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PARTEA PERSONALA

MOTIVAREA ALEGERII SUBIECTULUI TEZEI,
SCOPUL SI OBIECTIVELE URMARITE

Literatura de specialitate cuprinde relativ putine date care sa
ateste potentialul chimic si biologic al speciilor vegetale
ornamentale. Plantele medicinale au reprezentat dintotdeauna o
sursd importantd de agenti terapeutici, avand o multitudine de
principii active cu structuri si activitati biologice diferite. Astazi,
principiile active din plante si derivatii acestora stau la baza a
aproximativ 50% din totalul medicamentelor existente pe piata.
Avand in vedere constanta necesitate a descoperirii unor noi remedii
pentru afectiunile existente precum maladia canceroasd, bolile
inflamatorii si, In general, cele asociate stresului oxidativ, dar si
bolile infectioase, tot mai multi cercetatori se indreapta, in prezent,
spre regnul vegetal in ideea gasirii unor noi substante si tratamente
eficiente in diverse patologii sau in vederea confirmarii stiintifice a
unor actiuni observate in medicina traditionala (2, 257).

In cadrul cercetirii doctorale de fati, ne-am propus s
evaluam cateva specii ornamentale bogate in diverse principii active,
asupra carora nu au fost efectuate suficiente studii referitoare la
compozitia chimica si la posibilele intrebuintari terapeutice, precum
specii din genurile Rudbeckia, Tagetes si Zinnia, toate apartinand
familiei Asteraceae. Tinand cont de faptul ca speciile din aceste
genuri sunt cultivate, Tn primul rand pentru rolul ornamental, se
remarca lipsa studiilor fitochimice, biologice si toxicologice asupra
unor fractiuni extractive obtinute din acestea, mai ales in cazul
speciilor Rudbeckia hirta L. si Zinnia elegans Jacq. Doar specia
Tagetes erecta L. este in prezent cultivata si pentru inflorescentele
sale, care permit extractia in cantitati apreciabile a compusilor
carotenoidici (66).



In consecinti, apreciem ca fiind de interes realizarea unor
analize preliminare in ceea ce priveste continutul in anumite
principii active, precum acizii polifenolcarboxilici si flavonoidele
prezente in cele trei specii, urmata de testarea unor actiuni biologice
pentru fractiunile bogate in astfel de compusi polifenolici ca si
realizarea unor corelatii intre rezultatele obtinute.

Tn acest sens, scopul acestei teze de doctorat consta in
evaluarea din punct de vedere chimic si biologic a unor extracte
totale si a unor fractiuni selective obtinute din inflorescentele
speciilor luate in studiu, in vederea confirmadrii, In special, a
prezentei reprezentantilor clasei polifenolilor, precum si a
cuantificarii acestora in produsul vegetal. Astfel de compusi pot fi
asociati cu o serie de efecte benefice asupra organismului uman, de
aceea studiul de fatd are ca menire investigarea, in special, a
actiunilor antioxidanta, antimicrobiand si citoprotectoare.

Obiectivele concrete ale prezentei teze de doctorat cuprind
realizarea unor tipuri de extracte de origine vegetald cu potential
terapeutic, pe care le vom analiza din punct de vedere al
randamentului de obtinere, compozitiei chimice si al potentialului
biologic. In acest scop, in cercetarea noastri ne-am orientat citre trei
specii ornamentale originare din zona Americii de Nord (Rudbeckia
hirta L., Tagetes erecta L. si Zinnia elegans Jacq.), dar care sunt in
prezent cultivate pe scara larga si la noi in tard ca plante de gradina
sau pentru amenajare peisagistica. Acestea prezintd, totodata, si o
serie de utilizari In medicina traditionald, asa cum a fost descris in
primul capitol al partii generale.

Meritd mentionat ca cercetarile complexe desfasurate pe
aceste specii in cadrul studiului doctoral de fatd reprezinta elemente
de noutate, avand in vedere faptul cd cel putin pentru speciile
Rudbeckia hirta L. si Zinnia elegans Jacq. exista foarte putine studii
referitoare la compozitia chimica a diverselor organe ale plantei sau
la evaluarea potentialului bioactiv al unor extracte realizate din
acestea, care sd includa si corelatii intre compozitia chimicad si
actiunile biologice demonstrate. In plus, literatura de specialitate
include putine referinte pentru aceste specii de plante, fapt ce
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deschide posibilitatea publicarii de articole intr-un domeniu
interesant si relativ putin studiat.

Tn acest context, obiectivele specifice ale cercetirii de fati au

constat in:

evidentierea unor caractere morfologice si histo-anatomice
specifice produsului vegetal recoltat de la fiecare specie
inclusa in studiu (Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si
Zinnia elegans Jacq.), care sa poata permite deosebirea
acestora;

obtinerea unor extracte si a unor fractiuni extractive
selective, ce ar putea prezenta efecte biologice importante;
realizarea studiului fitochimic al claselor de principii active
existente in o serie de extracte si fractiuni selective, prin
metode de analizi combinate, urmarind prezenta unor
compusi reprezentativi din punct de vedere calitativ si
cantitativ;

evaluarea potentialului biologic in vitro al extractelor totale
si al unor fractiuni obtinute din acestea, din punct de vedere
al  activitatilor  antioxidante,  antimicrobiene  si
citoprotectoare, in corelatic cu prezenta anumitor clase de
compusi chimici;

testarea farmacotoxicologica in vitro si, implicit,
determinarea citotoxicitatii extractelor totale.



Capitolul III. Obtinerea materialului vegetal si analiza
farmacognosticd macro- si microscopica a speciilor luate in
studiu (Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si Zinnia elegans
Jacq.)

I11.1. Cultivarea speciilor luate Tn studiu

Datoritd solului fertil si a irigarii zilnice, in primele doua luni
de vegetatie s-a obtinut o cantitate de inflorescente mult mai mare
decat cea preconizata. Astfel, din specia Rudbeckia hirta L. au fost
recoltate 26,900 kg, din care, dupa uscare, au ramas 7,520 kg, adica
un procent de 27,95%, pierzand prin uscare apad in proportie de
72,05%.

Inflorescentele speciei Tagetes erecta au pierdut prin uscare
apa in proportie de aproximativ 80%, in timp ce inflorescentele
speciei Zinnia elegans au pierdut peste 70% din masa initiala. Din
specia Tagetes erecta au fost recoltate 26,300 kg inflorescente, in
urma uscarii rezultand 5,400 kg, ceea ce reprezinta 20,53% din masa
florala initiala.

Din ultima specie inclusa in studiu, Zinnia elegans, au fost
recoltate 29,700 kg, din care a ramas o cantitate de 8,500 kg Tn urma
uscarii, ceea ce reprezinta un procent de 28,60% din masa initiala.

I11.2. Analiza macroscopica a speciilor cultivate

Tn cazul speciei Rudbeckia hirta, tulpina este semi-erect,
acoperitd de peri, cu o Indltime cuprinsa intre 50 si 100 cm, cu frunze
pubescente, opuse la baza si alterne in partea de sus, oval-lanceolate,
cu marginea intreaga. Florile ligulate sunt de culoare galbena sau
galben-portocalie, iar cele tubuloase sunt de culoare bruna, alcatuind
un con central. Inflorescenta formata este de tip capitul, fiind
specificd familiei Asteraceae, si are un diametru cuprins intre 7 si 14
cm. Planta nu prezinta miros. Notabild este prezenta numeroasa a
perilor pe suprafata intregii plante.
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Pentru specia Tagetes erecta, s-a observat prezenta unei
tulpini erecte, glabre, cu o indltime cuprinsa intre 50 si 80 cm.
Frunzele alterne sau opuse prezinta culoare verde-inchis, fiind penat-
sectate, cu foliole lanceolate, denticulate. Inflorescentele de tip
capitul prezintd flori marginale galbene sau portocalii, in timp ce
florile tubuloase sunt mici, asezate central si prezintd culoare
galbenad sau portocalie. Diametrul inflorescentei variaza intre 5 si 10
cm. Planta este aromatd, prezentand un miros caracteristic, placut.

Specia Zinnia elegans (sin. Zinnia violacea) prezinta o
tulpind cilindrica, erectd, simpla sau bifurcat ramificatd, care
prezinta o Indltime ce variaza intre 40 si 100 cm. Fiecare ramificatie
prezintd o singurd inflorescenta. Frunzele intregi si sesile sunt situate
opus si prezinta varf ascutit, avind o formd care variaza de la
triunghiulara la ovata. Inflorescenta este formata din flori marginale,
ligulate, de culoare violacee, rosie, galbena sau alba si flori centrale,
tubuloase. Diametrul inflorescentei este cuprins intre 7 si 12 cm.
Planta prezinta un miros foarte slab, particular.

111.3. Analiza histo-anatomica a speciilor investigate

Rudbeckia hirta

Structura anatomica a limbului foliar este bifaciald
ecvifaciala, cu tesut palisadic sub ambele epiderme: doua straturi la
fata adaxiala si 1-2 straturi la fata abaxiald. Ambele epiderme au
celule izodiametrice de marimi diferite, intotdeauna mai mari la fata
superioara a limbului.

La nivelul epidermei se afla doud categorii de peri: unii
tectori, lungi, cu varful obtuz sau ascutit, cu celula bazald
veziculiforma si altii foarte scurti, secretori.

La microscopul electronic de baleiaj se observa ca perii
tectori pluricelulari sunt mai numerosi pe marginea limbului foliar si
prezintd o structurd particulard, avand o celula bazala foarte mare,
veziculiforma, o celuld de tranzitie mai subtire si una terminala



foarte lunga cu varful ascutit sau obtuz. Perii secretori sunt foarte
scurti.

Epiderma superioara a corolei ligulate este formata din celule
secretoare papiliforme, adesea de forma conicd, cu toti peretii usor
ingrosati. Pe alocuri aceste celule secretoare sunt separate de celule
mai mici, izodiametrice (figura 111.12).

o TO0 e |

b.

Figura I11.12. Sectiune transversala prin ligula de Rudbeckia hirta: a.
imagine de ansamblu, b. nervura mediana, c. par secretor

La nivelul epidermei inferioare, sunt vizibili peri tectori
unicelulari sau bicelulari, relativ scurti si peri secretori scurti,
pluricelulari, adesea biseriati, cu glanda unicelulara acoperita de o
cuticula vizibil departata.

Folosind microscopul electronic, se observd la nivelul
epidermei inferioare aceiasi peri tectori foarte lungi, cu partea bazala
mult mai groasa decat cea terminald. Perii secretori sunt mult mai
scurti si foarte rari, cu glanda sferica (figura I11.13).
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a. ' » b,
Figura 111.13. Epiderma ligulei de Rudbeckia hirta, vazuta de fata: a.
epiderma superioara cu celule papiliforme, b. epiderma inferioara cu peri
tectori si secretori

Tagetes erecta

Structura anatomica a limbului foliar este de tip bifacial
heterofacial, cu tesut palisadic la fata superioard, uni- sau
bistratificat, cu celule lungi, ocupand 50% din grosimea organului.
Tesutul lacunos este pluristratificat, cu celule parenchimatice
separate de spatii relativ mici.

Ambele epiderme sunt formate din celule de marime diferita,
cele mai multe fiind izodiametrice, toate acoperite de un perete
exterior gros. La nivelul lor se afla stomate, ele fiind mai numeroase
la nivelul epidermei inferioare. Perii tectori sunt rari, lungi, uni- sau
pluricelulari, uniseriati.

In ceea ce priveste floarea ligulati de Tagetes erecta,
sectiunea transversala prin petald are forma de banda de grosime
diferita, cu nervura mediand usor proeminentd la fata inferioara.
Epiderma superioara este papiliforma, cu toate celulele secretoare de
forma conica, avand varful rotunjit si cate un nucleu vizibil in partea
bazala (figura II1.20). Epiderma inferioarda are celule mari,
izodiametrice sau alungite radiar, de marime diferita, toate cu peretii
interni si, mai ales, externi puternic Ingrosati.
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a. -A | b.
Figura 111.20. Epiderma superioara a ligulei de Tagetes erecta vazuta de
fata: a. imagine de ansamblu, b. detaliu celule papiliforme

La microscopul electronic se observa ca la nivelul epidermei
inferioare sunt prezenti peri tectori relativ lungi si peri secretori
scurti, pluricelulari (figura I11.21).

a. ' b. C.
Figura I11.21. Epiderma inferioara a ligulei de Tagetes erecta vazuta de
fatd: a. imagine de ansamblu, b. par tector, c. par secretor

Zinnia elegans

Nervura mediand proemina vizibil la fata inferioara a
limbului foliar, iar in tesutul ei fundamental, parenchimatic, incolor,
se observa un fascicul conducator mare, de tip colateral. La nivelul
ambelor epiderme sunt prezente stomate. La microscopul electronic
de baleiaj se observa pe suprafata limbului peri tectori relativ lungi,
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adesea bicelulari, aculeiformi, cu varful ascutit si peri secretori
foarte scurti, pluricelulari.

Floarea ligulata are zona mediand usor proeminenta la fata
inferioard, aici observandu-se un fascicul conducator de tip colateral.
Epiderma superioara este papiliforma, cu celule secretoare de forma
conica (figura 111.28).

a. ' | | - b.
Figura 111.28. Epiderma superioara a ligulei de Zinnia elegans, vazuta de
fata: a. celule papiliforme, b. par

Epiderma inferioara are celule izodiametrice, cu peretele
exterior usor ingrosat (figura II1.29). Din loc in loc, se observa peri
tectori relativ lungi, cu baza veziculiforma si varful ascutit si peri
secretori, foarte scurti, pluricelulari.

Figura 111.29. Epiderma inferioara a ligulei de Zinnia elegans, vazuta de
fata: a. imagine de ansamblu, b. par tector cu Ornamentatii
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Capitolul IV. Obtinerea si caracterizarea fitochimica a unor
fractiuni extractive obtinute din inflorescentele speciilor
Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si Zinnia elegans Jacq.

IV.1. Obtinerea extractelor metanolice

dintre masa produsului vegetal uscat si mdruntit folosit pentru
obtinerea extractelor si masa extractului uscat obtinut in urma
evaporarii solventului, raport cunoscut si sub denumirea de raport
drog-extract (DER) (273, 274). Valorile DER calculate pentru cele
trei extracte metanolice uscate sunt prezentate in tabelul 1V.1.

Tabel 1V.1. Valorile DER ale extractelor obtinute

Codificare Tip de extract DER
4R extract metanolic Rudbeckia hirta 10:0,9033
4Ta extract metanolic Tagetes erecta 10:2,4922
47 extract metanolic Zinnia elegans 10:0,8649

Cantitatea cea mai mare de extract a fost obtinutd din specia
Tagetes erecta, in timp ce cel mai scazut randament de extractie a
fost observat in cazul extractului metanolic uscat obtinut din
inflorescentele speciei Zinnia elegans.

IV.2. Analiza fitochimica a extractelor obtinute din
inflorescentele speciilor Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si
Zinnia elegans Jacq.

IV.2.1. Analiza calitativi a compusilor prezenti in
extractele metanolice printr-o metoda UHPLC-MS

Pentru specia Rudbeckia hirta au fost pusi in evidenta peste
25 de compusi, intre acestia numarandu-se: 0 serie de aminoacizi
(fenilalanina, triptofan), acizi mono- si diacilclorogenici, precum si
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o serie de flavonoide, in special sub forma de glicozide ale
patuletinei, eupalitinei, cvercetolului, cvercetagetinei, dar si sub
formd de aglicon (eupatolitind), doar o parte dintre acestia fiind
descrisi anterior Tn literatura de specialitate (32, 34).

Cromatogramele obtinute pentru ionizarea in mod pozitiv, Tn
mod negativ, precum si cele date de detectorul UV-Vis si de CAD in
cazul extractului metanolic total din inflorescentele speciei
Rudbeckia hirta pot fi observate in figura 1V.2.
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Figura IV.2. Cromatogramele obtinute (detectie prin: a. ionizare in mod
negativ, b. CAD, c. ionizare Tn mod pozitiv, d. UV-Vis) pentru extractul
metanolic din inflorescentele speciei Rudbeckia hirta

Pentru specia Tagetes erecta, au fost pusi in evidentd peste
50 de compusi, intre acestia numarandu-se: 0 serie de aminoacizi
(fenilalanina, triptofan), derivati ai acidului galic, ai acidului chinic,
ai acidului siringic si ai acidului elagic, acizi mono- si
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diacilclorogenici, precum si o serie de flavonoide, in special sub
formda de glicozide ale cvercetagetinei, cvercetolului,
kaempferolului, patuletinei, dar s-a putut pune in evidenta si
prezenta unor agliconi, precum cvercetol, kaempferol, patuletina,
isoramnetina si axilarina.

Rezultatele obtinute sunt in acord cu datele din literatura,
pentru aceastd specie fiind deja pusa in evidentd prezenta unor
compusi precum cvercetagetind si derivati ai acesteia, acid siringic
(85), cvercetol, kaempferol (86), acid elagic (291) si acid galic sau
derivatii sai (83).

Cromatogramele obtinute in cazul ionizarii in mod pozitiv,
in mod negativ, precum si cele date de detectorul UV-Vis si de CAD
pentru extractul metanolic total din inflorescentele speciei Tagetes
erecta pot fi observate n figura IV.3.
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Figura 1V.3. Cromatogramele obtinute (detectie prin: a. ionizare in mod
negativ, b. CAD, c. ionizare in mod pozitiv, d. UV-Vis) pentru extractul
metanolic din inflorescentele speciei Tagetes erecta
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In ceea ce priveste specia Zinnia elegans, au fost pusi in
evidenta peste 50 de compusi, intre acestia numarandu-se: 0 serie de
aminoacizi (fenilalanind, triptofan, (izo)leucind), alcaloizi derivati
de guanidind (acid plantagoguanidinic, plumbagin B si izomeri ai
acestuia), derivati ai acidului galic, acizi mono- si diacilclorogenici,
precum si o serie de flavonoide, in special sub forma de glicozide ale
kaempferolului, cvercetolului, apigeninei si resokaempferolului.

Rezultatele obtinute sunt in acord cu datele existente 1n
literatura referitoare, pentru extractele obtinute din inflorescentele
acestei specii fiind anterior pusd in evidenta prezenta unor compusi
precum kaempferol, apigenina si glicozide ale acestora (153).

Cromatogramele obtinute in cazul extractului metanolic total
din inflorescentele speciei Zinnia elegans pot fi observate in figura
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Figura IV.4. Cromatogramele obtinute (detectie prin: a. ionizare in mod
negativ, b. CAD, c. ionizare Th mod pozitiv, d. UV-Vis) pentru extractul
metanolic din inflorescentele speciei Zinnia elegans
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IV.2.2. Determinarea cantitativa a unor clase de compusi
prezente Tn extractele metanolice

IVV.2.2.1. Determinare cantitativa a polifenolilor totali

In urma analizei rezultatelor obtinute, se observa ci cea mai
mare cantitate de polifenoli este prezentd in extractul metanolic
obtinut din inflorescentele speciei Tagetes erecta (263,1667+1,7095
mg GAE/ g extract uscat), cantitatea cea mai redusa regasindu-se in
extractul obtinut din inflorescentele speciei Rudbeckia hirta (tabel
IV.7).

Tabel 1V.7. Continutul in polifenoli totali si flavonoide din extractele
metanolice ale celor trei specii luate in studiu (medie+deviatie standard)

. Polifenoli totali Flavonoide totale
Proba | g GAE/ g extract uscat) | (mg QE/ g extract uscat)
4R 72,5433+2,1334 61,6333+1,5694
4Ta 263,1667+1,7095 218,2466+1,5723
47 136,1400+1,5878 269,978+1,2140

1VV.2.2.2 Determinarea cantitativa a flavonoidelor totale

In ceea ce priveste continutul in flavonoide totale, se observa
ca extractul metanolic obtinut din inflorescentele speciei Zinnia
elegans contine cea mai importanta cantitate (269,978+1,2140 mg
QE/ g extract uscat), urmat de extractul obtinut din specia Tagetes
erecta si, in final, de cel obtinut din specia Rudbeckia hirta.

IV.3. Obtinerea de fractiuni selective prin utilizarea extractiei
in faza solida si a cromatografiei pe coloana LH-20

Pentru fiecare extract metanolic, in urma aplicarii extractiei
in faza solida, s-au obtinut 5 fractiuni (codificate A, B, C, D si E).
Fractiunea B (fractiune extractiva obtinuta cu MeOH 85%), care este
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consideratd cea mai valoroasa din punct de vedere al prezentei
compusilor polifenolici, a fost mai apoi supusa cromatografiei pe
coloana Sephadex LH-20.

Tn cazul speciei Rudbeckia hirta, s-au obtinut 8 fractiuni prin
reunirea eluatelor care corespund anumitor semnale de pe
cromatograma: 4R 18-26, 4R 27-35, 4R 36-40, 4R 41-47, 4R 48-55,
4R 56-59, 4R 60-74 si 4R 75-87.

Tn cazul speciei Tagetes erecta, in urma analizei peak-urilor
observate, s-au obtinut 4 fractiuni reprezentative, prin reunirea
eluatelor care corespund anumitor semnale de pe cromatograma: 4Ta
16-33, 4Ta 34-49, 4Ta 63-75 si 4Ta 76-90.

Pentru specia Zinnia elegans, s-au obtinut 5 fractiuni prin
reunirea eluatelor care corespund anumitor semnale de pe
cromatograma: 4Z 15-35, 4Z 36-49, 4Z 50-54, 4Z 55-69 si 4Z 70-
82.

IV.4. Identificarea compusilor prezenti in fractiunile selective
printr-o metodd HPLC-MS

Prima fractiune separatd din extractul obtinut din
inflorescentele speciei Rudbeckia hirta, 4R 18-26, contine doi
compusi majoritari, un acid trihidroxi-octadecadienoic (acid
9,10,11-trihidroxi-octadeca-12,15-dienoic  sau acid  9,12,13-
trihidroxi-10,15-octadecadienoic) cu m/z = 327.2 (valoare masurata
Tn modul de ionizare negativ) si un acid trihidroxi-octadecenoic (m/z
=329.0), structurile stabilite pentru acestia reprezentand tentative de
identificare pe baza rapoartelor de masa si a tipului de fragmentare.
Asa cum era de asteptat, fractiunea 4R 27-35 prezintd o compozitie
calitativa similara primei fractiuni si contine, ca si aceasta, un acid
trihidroxi-octadecadienoic (acid 9,10,11-trihidroxi-octadeca-12,15-
dienoic sau acid 9,12,13-trihidroxi-10,15-octadecadienoic) cu m/z =
327.3 si un acid trihidroxi-octadecenoic (m/z = 329.6).

Fractiunea 4R 36-40 contine fenilalanind ca si compus
majoritar, care are un timp de retentie de 1.96 min si m/z = 163.0, in
timp ce urmatoarea fractiune separata, codificatd 4R 41-47, difera
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semnificativ ca si compozitie, aceasta contindnd, in special, acid
chinic (m/z = 190.9), eupalitin-glucozida (m/z = 490.9) si acetil-
eupatolin (m/z = 532.7).

Fractiunea 4R 48-55 contine trei compusi majoritari, usor de
observat pe cromatograma obtinutd in urma ionizarii in mod negativ:
eupatolitin-3-glucozida (m/z = 506.8), eupatolin (m/z = 490.7) si
acetil-eupatolin (m/z = 532.9).

Fractiunea 4R 56-69 contine o serie de metaboliti secundari
precum cianidin-3-glucozida (m/z = 448.7), eupatolitin-3-glucozida
(m/z=507.1) si eupatolin (m/z = 490.7), avand o compozitie similara
cu fractiunea anterioara.

Compusii majoritari identificati in fractiunea 4R 60-74 sunt,
in ordinea timpului de retentie, izocvercetol (m/z = 463.0), patuletin-
glucozida (m/z = 492.9) si acid clorogenic (m/z = 353.1).

Ultima fractiune separatd, 4R 75-87, prezintad, ca si
constituenti principali, cvercetagitrind (m/z = 478.8) si helicrisozida
(m/z = 609.0). Structurile propuse pentru acesti compusi au fost
stabilite pe baza rapoartelor m/z si a modului de fragmentare. Cu
toate acestea, pentru identificarea certd a acestora este necesara
realizarea mai multor analize de structura (spectroscopie RMN, IR).

O serie de metaboliti prezenti in extractul metanolic total
obtinut din inflorescente de Tagetes erecta au putut fi identificati si
in fractiunile LH-20 obtinute.

Fractiunea 4Ta 16-33 contine compusi precum acidul
siringic (m/z = 197.1) si derivati ai acestuia, precum acid siringic-
(dihidroxi-trimetoxi-acid benzoic)-hexozida cu m/z = 568.7.

Fractiunea 4Ta 34-49 contine, ca si constituenti majoritari,
derivati ai acidului siringic, precum hexozida acidului di-siringic
(m/z = 539.1; m/z = 538.7), In timp ce fractiunea 4Ta 63-75 contine
digaloil-hexozida (m/z = 482.5), o hexozida a acidului elagic (m/z =
462.9), o hexozida a cvercetagetinei (m/z = 478.7) si cvercetol (m/z
=300.9).

Ultima fractiune separatd (4Ta 76-90) prezintd un singur
compus majoritar, o hexozida a cvercetagetinei, cvercetagitrina, cu
m/z =478.7. Gradul avansat de puritate al fractiunii separate a permis
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realizarea analizelor de spectroscopie RMN, fara a exista necesitatea
realizarii unor purificari suplimentare.

Metabolitii identificati in extractul metanolic total obtinut
din inflorescentele speciei Zinnia elegans s-au regasit si in
fractiunile LH-20. Astfel, fractiunea 4Z 15-35 contine, ca si compusi
majori, doi alcaloizi guanidinici (plumbagin B si acid
plantagoguanidinic) cu m/z = 222.1, respectiv m/z = 224.0, valori
masurate in modul de ionizare negativ.

Cea de-a doua fractiune, 4Z 36-49, contine, in special, acizi
monoacilclorogenici (3-CQA, 5-CQA, 4-CQA, 5-pCoQA), dar si
glicozide ale kaempferolului, precum kaempferol 3-O-beta-D-
glucuropiranozil-(1>2) beta-D-glucopiranozida cu m/z = 622.9.

In fractiunea 4Z 50-54 se regisesc urmitorii compusi
majoritari: acid cafeic, clovamidd si flavonoide sub formad de
glicozide, precum kaempferol 3-O-(pentozil-hexoza) (m/z = 578.8),
apigenina-7-O-dihexozida (m/z = 592.6) si resokaempferol 3-O-
hexozida (m/z = 430.8).

Fractiunea 4Z 55-69 contine cvercetol 3-O-hexozida (m/z =
462.8), acizi diacilclorogenici, resokaempferol 3-O-hexozida (m/z =
430.9), in timp ce ultima fractiune contine kaempferol-3-O-hexozida
(m/z = 446.7), acizi diacilclorogenici (m/z = 514.8) si apigenina (m/z
= 268.9).

IV .5. Izolarea unor compusi din diverse fractiuni selective prin
utilizarea cromatografiei de tip preparativ

Desi, pentru fractiunea 4Z 15-35 au fost colectate doua
subfractiuni (peak min. 13 si peak min. 20), din considerente
cantitative, doar una din acestea, care prezintd peak in jurul
minutului 20, a fost mai apoi supusa analizelor de spectroscopie
RMN. Forma peak-ului de la min. 20 indica prezenta unui compus
cu azot, tinand cont de largirea bazei spre final (figura IV.28).
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Figura 1V.28. Cromatograma obtinuta pentru fractiunea 4Z 15-35, peak
de interes (min. 20) supus ulterior analizelor de spectroscopie RMN

Pentru fractiunea 4Z 36-49, desi au fost colectate trei
subfractiuni (peak min. 10, peak min. 17 si peak min. 35), din
considerente cantitative, doar una din acestea, observatd in jurul
minutului 17, a fost mai apoi supusa analizelor de spectroscopie
RMN (figura IV.29).
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Figura 1V.29. Cromatograma obtinuta pentru fractiunea 4Z 36-49, peak
de interes (min. 17) supus ulterior analizelor de spectroscopie RMN
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IV.6. Elucidarea structurala prin spectroscopie RMN a unor
compusi izolati din extractele vegetale luate in studiu

Compusul FR85-P2 a fost purificat prin tehnici
cromatografice de tip preparativ din fractiunea 4Z 36-49, obtinuta
anterior din extractul metanolic din inflorescente de Zinnia elegans.
Folosind informatiile din spectrele RMN uni- si bidimensionale,
coroborate cu cele din spectrometria de masa, a fost propusa
urmatoarea structurda pentru compusul FR85-P2, cu denumirea de
kaempferol 3-O-[B-glucopiranozil-(1—2)-B-glucuronopiranozida]
(figura 1V.30).

Figura 1V.30. Structura propusa pentru compusul FR85-P2

Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului FR85-P2 este
prezentat in figurile IV.31 si IV.32. Din acest tip de spectru se obtin
informatii despre deplasarea chimica, structura multipletilor,
constante de cuplaj si integrale pentru toti protonii prezenti in proba.
Toate aceste informatii sunt esentiale pentru determinarea structurii
chimice corespunzatoare compusilor individuali izolati din plante.
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Figura IV.31. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului FR85-P2,
Tnregistrat in MeOD cu acid trifluoroacetic (TFA)
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Figura 1V.32. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului FR85-P2,
fereastra spectrala 3-4 ppm
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Profilul spectral obtinut indica prezenta unui nucleu aromatic
para-substituit (semnale caracteristice in intervalul 6.5-8.5 ppm), a
unei legaturi duble sau heteroaromatice (semnale caracteristice in
intervalul 5.5-6.0 ppm) si a unui rest de mono- sau dizaharida.
Semnalele sub forma de dublet de la 4.7 si 5.5 ppm sunt
caracteristice protonilor anomerici din zaharide. Protonul H-1 din -
glucoza apare la 4.7 ppm, iar protonul H-1 din acidul glucuronic
apare la 5.5 ppm. Semnalele corespunzatoare grupelor hidroxil nu
mai sunt vizibile in spectrul *H-RMN, ele unindu-se cu semnalul
acidului trifluoroacetic. Tn tabelul 1V.8 sunt prezentate atributiile
semnalelor din spectrul *H-RMN.

Tabel 1V.8. Caracteristicile spectrele corespunzatoare compusului FR85-P2

Proton Dcfiﬁge Forma _ Constqnta de
semnalului cuplaj [Hz]
[Ppm]
H-11” 3.27-3.30 multiplet -
H-8”, H-9” si H-10” 3.33-3.41 multiplet -
AL S AR 364370 | multiplet :
H-6"si 1H din H-12” 3.74-3.80 multiplet
H-2” 3.81 triplet 8.0
H-7” 4.75 dublet 7.4
H-1” 5.56 dublet 7.4
H-6 6.19 dublet 1.6
H-8 6.39 dublet 1.7
H-3° 6.90 dublet 8.9
H-2° 8.02 dublet 8.8

Tn figura 1V.33 este prezentat spectrul de carbon editat,
versiunea DEPTQ (Distorsionless enhancement by polarization
transfer including the detection of quaternary nuclei), corespunzator
compusului FR85-P2. Tn acest tip de experiment, semnalele
corespunzatoare atomilor de carbon sunt diferentiate in functie de
numarul de protoni atasati astfel: grupele CHs si CH sunt indicate de
obicei cu fazd pozitiva, iar grupele CHz si C cu faza negativa.
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Spre deosebire de spectrul *H-RMN, in spectrul 3C-RMN
toate semnalele au forma de singlet, cuplajele care dau
multiplicitatea fiind eliminate in timpul Tnregistrarii experimentului,
prin decuplare de proton.

Atribuirea exacta a semnalelor a fost obtinuta din spectrele
de corelatie bidimensionale: 62.8 (CH2-127), 71.5 (CH-10), 72.8
(CH-4”), 75.6 (CH-8”), 76.9 (CH-5"), 77.4 (CH-3"), 78.0 (CH-9”),
78.3 (CH-117), 82.1 (CH-2”), 94.9 (CH-8), 100.1 (CH-6), 101.2
(CH-17), 104.7 (CH-7”), 105.9 (C-4a), 116.4 (CH-3’), 122.8 (C-1°),
132.5 (CH-2’), 134.8 (C-3), 158.6 (C-9), 159.1 (C-2), 161.7 (C-4°),
163.2 (C-5), 166.0 (C-7), 179.6 (C-4).

179.6

Il
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|

Figura IV.33. Spectrul *C-DEPTQ-RMN corespunzitor compusului
FR85-P2, Tnregistrat in MeOD cu TFA

Pentru atribuirea exactd a semnalelor din spectrele
unidimensionale s-au folosit informatii obtinute din spectre de
corelatie bidimensionale. Unul dintre experimentele folosite este
COSY (Correlation spectroscopy), spectru de corelatie homonuclear
din care se obtin informatii despre cuplajele protonilor vicinali si
geminali. Spectrul COSY corespunzator compusului FR85-P2 este
prezentat in figura 1V.36.
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Figura IV.36. Spectrul COSY corespunzator compusului FR85-P2

Spectrul HSQC corespunzator compusului FR85-P2 este
prezentat in figura IV.38. Pe axele spectrului bidimensional se afla
spectrele unidimensionale *H-RMN si *C-DEPTQ-RMN.
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Figura 1V.38. Spectrul HSQC corespunzator compusului FR85-P2
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Atribuirea semnalelor corespunzatoare atomilor de carbon
cuaternari a fost facutd folosind informatiile din spectrul HMBC
(Heteronuclear multiple bond correlation). Acest experiment este
similar cu HSQC, semnalele de corelatie obtinute fiind datorate
cuplajelor scalare proton-carbon la distanta, peste 2, 3 sau 4 legaturi
chimice.

Spectrul HMBC corespunzitor compusului FR85-P2 este
prezentat in figura IV.40. Numarul de semnale de corelatie este mult
mai mare, comparativ cu HSQC, fiind posibila atribuirea semnalelor
pentru atomii de carbon cuaternari.
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Figura IV.40. Spectrul HMBC corespunzator compusului FR85-P2

Fractiunea 4Ta 76-90 obtinutd din extractul metanolic din
inflorescentele speciei Tagetes erecta folosind extractia in fazd
solida si separarea pe coloana cromatografica LH-20 a fost, de
asemenea, supusd analizei RMN. Proba nu a necesitat purificari
suplimentare prin tehnicile cromatografiei de tip preparativ,
prezentand o puritate de 87%. Din spectrele de proton si carbon s-a
putut pune in evidenta prezenta cvercetagitrinei.
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Tn spectrul de proton, prezentat in figurile 1V.42-1V.44, acest
compus prezintd semnale caracteristice in intervalul 3.8-6.5 ppm
pentru inelul glicozidic si 7.5-10.5 ppm pentru unitatea
cvercetagetina.

Atributiile semnalelor sunt: 4.01 (1H, t, H-4), 4.12-4.18 (2H,
m, H-2 si H-3), 4.25-4.31 (2H, m, H-6 si H-5), 4.55 (1H, d, H-6),
5.43 (t, OH-6), 5.80 (1H, d, H-1), 5.86 (1H, d, OH-4), 5.89 (1H, bs,
OH-3), 6.18 (1H, bs, OH-2), 7.70 (1H, d, H-3"), 7.72 (1H, s, H-8’),
8.33 (1H, dd, H-2’), 8.50 (1H, d, H-6"), 9.20 (1H, s, OH-6), 10.04
(1H, s, OH-5"), 10.10 (1H, s, OH-3), 10.38 (1H, s, OH-4’), 13.01
(1H, s, OH-5).
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Figura IV.42. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului din
fractiunea 4Ta 76-90, nregistrat in MeOD cu TFA
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Figura IV.43. Spectrul *H-RMN corespunzaitor compusului din
fractiunea 4Ta 76-90, inregistrat in MeOD cu TFA, fereastra spectrala
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Figura 1V.44. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului din
fractiunea 4Ta 76-90, inregistrat iIn MeOD cu TFA, fereastra spectrala
7.5-10.5 ppm
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Numarul de semnale si valorile deplasarilor chimice din
spectrul DEPTQ (figura IV.45) confirmd prezenta cvercetagitrinei.
Atributiile semnalelor sunt: 70.3 (CH2-6), 79.3 (CH-4), 82.8 (CH-
2),85.4 (CH-3), 86.9 (CH-5), 103.2 (CH-8), 110.6 (CH-1),114.7 (C-
4a), 125.0 (CH-6), 125.1 (CH-3’), 129.5 (CH-2"), 131.6 (C-1’),
139.3 (C-6), 145.2 (C-3), 154.6 (C-5), 155.0 (C-5), 157.1 (C-2),
157.4 (C-4°), 157.7 (C-9), 161.2 (C-7), 186.7 (CO).
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Figura 1V.45. Spectrul *C-DEPTQ-RMN corespunzitor compusului din
fractiunea 4Ta 76-90, inregistrat in MeOD cu TFA

Un alt compus (MW-225) supus analizelor RMN a fost
anterior purificat din fractiunea 4Z 15-35, obtinutd din extractul
metanolic din inflorescente de Zinnia elegans in urma aplicarii
extractiei in fazd solida si a cromatografiei de tip preparativ, fiind
pusa in evidentd astfel prezenta acidului plantagoguanidinic (305).
Spectrele de proton si carbon sunt ilustrate in figurile IV.46-1V.48.
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Atribuirea semnalelor in spectrele H si *C-RMN este
urmitoarea: *H RMN: 1.61 (3H, s, H-7), 1.68 (3H, s, H-8), 1.60-1.67
(2H, m, H-3), 2.03 (1H, m, H-4b), 2.10 (1H, m, H-4a), 2.45 (1H, m,
H-2), 3.54 (1H, m, H-5’b), 3.77 (1H, t, J = 9.5 Hz, H-5’a), 4.16 (1H,
m, H-4"), 5.14 (1H, t, J = 6.9 Hz, H-5), 8.48 (OH). 3C RMN: 18.0
(CH3-7), 26.0 (CH3-8), 27.0 (CH2-4), 30.1 (CH2-3), 48.2 (CH2-5"),
53.1 (CH-2), 58.5 (CH-4"), 125.0 (CH-5), 133.3 (C-6), 161.5 (C-2"),
181.0 (C-1).
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Figura IV.46. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului MW-225,
inregistrat In MeOD cu TFA, fereastra spectrala 3.8-6.4 ppm
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Figura IV.47. Spectrul *H-RMN corespunzitor compusului MW-225,
inregistrat In MeOD cu TFA, fereastra spectrald 3.0-5.5 ppm
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MW-225, inregistrat in MeOD cu TFA
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Capitolul V. Evaluarea actiunii antioxidante a unor extracte si
fractiuni obtinute din speciile luate in studiu (Rudbeckia hirta
L., Tagetes erecta L. si Zinnia elegans Jacq.)

V.1. Determinarea capacitatii de scavenger de radicali liberi
(radical DPPH)

Rezultatele testului indica faptul ca toate cele trei extracte
prezintd potential de scavenger fatd de radicalul DPPH, chiar si la
concentratii reduse (5 mg/mL).

Tindnd cont de datele obtinute in cadrul acestui test, se
observa ca actiunea antioxidantd demonstrata prin acest mecanism
este direct proportionald cu cantitatea de extract/etalon luata in lucru.
Mai mult, pentru extractele metanolice ale speciilor care prezinta cea
mai mare cantitate de polifenoli totali (Tagetes erecta) si flavonoide
totale (Zinnia elegans) s-au obtinut valori bune ale activitatii de
scavenger.

In vederea realizarii facile a unei comparatii intre rezultatele
obtinute pentru probe si etalon, intensitatea actiunii antioxidante a
extractelor In domeniul de concentratie 0,5 - 20 mg/mL este ilustrata
comparativ cu cea a etalonului, in figura V.1.
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Figura V.1. Capacitatea de scavenger fata de radicalul DPPH
determinata pentru extractele testate si pentru acidul galic
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In scopul evidentierii diferentelor de intensitate ale activitatii
intre extractele analizate si etalon s-a realizat si calcularea
concentratiei eficace 50. O valoare scazutd a acesteia indica o
capacitate antioxidantd buna. Se observa astfel ca cea mai importanta
activitate antioxidantd prin acest mecanism de testare o prezinta
extractul metanolic obtinut din inflorescentele speciei Tagetes
erecta, pentru care se observa o activitate scavenger fatd de radicalul
DPPH mai mare de 50% incepand cu o concentratie de 1 mg/mL si
pentru care CEso=11,80+0,09 (tabel V.2). O promitatoare capacitate
de scavenger fata de radicalul DPPH se observa si in cazul speciei
Zinnia elegans, in timp ce pentru Rudbeckia hirta se remarca o
activitate mai slaba.

Tabel V.2. Valorile CEsp obtinute in cadrul testarii activitatii scavenger
fata de radicalul DPPH pentru extractele metanolice si pentru etalon

Proba
4R 4Ta 4z Acid galic

CEso
(ng/mkL sol. | 92,25+0,44 | 11,80+0,09 | 46,38+1,26 | 1,584+0,02
finala)

V.2. Determinarea capacitatii de chelatare a ionilor ferosi

Rezultatele obtinute indicd, in general, o activitate chelatanta
mai buna pentru cele trei extracte metanolice in comparatie cu
fractiunile obtinute din acestea, cu exceptia fractiunii obtinute din
extractul metanolic din inflorescente de Rudbeckia hirta (4R 18-35),
pentru care s-au obtinut valori similare ale CEso. Rezultatele pot fi
justificate de existenta mai multor compusi polifenolici precum
taninurile in extractul total, care sporesc numarul de grupari hidroxil
libere care pot forma complecsi cu ionii ferosi. In functie de potenta
observata pentru cele trei extracte, speciile pot fi ordonate crescator
dupad cum urmeaza: Zinnia elegans, Rudbeckia hirta si Tagetes
erecta.
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Extractul total obtinut din specia Tagetes erecta a prezentat
cea mai scdzutd valoare a CEsp, aceasta fiind mai redusa si in
comparatie cu cea a cvercetolului, care a fost folosit ca etalon. Acest
extract a prezentat cel mai mare total polifenolic dintre cele trei
extracte testate, fapt ce poate justifica rezultatul obtinut. in plus,
Specia este recunoscutd pentru prezenta carotenoidelor in cantitati
ridicate, compusi ce pot contribui la efectul antioxidant demonstrat
prin mecanismul de chelatare a ionilor ferosi (332). Cu toate acestea,
n cazul speciei Zinnia elegans, pentru care s-a pus in evidenta cea
mai mare cantitate de flavonoide, nu existd o corelatie directa intre
concentratia in astfel de substante si activitatea demonstrata in cadrul
acestui test. Acest lucru ar putea fi explicat prin faptul ca o serie de
grupari hidroxil sunt legate de structuri glucidice sau de alte tipuri
de grupdri si astfel nu pot participa la formarea complecsilor
corespunzatori cu ionii metalici.
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Figura V.2. Reprezentarea grafica a valorilor CEsp obtinute pentru
extractele initiale si pentru o serie de fractiuni in cadrul testului de
chelatare a fierului
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V.3. Determinarea capacitatii de inhibare a 15-lipoxigenazei

In urma analizei rezultatelor, se poate observa ci diversele
metode de separare aplicate extractelor totale sunt utile pentru
obtinerea de fractiuni cu capacitate antioxidanta sporitd, cu exceptia
speciei Rudbeckia hirta. Comparand valorile CEso obtinute pentru
cele trei extracte initiale, se poate observa ca intensitatea actiunii
antioxidante prin acest mecanism de actiune descreste in ordinea 4Ta
> 4R > 47. Astfel, poate fi realizatd o data in plus corelatia dintre
totalul polifenolic si actiunea antioxidantd demonstratd prin
mecanismul de fata, mai ales pentru specia Tagetes erecta.

Dintre probele testate, cele mai scazute valori ale CEsp Se
remarcd pentru fractiunea 4Ta 76-90, care contine predominant
cvercetagitrind, valoarea sa fiind mai scazuta si decat cea obtinuta
pentru martorul pozitiv, si pentru fractiunea 4Z 36-49, care contine
acizi clorogenici si glicozide ale kaempferolului (figura V.3).
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Figura V.3. Reprezentarea grafica a valorilor CEsp obtinute la evaluarea
capacitatii de inhibare a 15-LOX a extractelor metanolice si a unor
fractiuni separate din acestea
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Capitolul VI. Evaluarea actiunii antimicrobiene a extractelor
obtinute din speciile Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si
Zinnia elegans Jacq.

Diametrele zonelor de inhibitie (in mm) corespunzatoare
celor trei extracte vegetale testate si standardelor folosite sunt
prezentate 1n tabelul VI.1. Valorile CMI si CMB sunt afisate in
tabelul V1.2.

Tabel VI.1. Actiunile antibacteriana si antifungica a extractelor testate

Extract Diame.tru.l zonelor de inhibitie (mm). .
vegetal/ Staphylococcus Escherl_chla Pseudo_monas Car_ldlda Cand_lda_
Martor/ aureus coli aeruginosa albicans | parapsilosis
Standard ATCC 25923 ATCC ATCC ATCC ATCC
25922 27853 90028 22019
4R 16,0+0,00 10,0+0,00 10,0+0,00 15,0+0,00 | 17,0+0,00
4Ta 15,3+0,57 11,0+0,00 0 19,0+0,00 | 17,0+0,00
4z 13,0+0,00 0 11,040,00 *NT 13,040,00
DMSO 0 0 0 0 0
Ciprofloxacina 28,740,06 36,5+0,50 31,540,50 *NT *NT
Fluconazol *NT *NT *NT 30,5+0,50 | 21,0+0,00
Nistatina *NT *NT *NT 23,5+0,50 | 20,0+0,00

*NT — netestat

Tabel VI.2. Valorile CMI si CMB ale extractelor din Rudbeckia hirta si
Tagetes erecta

Staphylococcus aureus Escherichia coli
Extract vegetal/ ATCC 25923 ATCC 25922
Standard CMI CMB CMI CMB
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
4R 0,25 0,5 0,25 >0,5
4Ta 0,125 0,5 0,25 0,5
Ciprofloxacina 1* 1* 1* 2*

* valorile sunt exprimate Th pg/mL

Referitor la actiunea manifestatd asupra bacteriei Gram
pozitive, extractul metanolic obtinut din specia Rudbeckia hirta
(4R), s-a dovedit a fi cel mai activ, avand o buna capacitate de
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inhibare a cresterii bacteriene (16,0 mm). Fata de bacteriile Gram
negative, extractul a prezentat o actiune moderata de inhibare a
cresterii acestora (10,0 mm). Totodata, acelasi extract a prezentat o
bund actiune antifungica, cu o activitate notabild asupra speciei
Candida parapsilosis (17,0 mm), similara cu cea observata pentru
standardele folosite (20,0 mm pentru nistatind, respectiv 21,0 mm
pentru fluconazol). Toate extractele luate in lucru au prezentat o
actiune antifungica buna.

In ceea ce priveste evaluarea extractului din specia Tagetes
erecta (4Ta), se observa ca acesta prezinta cea mai buna activitate
antifungica din toate cele trei extracte testate, avand potentialul de a
inhiba cresterea speciilor Candida albicans si Candida parapsilosis
asemanator cu cel al nistatinei. Extractul prezinta actiune de inhibare
a tulpinilor Staphylococcus aureus si Escherichia coli, dar nu
prezintd activitate antibacteriana asupra Pseudomonas aeruginosa.

Rezultatele obtinute pentru specia Zinnia elegans indica
faptul ca extractul metanolic prezinta capacitate de inhibare a unor
tulpini bacteriene si fungice, aceastd actiune fiind insa mai slaba in
comparatie cu celelalte doud specii testate. Actiunea antibacteriana
pare a fi mai buna pe bacterii Gram pozitive decat pe cele Gram
negative.

In ceea ce priveste determinarea valorilor CMI si CMB, se
observa, in general, ca valorile CMB sunt de 2-4 ori mai mari decét
cele pentru CMI, dar mult mai ridicate decét cele date de standardul
folosit, ciprofloxacina, indicand astfel o potentd relativ scdzutd in
comparatie cu acesta.
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citoprotectoare pe culturi de celule a unor fractiuni extractive
obtinute din inflorescentele speciilor Rudbeckia hirta L.,
Tagetes erecta L. si Zinnia elegans Jacq.

VII.1. Testarea citotoxicitatii in vitro a extractelor totale
investigate

Tn cadrul acestui experiment nu s-au evidentiat efecte
citotoxice semnificative asupra liniei celulare sanatoase de
fibroblaste murine NIH3T3 pentru niciuna din probele testate,
valorile Clso fiind cuprinse intre 64,7143,22 si 91,91£2,92 pg/mL,
doze dificil de realizat in vivo.

VIIL.2. Evaluarea actiunii citoprotectoare in vitro a extractelor
totale investigate

Rezultatele testelor de viabilitate celulara in conditii de stres

oxidativ pentru cele trei extracte testate sunt redate n figurile VI1.5-
VILT.
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Figura VI1.5. Efectul citoprotector al extractului obtinut de la specia
Rudbeckia hirta asupra liniei celulare NIH3T3: a. pretratament timp de
24h nainte de aplicarea H2O, b. pretratament 60 min. Tnainte de
aplicarea H20-
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Figura VI11.6. Efectul citoprotector al extractului obtinut de la specia
Tagetes erecta asupra liniei celulare NIH3T3: a. pretratament timp de 24h
Tnainte de aplicarea H,O; b. pretratament 60 min. Thainte de aplicarea
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Figura VI1.7. Efectul citoprotector al extractului obtinut de la specia
Zinnia elegans asupra liniei celulare NIH3T3: a. pretratament timp de
24h inainte de aplicarea H2O, b. pretratament 60 min. Tnainte de
aplicarea H.0>

Se poate observa ca in cazul pretratamentului prelungit (24
h), celulele au dezvoltat reactii de protectie fata de stresul oxidativ,
ce au fost ilustrate printr-o rata inaltd de supravietuire celulara.
Efectul citoprotector nu a fost insa semnificativ in cazul celulelor
expuse pe termen scurt la cele trei extracte vegetale.
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VIL.3. Evaluarea comparativa a citotoxicitatii extractului din
inflorescente de Tagetes erecta si a fractiunii 4Ta 76-90 obtinuta
din acesta

Prezenta celulelor viabile in culturile incubate cu extractul
initial si cu fractiunea 4Ta 76-90 a fost evaluatd prin metoda MTT.
In figurile VII.10 si VIL11 sunt prezentate rezultatele obtinute.
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Figura VI11.10. Viabilitatea celulara determinata prin testul MTT pentru
extractul obtinut din inflorescente de Tagetes erecta
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Figura VI1.11. Viabilitatea celulara determinata prin testul MTT pentru
fractiunea 4Ta 76-90

Pentru extractul obtinut din Tagetes erecta (4Ta) se observa
o usoara tendintd de diminuare a viabilitdtii celulare odatd cu
cresterea concentratiei si a timpului de contact, fapt ce indica
existenta unui potential citotoxic la concentratii mai mari. Cu toate
acestea, fractiunea analizatd nu este citotoxica in domeniul de
concentratii investigat.
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CONCLUZII GENERALE. ELEMENTE DE
ORIGINALITATE. PERSPECTIVE DE CERCETARE

CONCLUZII GENERALE

Teza de doctorat intitulatd Evaluarea chimica si biologica
a unor fractiuni extractive din specii de Asteraceae ornamentale
are ca principal obiectiv evaluarea potentialului biologic al unor
extracte totale din speciile ornamentale Rudbeckia hirta L., Tagetes
erecta L. si Zinnia elegans Jacq., precum si al unor fractiuni separate
din acestea in corelatie cu prezenta anumitor compusi din clasa
polifenolilor. Testdrile de ordin chimic si biologic realizate pe
extractele initiale si pe diverse fractiuni din acestea reprezinta
elemente de noutate in ceea ce priveste investigarea potentialului
terapeutic al acestor plante, in literatura de specialitate existand
foarte putine date in acest sens.

Evaluarea caracterelor macroscopice a permis stabilirea unor
deosebiri importante intre cele trei specii din familia Asteraceae, in
special referitor la dimensiuni, miros, culoare si structura frunzelor,
inflorescentele fiind Tnsa toate de tip capitul.

Referitor la caracterizarea histo-anatomica a speciilor, a fost
evidentiat faptul ca limbul foliar are structura bifaciald ecvifaciala la
Rudbeckia hirta si structura bifaciala heterofaciala la Tagetes erecta
si Zinnia elegans. Toate cele trei specii de Asteraceae prezinta peri
tectori uni- sau pluricelulari si peri secretori pluricelulari. Acestia din
urma se regasesc in toate organele aeriene, dar cu precadere 1n frunze
si flori. in general, la florile tubuloase, perii secretori, care sunt
adesea biseriati, sunt prezenti atat pe corold, cat si pe organele de
reproducere.

In vederea extractiei compusilor polifenolici din matricea
vegetala, s-a optat pentru realizarea unor extracte metanolice din
inflorescentele speciilor luate in lucru, pentru specia Tagetes erecta
obtinandu-se cea mai mare cantitate de extract uscat.
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Evaluarea fitochimica a inflorescentelor speciilor recoltate in
anul 2017 din cultura realizatd in conditii ecologice a presupus
analiza din punct de vedere calitativ si cantitativ a extractelor
metanolice obtinute, precum si analiza calitativd a fractiunilor
separate din acestea.

In ceea ce priveste analiza calitativa prin tehnica UHPLC-
MS a extractului metanolic din inflorescente de Rudbeckia hirta L.,
S-a observat ca acesta contine aminoacizi, acizi clorogenici, precum
si o serie de flavonoide, in special sub formd de glicozide ale
patuletinei, eupalitinei, cvercetolului si cvercetagetinei.

Extractul metanolic din inflorescente de Tagetes erecta L.
contine aminoacizi, acizi clorogenici, derivati ai acizilor galic,
chinic, elagic si siringic, precum si o serie de flavonoide sub forma
de glicozide ale cvercetagetinei, cvercetolului, kaempferolului si
patuletinei.

Tn cazul speciei Zinnia elegans au fost pusi in evidentd pentru
extractul metanolic o serie de compusi precum alcaloizi derivati de
guanidind (acid plantagoguanidinic si plumbagin B), derivati ai
acidului galic, o serie de acizi mono- si diacilclorogenici, precum si
glicozide ale apigeninei, cvercetolului, kaempferolului si
resokaempferolului.

O serie de compusi, In special din clasa polifenolilor,
identificati in extractul metanolic initial se regasesc selectiv si in
fractiunile obtinute dupa realizarea extractiei in faza solida si a
separarilor cromatografice pe coloana LH-20, fapt confirmat prin
analizele LC-MS.

Referitor la determindrile cantitative spectrofotometrice ale
flavonoidelor si polifenolilor totali din extractele metanolice, se
observa cd extractul obtinut de la specia Tagetes erecta prezinta cel
mai ridicat continut in polifenoli, in timp ce cea mai ridicatd
concentratie in compusi flavonoidici este prezentd in extractul
metanolic din inflorescente de Zinnia elegans.

Fractiondrile realizate prin diverse metode extractive si
cromatografice au permis izolarea mai multor compusi din speciile
Zinnia elegans si Tagetes erecta. Astfel, in cadrul prezentei teze de
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doctorat sunt descrise, pentru prima datd, existenta compusului
kaempferol 3-O-[B-glucopiranozil-(1—2)-p-glucuronopiranozida]
si, implicit, prezenta sa in specia Zinnia elegans, precum si prezenta
acidului plantagoguanidinic in aceeasi specie. Structura acestor
compusi a fost elucidatd coroboriand rezultatele obtinute in urma
analizelor spectroscopice (spectrometria de masa si spectroscopia
RMN). Mai mult, s-a reusit si izolarea cvercetagitrinei din specia
Tagetes erecta, compus deja cunoscut Tn literatura.

Evaluarea in vitro a actiunii antioxidante a diverselor
fractiuni extractive s-a realizat prin trei mecanisme diferite de
testare. Astfel, testarea activitatii de scavenger a radicalilor liberi
DPPH a constituit un test preliminar ce a permis identificarea celor
mai active extracte initiale si mai apoi, includerea unor fractiuni din
acestea 1n urmatoarele teste antioxidante efectuate. Extractele
metanolice obtinute din inflorescentele speciilor Tagetes erecta si
Zinnia elegans au prezentat cele mai bune valori ale CEsq.

Extractul metanolic de Tagetes erecta a prezentat o valoare
CEso mai buna decat cea obtinuta pentru cvercetol in cadrul testarii
capacitatii de chelatare a ionilor ferosi. Pentru acest test, s-au
obtinut, in general, rezultate mai bune pentru extractele initiale decat
pentru fractiunile separate din acestea.

Determinarea activitatii de inhibare a 15-LOX a dus la
obtinerea unor rezultate diferite de cele obtinute in testul precedent.
Astfel, separarile realizate s-au dovedit a fi utile In vederea obtinerii
unor fractiuni mai active prin acest mecanism de actiune. Doua
dintre fractiunile separate din Tagetes erecta (4Ta 76-90), respectiv
Zinnia elegans (4Z 36-49) prezinta valori similare cu cea a
cvercetolului, folosit ca etalon.

Luand 1n considerare rezultatele evaludrii actiunii
antimicrobiene a extractelor metanolice obtinute din inflorescentele
speciilor luate Tn studiu, putem afirma ca acestea prezintd actiuni
antifungice si antibacteriene promitatoare pe bacterii Gram pozitive,
remarcandu-se, de asemenea, 0 actiune de inhibare a cresterii
bacteriene pentru anumite bacterii Gram negative. Cea mai buna
actiune antibacteriana a fost observata in cazul extractului metanolic
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din inflorescente de Rudbeckia hirta, in timp ce cea mai importanta
actiune antifungica a fost observata pentru extractul din inflorescente
de Tagetes erecta, rezultatele fiind similare cu cele obtinute pentru
etaloanele folosite (nistatind, fluconazol).

Evaluarea in vitro a efectului citotoxic exercitat de extractele
vegetale asupra fibroblastelor murine NIH3T3 a permis observarea
unor efecte citotoxice doar la concentratii de peste 50 pg/mL 1n cazul
tuturor probelor investigate. Tindnd cont de dozele utilizate,
consideram ca produsele testate sunt practic lipsite de citotoxicitate.

Tn plus, testarea capacititii citoprotectoare pe culturi de
celule a permis evidentierea unei activitati promitdtoare pentru toate
extractele in conditiile unui pretratament de 24 ore, fapt observat
printr-o inalta ratd de supravietuire celulard. Mai mult, evaluarea
comparativa a citotoxicitatii extractului din inflorescente de Tagetes
erecta si a fractiunii 4Ta 76-90 obtinuta din acesta, cu un continut
majoritar de cvercetagitrind, a relevat importanta aplicarii diverselor
tehnici de separare in vederea obtinerii de compusi cu actiuni
biologice sporite si cu citotoxicitate redusd in comparatie cu
extractul din care au fost izolati.

ELEMENTE DE ORIGINALITATE

Originalitatea prezentului studiu constd in investigarea
pentru prima datd in tara noastrd a inflorescentelor speciilor
ornamentale Rudbeckia hirta L., Tagetes erecta L. si Zinnia elegans
Jacq., cultivate in conditii ecologice, din punct de vedere
farmacognostic si  biologic. A fost realizata caracterizarea
morfologicd si histo-anatomica a inflorescentelor recoltate de la cele
trei specii, precum si evaluarea compozitiei chimice a extractelor
metanolice totale si a unor fractiuni extractive selective obtinute din
acestea prin diverse metode de separare. Mai mult, s-a pus n
evidentd prezenta a doi compusi care nu au fost anterior descrisi in
literatura pentru specia Zinnia elegans, structura lor fiind stabilita
prin intermediul tehnicilor spectrometriei de masa si a spectroscopiei
RMN.
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Pentru extractele metanolice si pentru o serie de fractiuni

separate s-au realizat:

R/
L X4

X/ /7
L X GIR X 4

e

*

testarea capacitatii antioxidante in vitro prin trei metode
diferite,

testarea actiunii antibacteriene si antifungice,

evaluarea in vitro a citotoxicitatii extractelor metanolice,
evaluarea  capacitatii  citoprotectoare a  extractelor
metanolice.

PERSPECTIVE DE CERCETARE

In urma corelarii rezultatelor obtinute in cadrul prezentei teze

de doctorat, se justificd continuarea studiului in urméatoarele directii:

7
L X4

purificarea fractiunilor deja separate din extractele initiale, in
scopul izolarii unor compusi individuali si evaluarea
comparativa a actiunilor biologice a acestora comparativ cu
extractul initial total;

obtinerea si investigarea unor fractiuni volatile din speciile
luate in studiu, in scopul analizei calitative si cantitative a
compusilor extrasi, precum si observarea efectelor biologice
induse de acestia, in comparatie cu fractiunile analizate in
cadrul acestei cercetart;

evaluarea potentialului antioxidant al tuturor fractiunilor
obtinute din extractele metanolice, precum si aplicarea altor
teste antioxidante;

continuarea evaluarii potentialul antimicrobian si antifungic
prin includerea in studii a altor tulpini bacteriene si fungice,
precum si realizarea testarii pe fractiunile obtinute;
evaluarea mai multor fractiuni reprezentative separate din
cele trei extracte initiale printr-un numar suplimentar de teste
pe linii celulare Tn vederea stabilirii mecanismelor ce stau la
baza actiunii antioxidante si antiinflamatoare.
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