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Rezumat.

Pigmentii carotenoidici si clorofilieni din tesuturile plantelor sunt valorosi datorita capacitétii lor de a proteja aparatul
fotosintetic. Analiza chimica spectrofotometrica a extractelor din speciile genului Helichrysum (H. arenarium si H.
italicum) a evidentiat un continut mai ridicat de carotenoide in flori, urmat de partile aeriene, frunze si tulpini: H. arenarii
Sflores—10,74 mg/% si H. italici flores — 4.41 mg/% pe alcool etilic 96%. In ceea ce priveste pigmentii clorofilieni, s-a
observat un continut mai ridicat de clorofila b in frunze (H. arenarium —10,7 %/ml si H. italicum — 4.41%/ml in alcool
etilic 96%). Totodata, metoda de extractie cu acetona a evidentiat un continut mai ridicat de clorofild a in frunzele ambelor
specii (H. arenarii folia —98,92 mg/ml si H. italici folia — 51,61 mg/ml). Rezultatele indica ca natura extractului si tipul
produsului vegetal influenteaza semnificativ continutul de pigmenti carotenoidici si clorofilieni.

Cuvinte cheie: pigmenti, clorofila, carotenoide, Helichrysum, analiza chimica.

Summary. Carotenoid and chlorophyll pigments in species of the genus Helichrysum.

The carotenoid and chlorophyll pigments in plant tissues are valuable because they help protect the photosynthetic
apparatus. Spectrophotometric chemical analysis of extracts from species of the genus Helichrysum (H. arenarium and
H. italicum) shows the highest carotenoid levels in the flowers, followed by the aerial parts, leaves and stems: H. arenarii
flores — 10.74 mg /% and H. italici flores — 4.41 mg /% in 96% ethanol. Regarding chlorophyll pigments, a higher content
of chlorophyll b was determined in leaves (H. arenarium — 10.7 mg /ml and H. italicum —4.41 mg /ml in 96% ethanol).
At the same time, the acetone extraction method revealed a higher chlorophyll a content in the leaves of both species (H.
arenarii folia 98,92 mg/ml and H. italici folia — 51,61 mg/ml). These results indicate that both the choice of solvent and
the nature of the plant material strongly influence the carotenoid and chlorophyll content.

Keywords: pigments, chlorophyll, carotenoids, Helichrysum, chemical analysis.

Pe3ome KaporuHouansbie 1 XJIopouIIbHbIE MUTMEHTHI Y BUI0B pona Helichrysum

KaporuHouapie 1 XJIOpO(UIUIOBbIE MUTMEHTHI B TKaHAX PACTCHUI LIEHHBI Olarojapsi CHoCOOHOCTH 3allUIIATh
¢dorocunTernyeckuii anmapar. CriekrpopoToMeTpHYeCKH XUMHUYECKHI aHalu3 dKCTPAKTOB BUAOB poaa Helichrysum
(H. arenarium w H. italicum) BbISIBUII OOJiee BBICOKOE CONEp)KaHHWE KAPOTHMHOUIOB B I[BETKaX, YeM B HAJA3E€MHOM
4acTH, JIMCThIX U creomsx: H. arenarii flores —10,74 mr /% w y H. italici flores — 4,41 mr /% npu sxcrpakiyu 96%-
HBIM 3TaHOJIOM. UTO KacaeTcst XJ0pOpHUILIHHBIX MUTMEHTOB, YCTAHOBIEHO 0oJiee BBICOKOE cojiepikaHue xyopoduiuia b
B ucThsx (H. arenarium — 10,7 mr/min, H. italicum — 4,41 mr/min B 96% stanosne. B To jxe BpeMsi METOJ SKCTPAKIIUU
AI[CTOHOM BBISIBHJI 00JICe BRICOKOE COICPIKaHUE XJIOPO(HIUIA a B TUCThAX 000X BUIOB (H. arenarii folia — 98,92 mg/ml
u H. italici folia — 51,61 mg/ml). Pe3ynbrarsl CBUIETEIBCTBYIOT O TOM, YTO MPHUPOJIA IKCTPAKTA U THIT PACTUTEIBHOTO
NPOAYKTA CYIIECTBEHHO BIMSIOT Ha COJEPKaHNE KAPOTUHOUIHBIX U XJIOPO(PHIUIBHBIX ITUTMEHTOB.

KuroueBble c10Ba: MUTMEHTHI, XJI0POGIILT, KAPOTUHOUIB, Helichrysum, XAMUYECKUI aHANIN3.
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Introducere.

Carotenoizii reprezintda o clasd de pigmenti
naturali sintetizati de alge, plante si bacterii, care
conferd colorit galben-portocaliu in regnul vegetal.
In fructe si legume au fost identificati peste 50 de
carotenoizi, dintre care a-carotenul, [-carotenul,
B-criptoxantina, luteina, zeaxantina si licopenul sunt
cei mai des intalniti in alimentatia umana [1]. Dintre
acestia, a-carotenul, p-carotenul si B-criptoxantina
sunt derivati ai provitaminei A, ceea ce Inseamnd cd
pot fi transformati de organismul uman in retinol.
in schimb, luteina, zeaxantina si licopenul sunt
carotenoizi neprovitaminici si nu pot fi convertiti in
retinol [2, 3]. Clorofila este pigmentul fotosintetic
esential responsabil de culoarea verde a plantelor
si algelor, facilitind captarea luminii necesare
fotosintezei. Aceasta prezintd structuri chimice
usor diferite, care determina proprietati distincte de
absorbtie a luminii. Structura de baza a clorofilei
include un inel de porfirind asemanator cu cel al
hemului din hemoglobina, dar cu un atom central de
magneziu in loc de fier. Coada hidrocarbonata (fitol),
atasatd inelului porfirinic, face ca clorofila si fie
solubila in grasimi si insolubila in apa [4, 5]. Clorofila
a este mai raspandita si absoarbe 1n special lumina
rosie, in timp ce clorofila b absoarbe preponderent
lumina albastru-violet. Ambii pigmenti sunt esentiali
in procesul fotosintetic [6]: clorofila a este direct
implicata 1n reactiile dependente de lumina, in timp
ce clorofila b extinde spectrul de absorbtie a luminii
[7, 8]. Studiile farmacologice in vitro si in vivo au
evidentiat potentialele beneficii pentru sanatate
ale pigmentilor carotenoidici si clorofilieni, prin
proprietatile lor antioxidante si antiinflamatorii,
precum si prin rolul lor in reducerea riscului si
severitatii unor boli cronice, cum ar fi afectiunile
cardiovasculare, obezitatea, diabetul zaharat de tip 2,
cancerul si tulburarile neurodegenerative [9].

Scopul.

Determinarea  cantitativd a  pigmentilor
carotenoidici si clorofilieni in produse vegetale
recoltate de la speciile genului Helichrysum, din
colectia Centrului Stiintifico-Practic in domeniul
Plantelor Medicinale (CSPDPM) a USMF , Nicolae
Testemitanu” (H. italicum) si din flora spontand a
Republicii Moldova (H. arenarium).

Material si metode.

Conditionarea produselor vegetale. Produsele
vegetale (frunze — folia, flori — flores, parti aeriene
— herba, tulpini — caulis) de la specile genului
Helichrysum: H. arenarium au fost recoltate de
pe stancariile malului drept al fluviului Nistru, iar
identificarea taxonomicd s-a realizat cu ajutorul

herbarului de la Catedra de farmacognozie si botanica
farmaceutica a USMF “Nicolae Testemitanu”.
Produsele vegetale ale speciei H. italicum au fost
recoltate din colectia CSPDPM, cu grija pentru a nu
extrage si organele subterane, planta fiind reintrodusa
in colectie prin plantare cu material sdditor. Recoltarea
s-a realizat in aceeasi perioada (iulie a. 2024), iar
conditionarea materialului vegetal s-a efectuat
conform prevederilor Farmacopeei de Stat, editia a
XI-a[10].

Determinarea cantitativa a carotenoidelor.

Dozarea carotenoidelor din organele speciilor
H. arenarium si H. italicum s-a realizat prin metoda
spectrofotometricd. Extragerea pigmentilor a avut
loc la baia de apa cu refrigerent, utilizand ca solventi
hexanul si alcoolul etilic (60% si 96%). Analizele
spectrofotometrice s-au efectuat la lungimea de
unda 448 nm, utilizdnd extragentii corespunzatori ca
martori de referinta. Rezultatele au fost exprimate in
mg/% [11].

Determinarea clorofilelor a si b — Metoda 1.

Determinarea cantitativa a clorofilelor a si b s-a
efectuat prin metoda spectrofotometricd utilizand
hexan si alcool etilic (60% si 96%) ca extragenti.
Masuratorile au fost realizate la lungimile de unda:
664 nm (clorofila a) si 649 nm (clorofilab). Rezultatele
au fost calculate si exprimate in mg/ml [12].

Determinarea clorofilelor a si b — Metoda 2.

La cate 4 cm? de frunze proaspete s-au adaugat
10 ml de solutie de acetona 70%, urmata de triturare
intr-un mojar cu gheatd impreuna cu 0,1 g nisip, 0,1
g CaCOs si 1 ml acetond, pand la obtinerea unei mase
fine. Suspensia a fost agitata la vortex timp de 1-2
minute si centrifugatd 5 minute la 4°C. Procedura de
extractie a fost repetata de 3 ori, iar supernatul obtinut
a fost adus la un volum final de 5 ml cu acetona si
filtrat prin filtre PTFE de 0,45 pm. Masuratorile
spectrofotometrice au fost efectuate la lungimile de
unda 645 nm (clorofila a) si 663 nm (clorofila b),
rezultatele fiind exprimate in mg/ml [13].

Rezultate.

Genul Helichrysum (fam. Asteraceae) cuprinde
aproximativ 600 de specii la nivel mondial, este
originar din Africa, fiind raspandit in Madagascar,
Australia si Eurasia (cca 250 specii). Numele deriva de
la cuvintele de origine greceasca ,,helios” si ,,chryos”,
care semnificd ,,soare” si ,,aur” prin inflorescente
de culoare galben auriu. Totodata, florile vesnice de
imorteld 1si pastreaza forma si culoarea atunci cand
sunt uscate, fiind colectate in exces, ce a facut sa fie
inclusa in lista speciilor vulnerabile in unele tari. In
flora Romaniei, din speciile genului Helichrysum, se
intalnec: H. bracteatum, H. petiolare si H. arenarium
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subsp. ponticum, intalnite in zonele de stepa, paduri
de stejar, locuri uscate si nisipoase [14]. In flora
Republicii Moldova vegeteaza doar o singura specie
- H. arenarium (L.) Moench, cunoscuta popular sub
denumirea de siminoc, ce apare sporadic pe stancile
de pe malul drept al raului Nistru, In rezervatia
peisagistica ,,Climautii de jos”, in stepele calcaroase
de la Naslavcea [15], cu o populatie in declin,
iar In colectia CSPDPM este introdusa specia H.
italicum (Roth) G. Don [16]. Evaluarea publicatiilor
stiintifice indica ca speciile genului Helichrysum por
servi ca sursd de pigmenti carotenoidici prezenti in
tesuturile organelor, legati de clorofild prin procesul
de absorbtie a energiei luminoase, compusi activi
ce insotesc polifenolii, flavonoidele (naringenina,
izolasipurozida, rutozida, quercetina), acizii
hidroxicinamici, taninuri, ulei volatil [17, 18].

Pentru dozarea pigmentilor carotenoidici, in
cadrul Centrului de Dezvoltare a Medicamentului
s-au realizat spectrele de absorbtie pentru extractele
etanolice 96%, 60% si hexan din frunze si flori de la
ambele specii ale genului Helichysum la lungimea de
unda 448 nm, 1n imagini fiind prezentate (figura 1-2)
spectrele de absorbtie in extracte etanolice de 96.

Rezultatele  dozérii  spectrofotometrice  a
pigmentilor carotenoidici denotd un continut mai mare
in flori pentru ambele specii, In extracte etanolice de
96%, urmat de continutul in frunze, parti aeriene si
tulpini (H. arenarii flores—10,74 mg/% si H. italici
flores — 4.41 mg/%), cu prezentarea rezultatelor in
tabelul 1, dupd natura extragentului: hexan, alcool
etilic de 60%, 96% si produsul vegetal utilizat.

Totodata, rezultatele indica ca alcoolul etilic 96%
faciliteazd o extractie mai bund fata de cel de 60%
si fata de hexan pentru produsele vegetale examinate
de la ambele specii ale genului Helichrysum. Astfel,
carotenoidele in H. arenarium in extracte etanolice de
96% indica pentru: flores — 10,74; folia — 8,37; herba
—6,35; caulis — 3,68 mg%, urmat de un continut mai
mic in extractele etanolice de H. italicum: flores —
4,41; folia — 3,32; herba — 2,11; caulis — 1,23 mg%
(figura 3-4).

Astfel, rezultatele spectrofotometrice denota
un continut mai mare de carotenoide in flori, urmat
de frunze, parti aeriene si tulpini pentru speciile de
Helichrysum, in concentratii mai mari in extracte
etanolice de 96% (H. arenarii flores —10,74 mg/%
si H. italici flores — 4,41mg/%) urmat de un continut

M coe B8 O [ Stk
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W

Spectrele — H. arenarii flores (a) si
H. arenarii folia (b)

Spectrele — H. italici flores (a) si
H. italici folia (b)

Figura 1-2. Spectrele de absorbtie pentru extractele etanolice 96% in frunze si flori de H. arenarium si H. italicum la
lungimea de unda 448 nm

Tabelul 1.
Continutul pigmentilor carotenoidici pentru speciile Helichrysum, in extracte etanolice si hexan
Continutul carotenoidelor (mg/%)
H. arenarium (media£SD) H. italicum (media+SD)

Extragent

folia flores herba caulis folia flores herba caulis
Alcool etilic 8,37 10,74 6,35 3,68 3,32 4,41 2,11 1,23
96% +0,0004 +0,001 +0,0005 +0,0004 +0,0005 | +0,0004 | +0,0003 +0,0004
Alcool etilic 4,85 6,35 2,32 1,27 2,32 2,711 1,36 1,15
60% +0,0004 | +0,0005 | +0,0003 +0,0004 +0,0004 | +0,0004 | +0,0004 +0,0004

2,25 3,17 1,80 1,3 1,42 1,62 1,00 0,71
Hexan

+0,0003 | +0,0004 | +0,0004 +0,0004 +0,0004 | +0,0004 | +0,0004 +0,0004
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Helichrysum arenarium (mg/%)

15
10,74
10 837
32 3,68
25 1 8 271 3
folm ﬂores herba  caulis

H alcool 96% m alcool 60% ' hexan

Helichrysum italicum (mg/%)

5 4,41
4 332
3
2 III II' 36, 1,231, 15,
. I'l ([T
folia  flores  herba  caulis
®alcool 96% ®alcool 60% = hexan

Figura 3-4. Continutul de pigmenti clorofilieni in extracte ale speciilor
H. arenarium si H. italicum

H,C==CH

H,C==CH

clorofila a

clorofila b

Figura 5-6. Structura chimicd a clorofilei a si b

Helichrysum arenarium (mg/ml)

m m“l 19I1151 13Il ,06 1,03

folia herba

H alcool 96%

S = N W A

flores caulis

m alcool 60% = hexan

Helichrysum italicum (mg/ml)
3 2,81

2,08 2,09
2
,171,16 ’08 1’1 ,091,11
1 073,64
I 0,31
0 LN
folia  flores  herba  caulis

H alcool 96% malcool 60% = hexan

Figura 7-8. Continutul de pigmenti clorofilieni a in organele recoltate de la H. arenarium si H. italicum
la lungimea de unda 664 nm

Helichrysum arenarium (mg/ml)
2’5 2,27 2,16

2 1,56
1,5 12 gt 21s @20 8 o 08
1
0,5
0
folia  flores  herba caulis
Halcool 96% malcool 60% = hexan

Helichrysum italicum (mg/ml)
2,5

, 7 86
49 1, 4 1,5
1.5 0,96
1 0, 8?) 69
i
0
folia  flores herba caulis
H alcool 96% malcool 60% = hexan

Figura 9-10. Continutul de pigmenti clorofilici b in organele recoltate de la H. arenarium si H. italicum
la lungimea de unda 649 nm
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mai scazut in extracte etanolice de 60% (H. arenarii
flores — 6,35 mg/% si H. italici flores — 2,71mg/%) si
in extracte cu hexan (H. arenarii flores —3,17 mg/% si
H. italici flores — 1,62 mg/%).

Este cunoscut, ca clorofila reprezinta pigmentul
care confera plantelor si algelor culoarea verde, iar
speciile o folosesc pentru a capta lumina necesara in
fotosinteza. Dozarea clorofilelor a si b din produsele
mentionate ale speciilor H. arenarium si H. italicum
s-a efectuat prin aceiasi metoda spectrofotometrica, cu
extractia pigmentilor clorofilieni in aceiasi extragenti
si concentratii (hexan, alcool etilic de 60% si 96%), la
spectrofotometrul Metertech UV/VIS SP 800.

Continutul clorofilelor a si b in mg/ml, s-a
determinat dupa metoda Voitsekhovskaja O. [12],
cu aplicarea formulelor de calcul, unde: A este
absorbanta la lungimea de unda indicata: 664 nm
pentru clorofila a si 649 nm pentru clorofila b:

Clorofila a (mg/ml) =3,36x4664—5,19%xA664nm;
Clorofilab(mg/ml)=27,43xA649-8,12XA649nm.

Continutul de clorofila a din organele recoltate
(folia, flores, herba, caulis) de la H. arenarium si
H. italicum, la lungimea de unda 664 nm prezintd
0 concentratie mai sporitd in frunze pentru ambele
specii (H. arenarii folia — 3,16 mg/ml si H. italici
folia — 2,81 mg/ml urmat de flori, parti aeriene si
tulpini (figura 7-8).

. \
WEEER

In produsele vegetale recoltate de la speciile H.
arenarium $i H. italicum, continutul de clorofila b
realizat spectrofotometric la lungimea de unda 649
nm prezintd concentratii mai mari in frunze pentru
ambele specii (H. arenarii folia —2,27 mg/ml si H.
italici folia — 1,97 mg/ml urmat de flori, parti aeriene
si tulpini (figura 9-10).

Continutul de clorofila a si b in frunzele speciilor
H.arenarium si H. italicum s-a realizat si prin
altd tehnica de lucru (metoda 2), cu pulverizarea
produsului proaspat inghetat si extragerea pigmentilor
clorofilieni in acetond, cu calcule dupa formulele
indicate mai jos in text:

Clorofila a (mg/ml) =12,7xA663—2,69xA645nm;
Clorofila b (mg/ml) =22,9xA645—4,69xA663nm.

Rezultatele indica un continut mai majorat de
clorofila a in frunzele ambelor specii: H. arenarii
folia —98,92 mg/ml si H. italici folia — 51,61 mg/
ml, urmata de continutul de clorofila b cu un continut
de 74,29 mg/mj pentru H. arenarii folia si de 41,12
mg/ml pentru H. italici folia, date experimentale ce
confirma ca rezultatele pot fi influentate de natura
extragentului si metoda aplicata.

Rezultatele denota ca pigmentii clorofilici a si
b din frunzele proaspete recoltate de la speciile H.
italicum §i H.arenarium cu extragere ulterioara cu
acetond, prezintd un continut mult mai inalt in frunze,

Cantdrirea produselor
vegetale

Extragerea clorofilei cu
acetona

Probe filtrate prin filtre
PTFE de 0,45 um

Figura 11-12. Extragerea pigmentilor clorofilieni cu acetona din frunze de H. arenarium si H. italicum

clorofila a
150

98,91
100

51,6
50
0 I

® H. arenarium = H. italicum

clorofila b
80 74,2

60
40
20

® H. arenarium = H. italicum

Figura 13-14. Continutul de pigmenti clorofilieni a si b in frunze de H. arenarium si H. italicum pentru metoda 2 de
extragere cu acetond
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comparativ cu prima metodd aplicata, clorofila a
(98,918+0,005—-H. arenarium si 51,607+0,003 pentru
H. italicum), urmata de clorofila b (74,292+0,01-H.
arenarium $i 41,108+0,02 pentru H. italicum), in mg/
ml.

Astfel, tehnica de lucru cu triturarea produsului
vegetal proaspdt in mojar pe gheatd prin extragere
ulterioara a pigmentilor clorofilieni din frunze cu
acetona, cu aplicarea metodei in conditii de laborator
in semiintuneric la o temperatura constanta de pana la
4°C permite o extragere maximala a clorofilei si poate
fi recomandata pentru studii ulterioare.

Discutii si concluzii.

Pigmentii carotenoidici si clorofilieni din
tesuturile plantelor sunt valorosi, prin faptul, ca
pot sd protejeze aparatul fotosintetic, iar produsele
vegetale constituie o sursd importanta si isi aduc
aportul in prevenirea unor maladii. Pentru produsele
vegetale examinate (folia, flores, herba, caulis) florile
de la ambele specii ale genului Helichrysum (H.
arenarium $i H. italicum) sunt mai bogate n pigmenti
carotenoidici, cu o extragere mai inalta pe alcool de
96%, urmate de un continut in diminuare, in parti
aeriene, frunze, tulpini pentru ambele specii. Atunci
cand pigmentii clorofilieni au o biodisponibilitate mai
mare pentru frunzele speciilor genului Helichrysum
unde se prezintd cu un continut mai mare, urmat de
concentratii mai mici 1n parti aeriene, flori si tulpini.
Evaluarea continutului pigmentilor carotenoidici
si clorofilieni in speciile genului Helichrysum,
dupd publicatii stiintifice indica ca rezultatele pot
fi influentate de natura produsului [19, 20] si a
extragentului utilizat [20, 21].

Din extragentii folositi in partea experientala:
alcool etilic de 60%, 96%, hexan, acetona, pentru o
extragere maximald a pigmentilor carotenoidici in
produsele vegetale ale speciilor genului Helichrysum
se recomanda a se utiliza alcoolul etilic de 96%, atunci
cand pentru pigmentii clorofilieni se recomanda
metoda prin triturarea produselor proaspete in mojar
pe gheatd, cu extragere ulterioara cu acetona.

Rezultatele  demonstreazd ca  polaritatea
solventului  influenteazi  major  randamentul
extractiv. Etanolul 96 % maximizeazd extractia
carotenoizilor, in timp ce acetona, in combinatie cu
tratamentul mecanic la rece, sporeste semnificativ
recuperarea clorofilelor, confirmand necesitatea
optimizarii fiecdrui protocol de lucru in functie de
clasa de pigmenti vizatd. H. arenarium prezinta
un potential superior de acumulare a carotenoizilor
si clorofilelor fatda de H. italicum, sugerand ca
specia spontana din flora Republicii Moldova ar
putea constitui o sursa fitoterapeutica mai bogata in
pigmenti bioactivi. Distributia neuniforma in organe

(flori > frunze > parti aeriene > tulpini) trebuie luata
in vedere la standardizarea ulterioara a produselor
vegetale. Continutul ridicat de pigment in flori
sustine ipoteza rolului protector al carotenoizilor
impotriva stresului foto-oxidativ in faza de inflorire,
iar abundenta clorofilei in frunze reflecta adaptarea
fiziologica a frunzelor la captarea luminii la speciile
investigate.
Multimiri.

Cercetarile au fost realizate in cadrul proiectului:
»Impactul diferitelor habitate si al factorilor de stres
abiotici asupra metabolitilor plantelor din genurile
Galium si Helichrysum”, nr. proiectului: PN-IV-PS§-
8.3-ROMD-2023-0022, finantat de UEfiscdi.
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