si ca
sursd de vitamine: A, C, E, K, P, PP. Flavonoidele
constituie cca 3%: luteol, cvercetol, riboflavina. In
parti aeriene domina: cicorina, insulina, arginina, co-
lina, se intalnesc de asemenea si microelemente: Fe,
P, Ca. In radacini predomina substantele triterpenice
amare, fructoza, taninuri si uleiul volatil. In radaci-
na proaspta continutul de inulind constituie cca 11%
-23%.

Cicoarea este o plantd recunoscutda pentru efec-
tele sale curative, incad din antichitate. Principiile
active stimuleaza digestia, detoxificd organismul,
scade colesterolul si glicemia. Actiunea anorexigena
a preparatelor obtinute din radacini de cicoare este
superioara extractelor obtinute din partile aeriene ale
plantei. Prin faptul cd sunt anorexigene si laxative,
radacinile de cicoare, sub forma de decoct sunt indi-
cate in obezitate. Preparatele din cicoare se recoman-
da in cazul afectiunilor digestive: gastrite, hepatite,
colesictite, spasme hepatobiliare, constipatii, helmin-
tiaze, hemoroizi, ateroscleroza, diabet. De asemenea,
cicoarea se dovedeste eficienta in perioada de conva-
lescenta, poate fi administratd sub forma de infuzie,
sirop, decoct, comprimate [5, 11].

Sclipeti - Potentilla erecta L. Rausch.; Potenti-
llae herba et radix, fam. Rosaceae. Rizomii si radaci-
nile de sclipeti contin polifenoli: taninuri condensate
30%, acid galic, flavonoide (camferol), heterozida
tormentilina, flabafene, saponozide triterpenice, mu-
cilagii si substante minerale. In partile aeriene au fost
identificate vitamina C si K.

Sclipetii manifesta proprietati astringente, antiin-
flamatoare, hemostatice, antimicrobiene si cicatrizan-
te, prin continutul de taninuri. In Moldova s-a confir-
mat actiunea hepatoprotectoare a decoctului din scli-

peti in hepatite cornice, ciroze hepatice complicate cu
ascite. Deasemenea, specia se foloseste impotriva ul-
cerelor varicoase, eczemelor, diareiei, enterocolitelor
si in combustii. Este un antibiotic natural, contribuind
la eliminarea microbilor si diminuarea proceselor in-
flamatorii. Poate fi administrata sub forma de decoct,
infuzie, unguent [6, 9, 11].

Tataneasa - Symphytum officinale L.; Symphyti
radix; fam. Boraginaceae. In radicini de titineasa
simfitocinoglosind), flavonoide, vitamine A, C, ulei
volatil, mucilagii, taninuri, heterozide si saruri mine-
rale: Ca, K. Produsul vegetal este valoros prin conti-
nutul de alantoina.

Planta este cunoscutd din antichitate, utilizata de
Dioscorides prin propietatile sale regeneratoare. Ma-
nifestd proprietati hepatoprotectoare, antitumorale,
cicatrizante, antiinflamatoare, imunomodulatoare.
Multe preparate de uz extern produse in ultimul de-
ceniu sunt pe baza de titaneasa. In Republica Moldo-
va a fost confirmata actiunea hepatoprotectoare atat
a extractului dens din radacini de tatdneasa, cat si a
alantoinei, principiului activ, in hepatita acuta si cro-
nica, indusa cu tetraclorura de carbon, la animale de
laborator [4, 6,11].

Turita - Agrimonia eupatoria L.; Agrimoniae eu-
patoriae herba; fam. Rosaceae. In partile aeriene de
turita au fost identificate substante tanante, uleiuri vo-
latile, vitamina K, acizi organici si flavonoide, dintre
care quercetrina, kampferolul, luteolina si apigenina.

Turita este cunoscuta de pe vremea vechilor
egipteni, poseda efect puternic curativ in boli hepati-
ce, gastrointestinale, afectiuni ale cailor biliare, prin
continutul de taninuri si flavonoide. Mentionam ca tu-
rita este un bun regenerator, administratda sub forma
de infuzie si decoct. Poate fi utilizata in patologiile
hepatice si in combinatie cu alte plante medicinale,
cum ar fi dragaica si vinarita [1,9,11].

Produsele vegetale pentru plantele mentionate au
fost recoltate din colectia CSCPM USMF ,,Nicolae
Testemitanu”, in dependenta de natura produsului ve-
getal si recomandarile din farmacopee. Partile aerie-
ne: Cichorii herba, Potentillae herba si Agrimoniae
eupatoriae herba s-au recoltat de la inceputul inflo-
ririi, pe intreaga perioada de inflorire. Partile sub-
terane: Symphyti radix, s-au recoltat toamna tarziu.
Radacinile sapate, spalate rapid 1n jet de apa, taiate in
bucati mici si uscate la temperatura de pana la 40°C,
sau pastrat in ambalaje de hartie, cu inscriptionarile
respective.

Actiunea antioxidanta a plantelor medicinale este
bazatd pe reducerea ionului feric sau cupric, neutra-
lizarea radicalului de oxigen, a peroxidului de hidro-
gen sau a radicalului liber 1,1,-difenil-2-picrilhidrazil
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(DPPH). Metoda utilizata pentru cuantificarea antio-
xidantilor 1n sisteme bilogice complexe [1, 5].

Determinarea activititii antioxidante prin meto-
da DPPH in produse vegetale.

1,1,-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) este o me-
toda spectrofotometrica, larg utilizatd pentru a
testa abilitatea compusilor de a Indeparta radicalii
liberi sau capacitatea lor de a dona hidrogen. Me-
toda spectrometrica se bazeaza pe diminuarea ab-
sorbantei radicalului in prezenta antioxidantilor
1,1,-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), caracterizat ca
un radical stabil, datorita delocalizarii electronului
neimperechiat, ce determind aparitia culorii violet
si formarea unei benzi de absorbtie cu maximum la
517 nm. Astfel, reactivul DPPH este utilizat ca sursa
radicalica 1n evaluarea activitatii antioxidante, redus
de la violet la o culoare galben pal, in prezenta anti-
oxidantului [1, 3, 7, 10].

Metoda de Ilucru. Diferite cantitagi de extracte
etanolice (10%) din produsele vegetale: Argimoniae
herba, Cichorii herba, Potentillae herba, Symphyti
radix, diluate de 500 de ori: 0.5, 1.0 1.5, 2.0, 2.5,
3.0, 3.5, 4.0 ml au fost aduse la 4.0 ml cu metanol,
la care se adauga 4 ml solutie DPPH, cu concentratia
(0.1 gL") dizolvat in metanol. Dupa 30 minute de
incubare la 40°C in baia de apa, a fost inregistrata ab-
sorbanta la lungimea de unda 517 nm. Solutia meta-
nolica de Trolox (0,25 g/L) a fost folosita ca antioxi-
dant de referinta, in intervalul de concentratii de 5-25
ng/ml pentru Trolox. In continuare au fost diluate cu
metanol pana la un volum de 4 ml si apoi tratate cu

reactiv DPPH (4 ml). Au fost determinate absorban-
tele in aceleasi conditii ca pentru extractele vegetale,
folosind ca martor, metanolul. IC 50 pentru Trolox
= 12 micrograme/ml. Toate spectrele de absorbtie au
fost inregistrate cu ajutorul unui spectrofotometru
UV-VIS Jasco V530. Procentul de inhibitie, 1%, s-a
calculat, folosind formula:

(%) = [(A,, w0 - Apmbé) I (A wo)] X 100, 1n care

A, .. - absorbanta radicalului DPPH- + etanol
(solutia care contine toti reactivii, cu exceptia probei;

A ; - absorbanta radicalului DPPH- + proba /
referinta.

Concentratia de inhibare efectiva a probelor ne-
cesard pentru neutralizarea radicalul DPPH cu 50%
-IC,, afost obtinuta prin intermediul regresiei liniare.
Au fost calculate valorile IC,  pentru toate probele de
analizat si pentru solutiile standard. Abscisa repre-
zinta cantitatea de produs vegetal (ng/ml) sau sub-
stanta standard, iar ordonata procentul de inhibitie
1%, cu construirea curbelor cinetice ale interactiu-
nii extractelor cercetate, utilizdnd solutia radicalului
liber DPPH si calculand procentul de inhibitie. Ac-
tivitatea antioxidanta in produse vegetale, cu testul
DPPH, denota faptul ca cu cat IC 50 este mai mic,
cu atat actiunea antioxidanta este mai mare, explicat
prin faptul ca potentialele reducatoare ale inhibitori-
lor sunt invers proportionale cu puterea de donare a
electronilor. Rezultatele obtinute confirma ca partile
aeriene de turitd manifestd cea mai inalta activitate
antioxidantd, urmata de sclipeti, cicoare si tataneasa.
Datele se prezenta in figurile 1-5.
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Figura 1. Actiunea antioxidanta pentru Agrimonia eupatoria L.



212

Buletinul ASM

Potentilla erecta L. Rausch. y-ossax-1732
R?2=0.9954
100
80 —®
. //t"
R
— —
40 e
/_}/
20 —
e
'
0 T T T ] 1 1
20 40 60 80 100 120
micrograme /ml
Figura 2. Actiunea antioxidanta pentru Potentilla erecta L.
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Figura 3. Actiunea antioxidanta pentru Cichorium intybus L.
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Figura 4. Actiunea antioxidanta pentru Symphytum officinale L.
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Figura 5. Actiunea antioxidanta pentru Ttrolox
Concluzii: 3. Brand-Williams W., Cuvelier M., Berset C. Use

1. Rezultatele studiului au pus in evidentd acti-
unea antioxidanta a unor plante medicinale din colec-
tia Centrului Stiintific de Cultivare a Plantelor Me-
dicinale USMF ,,Nicolae Testemitanu”, in baza unui
spectru larg de principii active: polifenoli, substante
tanante, flavonoide si vitamine.

2. Acrivitatea antioxidanta in produse vegetale,
confirmata experimental prin metoda spectrofotome-
tricd cu testul DPPH, denota faptul ca cu cat IC 50
este mai mic, cu atdt actiunea antioxidanta este mai
mare.

3. Rezultatele obtinute confirmd ca partile ae-
riene de turitd manifestd cea mai Inaltd activitate an-
tioxidantd, urmatd de sclipeti, cicoare si tataneasa:
Agrimonia eupatoria L. (IC 50 = 45.557 ng/ml) >
Potentilla erecta L. Rausch (60.647 pg/ml) > Cicho-
rium intybus L. (IC 50 = 173.08 pg/ml) > Symphytum
officinale L. (205,56 pug/ml).

Multumiri! Acest studiu a fost realizat in peri-
oada de stagiere la Facultatea de Farmacie a Univer-
sitatii de Medicind si Farmacie ,,Iuliu Hatieganu”,
Cluj-Napoca, Romania.
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