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Cuvinte cheie: plante medicinale, cromatografie, analiza imaginii, metode chemometrice,

capacitate antioxidanta, efecte terapeutice, increngatura, preprocesarea datelor, specrometrie

Introducere

Natura a fost Intotdeauna implicatd in viata umana, oferind mijloacele necesare pentru a trai
o viata sandtoasa si fara griji, prin prezenta resurselor naturale, cum ar fi fructele, legumele sau
chiar plantele. Medicina alternativa, foloseste produsele oferite de natura (plante) pentru a preveni
sau chiar a vindeca diferite boli.

Plantele medicinale sunt utilizate ca metode de tratare datoritd faptului ca sunt ieftine, mai
putin toxice si lipsite de efecte secundare in comparatie cu medicamentele sintetizate chimic.
Efectul terapeutic al fiecdrei plante este datorat compusilor bioactivi produsi ca urmare a
metabolismului secundar. Datorita asa-numitilor metaboliti secundari reprezentati de alcaloizi,
steroli, terpene, flavonoide, taninuri, glicozide, rasini, uleiuri volatile etc., medicina alternativa a
inceput sa joace un rol important in tratamentul bolilor din intreaga lume, mai ales pentru ca in
multe tari subdezvoltate sistemul medical este inca inexistent.

Avand in vedere cele mentionate mai sus, Organizatia Mondiala a Sanatatii (WHO) a elaborat
un plan strategic pentru promovarea medicinei alternative prin publicarea a patru volume care
contin 118 monografii privind plantele medicinale.

Obiectivul tezei intitulata ,,Caracterizarea si amprentarea extractelor din plante medicinale
(suplimentelor alimentare) de pe teritoriul Roméniei” este utilizarea diferitelor metode
chemometrice pe datele obtinute prin diverse metode analitice (UV-Viz, chromatografia pe strat
subtire, HPLC). Probele analizate (42) sunt disponibile comercial (extracte hidroalcoolice din
plante medicinale), scopul principal al acestui studiu fiind caracterizarea si clasificarea acelor
plante medicinale.

Teza este structuratd in sase capitole, primele patru capitole contin informatii introductive
despre plante si flora romaneasca, precum si informatii despre metodele chimometrice si analitice
utilizate in acest studiu. Capitolul cinci si sase prezinta rezultatele experimentale si concluziile
studiului.

Rezultatele acestei cercetari isi propun sa aduca o contributie la dezvoltarea studiului plantelor
medicinale prin utilizarea diferitelor metode analitice si incurajarea populatiei de a alege o
alternativa mai sanatoasa in ceea ce priveste alimentatia.
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Capitolul I — Universul plantelor medicinale

1.1. Flora Romaniei si plantele medicinale

Organizatia mondiala a sanatatii (World Health Organization — WHO) defineste plantele
medicinale ca fiind acele plante ce contin compusi care pot fi folositi In scop terapeutic sau plante
care sintetizeazi metaboliti folositi in scopul obtinerii de medicamente *. Plantele se impart in doui
mari categorii: condimente si ierburi. lerburile reprezinta partea verde proaspata din planta in timp
ce condimentele reprezinta florile, fructele, semintele, bulbii sau radacinile, partile din planta care
produc ,,arome” mult mai puternice spre deosebire de ierburi 2.

Date istorice referitoare la folosirea ierburilor si a condimentelor sunt mentionate inca din anul
1550 Tnainte de Hristos. In prezent, folosirea ierburilor si a condimentelor, intr-un singur cuvant a
plantelor, este conditionata de respectarea unor reglementari stabilite de catre intitutii autorizate
cum sunt WHO sau Administratia alimentelor si a medicamentelor (Food and Drug Administration
—FDA).

Conform unui studiu realizat de Maarten si James in anul 2016, era cunoscut si acceptat un
numar de 374000 de specii de plante dintre care aproximativ 308312 sunt plante superioare, iar
295383 plante cu flori.

Pe teritoriul Romaniei, se cunosc peste 3600 de specii de plante, numar care reprezintd
aproximativ 30% din intreaga flora a Europei °. In urma unui studiu realizat de citre Ministerul
Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (MADR), in anul 2002, au fost inregistrate 29 de specii de plante
omologate la care se adauga 24 de specii preluate din flora spontana si 10 aclimatizate la conditiile
de mediu de pe teritoriul tarii noastre. Desi de-a lungul perioadei 1980-1990 Romania se clasa
printre primele cinci tari exportatoare de plante medicinale, in prezent acest sector este slab
exploatat ™. In ultimii ani, lucrurile au imbunititit multe cercetiri ficute in zona plantelor

medicinale °°,

2.1 Compozitia plantelor medicinale

Compusii bioactivi sunt ingrediente functionale care apar in naturd, fac parte din lantul
alimentar si pot contribui la imbunititirea calititii produselor alimentare 3. Dintre proprietitile

benefice specifice, amintim activitatea antioxidanta, inhibarea enzimelor, inhibarea activitatii



receptorilor si inhibarea expresiei genetice. Compusii bioactivi se gasesc in fructe, legume sau
plante medicinale 4.

Tn cazul plantelor medicinale, in interiorul celulelor plantelor au loc diferite procese in urma
carora rezulta doud tipuri de metaboliti: primari si secundari. Metabolitii primari sunt produsi in
urma procesului de fotosinteza si sunt responsabili de cresterea si metabolismul plantelor. Pe de
alta parte, metabolitii secundari sunt produsi ai metabolitilor primari, care nu au rol n procesele
metabolice ale plantelor. Acestia mai sunt cunoscuti si sub denumirea de principii active/compusi
bioactivi, si, printre altele, sunt responsabili de efectele benefice resimtite de cétre organismele vi.
Principalele clase de compusi care se gasesc in plantele medicinale sunt fenoli, glucide, terpene,

uleiuri volatile etc *1°,
1.2. Efectele terapeutice ale plantelor medicinale

Farmacognozia este stiinta care se ocupa cu studiul produselor derivate din plante medicinale
si a otravurilor si cuprinde analiza tuturor tipurilor de plante medicinale inclusiv amestecurile
complexe, folosite sub formd brutd sau ca extracte (fitoterapie), compusi puri (morfina), si
alimente cu efecte benefice asupra sanatatii (nutraceutice). Planetele medicinale sunt considerate
punctul baza al medicinei traditionale alternative. Fitoterapia este stiinta care presupune folosirea
plantelor in tratarea si ameliorarea diferitelor boli. Etnobotanica si etnofarmacologia sunt domenii
care studiaza exclusiv cunostintele dobandite de cétre bastinasi legate de folosirea plantelor
medicinale si potentialele efecte benefice pe care le au, dar si toxicitatea asociata riscului folosirii
acestora drept ,,medicamente”. In etnofarmacologie, un aspect important este imbunititirea
preparatelor obtinute din ierburi medicinale. De aceea, este esentiald cunoasterea compusilor
bioactivi din aceste plante si efectele lor terapeutice 8.

In functie de compozitia chimici (compusi bioactivi), plantele medicinale prezinti efecte
terapeutice diverse, de la plante medicinale folosite pentru tratarea bolilor neurodegenerative
(Alzheimer), de exemplu 2%, pani la tratarea diferitor afectiuni ale pielii (arsuri) 2. De aceea pentru
a promova si informa populatia cu privire la partile de planta utilizate, modul de administrare si
folosire, astdzi un numar mare de carti/enciclopedii, care descriu aceste aspecte sunt disponibile
publicului larg (Ghidul plantelor medicinale de la A la Z, Dictionarul plantelor medicinale, Plante

medicinale si aromatice, etc) 202324,



Capitolul Il — Metode de analiza folosite pentru

caracterizarea si clasificarea plantelor medicinale

2.1. Metode spectroscopice

Spectroscopia se ocupa cu obtinerea, masurarea si interpretarea spectrelor rezultate in urma
interactiunii radiatiei electromagnetice cu materia. Sunt disponibile numeroase metode
spectroscopice dedicate rezolvarii unei game largi de probleme analitice. Aceste metode difera
intre ele in functie de speciile analizate (spectroscopia atomicd sau moleculard), tipul de
interactiune al radiatiei cu materia (absorbtie, emisie sau difractie) si, nu n ultimul rand, in functie
de regiunea spectrului electromagnetic folosit in analizd. Metodele spectroscopice sunt deosebit
de informative, putand fi folosite atit pentru determinari cantitative, cat si calitative. Spectroscopia
bazata pe absorbtia sau emisia radiatiei n domeniile ultraviolet (UV), vizibil (Viz), infrarosu (IR)
si radio (rezonanta magneticd nucleara — RMN) este printre cele mai folosite metode in

laboratoarele dedicate analizei plantelor si preparatelor din plante/suplimente 228,

2.2. Metode cromatografice

Cromatografia este un termen general aplicat unei mari varietati de tehnici de separare bazate
pe repartitia sau distributia repetatd a analitului (solut) intre o fazd mobila si o faza fixa sau
stationard. Interactiunea relativa a unui solut cu aceste doud faze este descrisd de coeficientul de
partitie (K) sau de distributie (D) (raportul dintre concentratia solutului in faza stationara si
concentratia solutului in faza mobild). Faza mobila poate fi fie un gaz (GC), fie un lichid (LC) sau
un fluid supercritic (SFC). Faza stationari poate fi un solid sau, de obicei, un lichid %%,
Metodele cromatografice cele mai utilizate pentru a analiza plantele medicianle sunt cromatografia
pe strat subtire- TLCcromatografia de lichide de inalta performanta - HPLC si cromatografia de

gaze — GC 1721,



Capitolul 111 — Metode de determinare a capacitatii

antioxidante

Speciile reactive de oxigen (Reactive Oxygen Species - ROS), cum ar fi anionul superoxid
(O27), radicalul hidroxil ("OH), radicalul peroxil (ROQO"), radicali alcoxilici (RO"), apa oxigenata
(H202) si oxigenul (O2!Ag) pot ataca macromoleculele biologice, dand nastere la modificari
structurale ale proteinelor, lipidelor si ADN-ului, imbatranirea celulelor, boli provocate de stresul
oxidativ (de exemplu, boli cardiovasculare si neurodegenerative), precum si cancer. Antioxidantii
elimina sau sting ROS si speciile reactive de azot (Reactive Nitrogen Species - RNS), produse in

urma respiratiei, inclusiv radicalii liberi 4",

Termenii de ,,activitate antioxidanta™ si ,,capacitate antioxidantd” au semnificatii diferite:
activitatea antioxidanta se refera la cinetica reactiei dintre un antioxidant si prooxidant, in timp ce
capacitatea antioxidantd masoara eficienta de conversie termodinamica a unei reactii dintre un
oxidant cu un antioxidant. Masurarea capacitatii antioxidante a lichidelor alimentare si biologice
(de exemplu, ser uman) se realizeaza pentru compararea semnificativd a continutului de
antioxidanti din produsele alimentare si pentru diagnosticul si tratamentul bolilor asociate stresului
oxidativ. ROS poate duce la oxidarea lanturilor laterale ale aminoacizilor, formarea legaturilor
incrucisate dintre proteine si oxidarea peptidelor. Atunci cand diferiti antioxidanti lucreaza
Tmpreuna se asigura o protectie mai mare impotriva atacului ROS/RNS decat in cazul prezentei
unui singur compus antioxidant (ceea ce face ca masurarea capacitatii antioxidante totale sa fie si
mai importanti) 47,

Un antioxidant poate fi definit ca ,orice substantd care, atunci cand este prezentd in
concentratii relativ mici, in comparatie cu cele ale substratului oxidabil, intarzie sau inhiba
semnificativ oxidarea substratului”. Compusii antioxidanti actioneazd in corpul uman in doua
etape diferite: in prima faza previn leziunile oxidative prin blocarea aparitiei radicalilor liberi, dupa
care se pozitioneaza ca scut, protejand celulele sandtoase rdmase. Antioxidantii au fost impartiti
in doui clase: antioxidanti primari si antioxidanti secundari 47>,
Mecanismul antioxidantilor primari decurge conform reactiilor de mai jos:

R°™+AH —>RH+A
RO+ AH —» ROH + A’

ROO"+ AH — ROOH + A’



In ceea ce priveste antioxidantii secundari (preventivi), acestia intarzie viteza de oxidare.
Diversitatea chimica a antioxidantilor (abundenta relativd a glicozidelor si izomerilor acestora)
face dificild separarea si cuantificarea acestora din alimentele/matricele biologice unde actiunea
lor combinata poate fi mai relevanta. Prin urmare, este de dorit sa se masoare nivelul activitatii
antioxidante totale direct din extractele de plante si fluidele biologice. Metodele antioxidante pot
fi clasificate Tn functie de tipul de reactie in doui grupe *':

e Metode bazate pe transfer de hidrogen (hydrogen atom transfer — HAT)

e Metode bazate pe transfer de electroni (electron transfer — ET)
3.1. Metode bazate pe transfer de hidrogen

Metodele bazate pe mecanismul HAT mdésoara capacitatea unui antioxidant de a stinge
radicalii liberi (in general, radicalii peroxil considerati mai relevanti din punct de vedere biologic)
prin donarea unui atom de hidrogen. Mecanismele HAT prin care atomul de hidrogen (H) al unui

fenol (Ar — OH) este transferat la un radical ROO" este descris prin reactia de mai jos:
ROO* + AH/ArOH — ROOH + A*/ArO*

unde radicalul ariloxi (ArO") format in urma reactiei dintre fenolul antioxidant cu radicalul peroxil
este stabilizat prin rezonanta. Antioxidantii fenolici eficienti trebuie sa reactioneze mai repede
decét biomoleculele cu radicalii liberi pentru a-i proteja pe acestia din urma de oxidare. Intrucat in
metodele antioxidante bazate pe HAT, atit proba cat si antioxidantii reactioneaza cu ROO",
activitatea antioxidantd poate fi determinatd prin masurarea curbei de reducere a semnalului
analitic al probei in absenta si prezenta antioxidantilor, integrand zona de sub curba si determinand
diferenta dintre acestea.

Metodele de determinare a cpacitatii antioxidante care se desfasoara dupd un mecanism HAT
includ metoda ORAC (oxygen radical absorbance capacity), TRAP (total radical trapping

antioxidant) si croton si B- carotene bleaching 4746,
3.2. Metode bazate pe transfer de electroni

In majoritatea analizelor bazate pe transfer de electroni, actiunea antioxidanti este simulata
cu o proba care are o capacitate redox potrivitd, si anume, antioxidantii reactioneazd cu o proba
fluorescenta sau colorata (agent oxidant) in locul radicalilor peroxilici. Testele spectrofotometrice
bazate pe transfer de electroni masoara capacitatea unui antioxidant de a reduce un oxidant, acesta
schimbandu-si culoarea atunci cand este redus. Gradul de schimbare a culorii (fie o crestere sau o

scadere a absorbtiei probei la o lungime de unda data) este corelat cu concentratia de antioxidanti
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din proba. Metodele ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acid sulfonic)), TEAC (trolox-
equivalent antioxidant capacity) si DPPH (2, 2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) sunt analize de
decolorare, in timp ce in metoda Folin-Ciocélteu de determinare a continutului total de fenoli,
FRAP (ferric reduction antioxidant power) si CUPRAC (cupric reduction antioxidant capacity),
existd o crestere a absorbantei la o lungime de unda specificata, in urma reactiei antioxidantului
cu reactivul cromogen (adica, in ultimele doua metode, valentele inferioare ale fierului si cuprului,
st anume Fe (I) si Cu (I), formeaza complexe de transfer de sarcina cu liganzii corespunzatori).
Testele bazate pe transfer de electroni stabilesc, in general, un timp fix pentru reactia redox in
cauza si masoard conversia termodinamica (oxidare) in perioada respectiva. Testele bazate pe ET
includ ABTS/TEAC, DPPH (desi primele douda metode sunt considerate ca metode mixte bazate
pe mecanisme HAT/ET de catre unii cercetatori), metoda Folin — Ciocalteu (FCR), FRAP si

CUPRAC folosind diferiti reactivi redox cromogeni cu potentiale standard diferite 4745,
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Capitolul IV — Metode chemometrice

4.1. Introducere—analiza mutivariata a datelor

Potrivit definitiei formulate de catre Massart, chemometria este: ,,the chemical discipline that
uses mathematical, statistical, and other methods employing formal logic (a) to design or select
optimal measurement procedures and experiments, and (b) to provide maximum relevant chemical
information by analyzing chemical data” %,

Analiza multidimensionald a datelor presupune folosirea tabelelor de date (numere) si
vizualizarea informatiei pe care acestea o contin. Rolul tabelelor de date este foarte important,
fiind cele mai potrivite mijloace folosirea in ceea ce priveste comunicarea, procesarea si pastrarea
informatiei. Intr-un tabel existi un anumit mesaj care poate fi comentat si respectiv sustinut cu
ajutorul graficelor. Tabelul de date este constituit dintr-un set de numere distribuite sub forma de
linii orizontale si coloane verticale. Tabelele pot fi simbolizate prin intermediul grupului de litere
XLC, fiecare dintre litere reprezentand liniile (L) respectiv coloanele (C). De obicei, in cazul
tabelelor liniile sunt reprezentate de citre obiectele sau subiectii (indivizii) studiati, iar coloanele
reprezintd valorile experimentale sau observatiile diferitelor caracteristici (proprietdti, atribute,
insusiri) specifice obiectelor (subiectilor). Intre valorile experimentale si observatii existd o
diferenta semnificativa. Valorile experimentale, rezultate in urma proceselor de masurare efectuate
in laboratoarele de fizica si chimie, sunt asociate cu un grad ridicat de precizie si exactitate.
Observatiile, sunt lipsite de acest grad Inalt de precizie si exactitate, si sunt in cel mai bun caz
ordonate, cum se Intampld adesea in examinarile psihologice.

Un tabel XLC poate fi reprezentat cu ajutorul axelor de coordonate, fiecarui element-coloana
ii corespunde o axd de coordonate in spatiul datelor. Astfel, fiecare element-linie (LN) este
ientificat ca un punct pe o asemenea axa, pozitia fiecarui astfel de punct este determinata de
valoarea numerica corespunzitoare coloanei respective din tabelul de date. Toate axele de
coordonate obtinute astfel, sunt ortogonale intre ele, impreuna definind un sistem de coordonate
cu originea in 0. Un sistem de axe de coordonate bidimensional se obtine atunci cand numarul de
coloane este egal cu doi, atunci cand CN este egal cu trei avem spatiul tridimensional, iar spatiul
multidimensional apare n cazul in care CN este mai mare decat trei (reprezentarea grafica a acestu
spatiu este imposibild).

In algebra, un tabel alcituit din numere dispuse sub formi de linii orizontale si coloane
verticale poartd numele de matrice. Liniile unei matrice sunt compuse dintr-un set de numere
aranjate intr-o anumita ordine (vector-linie). Coloanele maticei poarta numele de vector-coloana.
Scalarul reprezinta o valore numericd individuald. Marimile scalare, vectorii si matricele se pot
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reprezenta geometric. In cazul in care vorbim de scalar acesta este lipsit de informatie
dimensionald, un vector poate fi considerat fie un element-linie fie un element coloanad dintr-0
metrice, iar 0 matrice se poate construi prin suprapunerea mai multor vectori-linie.

In statistica, atunci cand ne referim la cuvéntul caracteristica sau atribut (variabili), inseamna
ca este vorba de o proprietate pe care un anumit obiect fie o poseda sau nu. Variabila este de trei
tipuri (numerica, nominala si ordinara si respectiv variabila binara), fiind o marime care poate lua
orice valoare numerici dintr-un anumit domeniu de definitie 52.

Cele mai utilizate metode chemometrice pentru analiza datelor obtinute prin diverse procedee
analitice sunt: analiza componentelor principale (PCA), analiza clusterilor (CA) si analiza liniar
discriminanta. Datorita obtinerii unui numar mare de variabile in urma analizei probelor complexe,
cum sunt extractele de plante medicinale, tehnicile de preprocesare (sau reducere a datelor) au
devenit tehnici esentiale pentru reducerea numarului de date. Alegerea metodei optime de
preprocesare, este greu de realizat datoritd numeroaselor metode disponibile cum sunt: corectia
liniei de baza, netezirea si alinierea. Nevoia de procesare a datelor apare din cauza a trei motive
principale: datele generate de metodele de analiza pot fi incomplete (lipsa unor valori), setul de
date este afectat de zgomot (poate contine erori sau puncte extreme) si nu in ultimul rand setul de

date poate fi inconsistent, continand discrepante in denumiri sau coduri.
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Capitolul V — Rezultate originale

5.1. Plantele medicinale studiate

Primul subcapitol al capitolului cinci descrie Tn detaliu plantele medicinale folosite in acest
studiu. Probele analizate provin de la un magazin naturist local, sunt extracte hidroalcoolice
obtinute din 42 de plante medicinale incadrate in trei mari increngdturi (Spermatophyta,
Magnoliophyta si Pteridophyta — Tabel 5.1.). Dintre acestea, 41 provin de la producatorul S.C.
Dacia Plant S.R.L., Brasov, Romania si o proba de la Fares Orastie, Hunedoara, Roméania. Plantele
sunt caracteristice florei romane, iar procedeul fabricarii lor este specificat pe prospectul care
insoteste produsul. In procesul de macerare al extractelor s-au folosit diferite rapoarte etanol:apa
(35-85% etanol v/v). Distributia dintre partea vegetala uscata (parti aeriene, frunze, flori, bulbi,
seminte, fructe, germeni si rddacini sau amestecuri in functie de specia de plantd) si solvent a fost

1/(2-10) g/mL.

Tabel 5.1. Numele, denumirea stiintifica si increngatura plantelor medicinale studiate.

Nr. Nume Denumire stiintifica Increngatura

1 Coada calului Equisetum arvense Pteridophyta

2 Pedicuta Lycopodium clavatum Pteridophyta

3 Pufulita cu flori mici ~ Epilobium parviflorum Magnoliophyta
4 Muguri de plop Plopus nigra Magnoliophyta
5 Roinita Melissa officinalis Magnoliophyta
6 Rostopasca Chelidonium majus Magnoliophyta
7 Sanziana Galium verum Magnoliophyta
8 Echinacea Echinacea purpurea Magnoliophyta
9 Armurariu Silybum marianum Magnoliophyta
10 Ghimbir Zingiber officinale Magnoliophyta
11 Branca ursului Heracleum sphondylium ~ Magnoliophyta
12 Leurda Allium ursinum Magnoliophyta
13 Afin Vaccinium myrtillus Spermatophyta
14 Merisor Vaccinium vitis-idaea Spermatophyta
15 Rosmarin Rosmarinus officinalis Spermatophyta
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16 Cretisoara

Alchemilla vulgaris

Spermatophyta

17 Salvie Salvia officinalis Spermatophyta
18 Mesteacan Betula pendula Spermatophyta
19 Sunitoare Hypericum perforatum Spermatophyta
20 Paducel Crataegus monogyma Spermatophyta
21 Cimbrisor Thymus serpyllum Spermatophyta
22 Brusture Arctium lappa Spermatophyta
23 Ienupar Juniperus communis Spermatophyta
24 Coada soricelului Achillea millefolium Spermatophyta
25 Ghimpe Xanthium spinosum Spermatophyta
26 Lavanda Lavandula augustifolia Spermatophyta
27 Anghinare Cynara scolymus Spermatophyta
28 Lemn dulce Glycyrrhiza glabra Spermatophyta
29 Gentiana Gentiana asclepiadea Spermatophyta
30 Tataneasa Symphytum officinale Spermatophyta
31 Urzica Urtica dioica Spermatophyta
32 Trei frati patati Viola tricolor Spermatophyta
33 Talpa gastii Leonurus cardiaca Spermatophyta
34 Valeriana Valeriana officinalis Spermatophyta
35 Traista ciobanului Capsella bursa-pastoris ~ Spermatophyta
36 Marar Anethum graveolens Spermatophyta
37 Usturoi Allium sativum Spermatophyta
38 Vasc Viscum album Spermatophyta
39 Fructe de soc Sambuctus nigra Spermatophyta
40 Ardei iute Capsicum annuum Spermatophyta
41 Obligeana Acorus calamus Spermatophyta
42 Telina Apium graveolens Spermatophyta

5.2. Clasificarea extractelor de plante medicinale in functie de increngatura

Potrivit Florei Medicinale a Romaniei si http://www.plante-medicinale.ro/pm/specii.php

plantele descrise la punctul 5.1. apartin increngaturilor Spermatophyta, Magnoliophyta si

Ptreridophyta 19 101-104,
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Increngatura Spermatophyta include plantele lemnoase si erbacee, originea lor fiind teoretic
derivata din increngatura Pteridophyta. In functie de faptul ci saimanta este sau nu inchisa in fruct
se creeazi doud noi subcategorii denumite Gimnospermae si Angiospermae 1%.

Increngitura Pteridophyta contine primele plante la care se pot distinge organe si tesuturi, cu
trisituri precum lipsa florilor si inmultirea prin spori, care sunt, in principal, ferigile °. Importanta
plantelor care fac parte din aceasta categorie este data de prezenta acidului salicilic.

Increngitura Magnoliophyta reuneste in aceeasi categorie cele mai evoluate plante,
caracterizate de saimanta inchisa In fruct si o aranjare complexa a petalelor. Acestea sunt grupate

in dou# subdiviziuni: monocotiledonate si dicotiledonate °.

5.2.1. Spectrometria UV-Viz

Tn acest subcapitol spectrele UV-Vis Tmpreuna cu primele patru derivate si metode
chemometrice au fost folosite pentru a clasifica probele in functie de increngatura. Rezultatele
obtinute folosid analiza clusterilor duce la o calsificare slaba a probelor in functie de increngaatura,
cele mai bune rezultate fiind obtinute pentru prima derivata. Cea dea doua metoda folosita, PCA
a demonstat de asemenea o clasificare slaba a probelor, si de aceasta data derivata intai aducand
cele mai bune rezultate. Tn ceea ce priveste cea de-a treia metoda PCA-LDA, se obtine o clasificare
buna a probelor n cele trei increngaturi, si de aceasta data cele mai bune rezultate fiind obtinute
pentru prima derivata (Figura 5.1.). Mai mult, este necesar de mentionat faptul ca preprocesarea

dateor (normalizare sau scalare) nu duce la imbunatatirea rezultatelor.
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Figura 5.1. (a) Spectrele UV-Viz (b) dendograma, (c) reprezentarea grafica PC1-PC2 si (d)
reprezentarea grafica Radacinal-Radacina2, a datelor obtinute pentru cele 42 de plante

medicinale pentru derivata Tntai.
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5.2.2. Cromatografia pe strat subtire

Imaginile placilor cromatografice (HPTLC Silica gel 60 si HPTLC Silica gel 60 F2s4) utilizate
n acest studiu au fost obtinute la doua lungimi de unda 254 si 365 nm. Datele astfel obtinute au
fost procesate mai departe folosind programul TLC Analyzer.

Evaluarea placilor sub lumind UV a scos in evidentd spoturi inchise, fluorescenta
albastru/verzuie (254 nm) si spoturi deschise la culoare pe un fond albastru (365 nm), evidentiind
diferite clase de compusi prezente in probele analizate. In cazul investigarii canalelor de culoare
aferente imaginilor (obtinute la 365 nm), clasele au fost identificate ca si spoturi inchise la culoare
pe un fond colorat. Diferite cromatograme (legate de numarul de compusi vizualizati/proba) au
fost observate in functie de culoarea selectata (canal rosu, verde, albastru sau gri). De asemenea,
amprentele de pe canalele rosu si verde sunt similare scotand in relief aceleasi clase de compusi,
in timp ce canalele gri si albastru aduc informatii suplimentare. Astfel, amprentele de pe canalul
gri evidentiazd mai bine anumiti compusi iar pe canalul albastru lipsesc unii compusi pentru probe
ca 17-trei frati patati, 18-pufulita cu flori mici, 22-cretisoard, 25-merisor, 34-salvie, 36-traista
ciobanului (Figura 5.2.). Ca o observatie generald bazata pe rezultatele obtinute in urma folosirii
canalelor, cel rosu reliefeaza clasele de compusi cu fluorescenta galben/portocalie (365 nm), in

timp ce canalul albastru evidentiazad compusii cu fluorescenta albastrd (365 nm).

. -
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Figura 5.2. Imaginea placii cromatografice HPTLC silica gel 60 F2s4 pulverizata cu solutie NTS
(0.02%) in metanol: (a) canal gri; (b) canal rosu; (c) canal verde; (d) canal albastru pentru

plantele medicinale investgate.
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Toate modelele PCA rezultate dupa proiectarea 2D si 3D a scorurilor corespunzatoare diferitor
combinatii intre componentele principale, au evidentiat o separare slaba si mai mult sau mai putin
similara a probelor, in functie de increngatura.

Metoda PCA-LDA a dus la obtinerea celor mai bune rezultate, probele fiind astfel clasificate
n functie de increngatura, cele mai bune rezultate fiind obtinute pentru HPTLC Silica gel 60 F2s4

canal gri (Figura 5.3).
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Figura 5.3. Reprezentarea grafica Radacinal-Radacina a scorurilor canonice: HPTLC Silica

gel 60 F2s4, canal gri, 254 nm.

5.3. Clasificarea plantelor medicinale in functie de efectele terapeutice

Majoritatea plantelor medicinale cunoscute se gisesc in Monografiile Organizatiei Mondiale
a Sanatitii (WHO) clasificate in functie de diferitele efecte terapeutice  pe care le manifesti.
Acestea sunt folosite in tratarea si ameliorarea diferitelor boli precum cele ale sistemului nervos

12113 digestiv 114115, sau boli dermatologice 16117,
5.3.1. Spectrometria UV-Vis

Rezultatele obtinute Tn urma analizei PCA duce la o separare a probelor in functie de efectele
terapeutice. Reprezentarea grafica a primelor cinci PC-uri ilustreaza o buna separare a probelor in
functie de acest parametru, probele numarul 26 si 31 corespunzatoare lemnulul dulce si
mesteacanului apar ca puncte extreme. Aceasta separare se datoreaza faptului ca cele doua probe
au o compozitie bogati in glicirizina si salicina. Tn ceea ce priveste metodele fuzzy PCA probele

au fost separate n 4 grupe principale, exceptie in acest caz face mesteacanul. Metoda FoPCA duce
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la obtinerea de rezultate similare cu F1PCA principalele diferente fiind date de directia FOPC2.

Mesteacanul este si in acest caz punct extrem (Figura 5.4).
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Figura 5.4. Reprezentarea grafica (a) PC1-PC2, (b) FiPC1-F:PC2 (c) FOPC1-FoPC2 pentru cele

42 de plante medicinale investigate

5.3.2 Cromatografia pe strat subtire

Rezultatele analizei chemometrice au demonstrat o separare buna a probelor in functie de
efectele terapeutice pentru imaginile placilor cromatografice obtinute la 254 nm, de aceea rezultate
obtinute la aceasta lungime de unda vor fi prezentate in continuare. Analiza clusterilor a dus la o
calsificare buna a probelor in patru grupuri date de efectele terapeutice. In cazul analizei PCA se
obtine o calsificare buna a probelor in cele patru clase pe toate canalele cele mai bune rezultate au
fost obtinute pentru placile HPTLC Silica gel 60 F2s4 canal albastru. Metoda PCA-LDA a dus la o
clasificare buna a probeor in functie de efectele terapeutice pentru placile HPTLC Silica gel 60

F2s4 canal albastru si gri (Figura 5.5).
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Figura 5.5. ('a) Dendrograma, (b) reprezentarea grafica PC1-PC2, (c) reprezentarea grafica

Radacina-Radacina a datelor obtinute pentru cele 42 de plante medicinale

5.4. Clasificarea plantelor medicinale in functie de activitatea antioxidantd

Antioxidantii sunt substante care, prezenti in cantitati mici, comparabile cu cea a substratului
oxidabil, intArzie semnificativ sau inhibd oxidarea acestuia 13”138, Interactiunea dintre radicalii
liberi si antioxidanti este consideratd un factor important asociat cu initierea si progresul diferitelor
boli si mentinerea unui nivel de sinitate optim 3%, Daca generarea de radicali liberi excede
limitele efectelor protectoare ale antioxidantilor, apare stresul oxidativ care prezintd efecte
negative asupra organismului, precum Imbatranirea, bolile cardiovasculare, cancer, tulburari

. . . . . 139-142 . . . . . . - A~
neurodegenerative si alte afectiuni cronice . Cel mai cunoscuti antioxidanti se regdsesc in

fructe, legume, ceaiuri, vin si condimente.
5.4.1. Cromatografia pe strat subtire

Prezenta compusilor antioxidanti (benzi de culoare alba pe un fond violet) cu reactivitate
scazuta sau ridicata, raportata la DPPHe, a fost usor observata in urma unei investigatii amanuntite
a imaginii placilor cromatografice obtinute la 10, 20 si 30 de minute dupa imersarea lor in solutia
de DPPHe- (Figura 5.6).
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Figura 5.6. Cromatogramele HPTLC ale extractelor hidroalcoolice obtinute dupa reactia cu
solutia de DPPHe (0.02% in etanol) pentru HPTLC Silica gel 60 F2s4 (10, 20 si 30 min). Faza
mobila folositd in procesul de separare: acetat de etil: toluen: acid formic: apa (30:1.5:4:3, v/v/v):

(a) detectie la A = 365 n; (b) detectie la A = 254 nm.

Modelele obtinute in urma reprezentarii grafice a scorurilor PC1-PC2, duce la obtinerea de
rezultate similare pentru ambele tipuri de placi. Probele sunt separate in doua grupuri distincte,
unul mare (mai disipat) care include probe cu activitate antioxidanta mare/medie si un al doilea
(mai compact scoruri negative) continand probe cu activitate mica/medie. Analiza clusterilor a dus
la 0 separare a probelor in functie de activitatea antioxidanti. Tn analiza LDA pentru placile
HPTLC Silica gel F254 se obtine o clasificare corectda de 100% in functie de activitatea
antioxidanta in timp ce 1n cazul placilor HPTLC Silica gel 60 pentru aceeasi metoda se obtin

rezultate semnificativ diferite grupurile fiind mai compacte si partial separate (Figura 5.7.)
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Figura 5.7. Reprezentarea grafica (a) PC1-PC2, (b) dendrograma si () reprezentarea grafica
Radacinal-Radacina2 pentru rezultatele obttnute pentru placile HPTLC Silicagel 60 Fosa.

5.4.2. Cromatografia de lichide de inalta performanta

Rezultatele obtinute cu metoda analizei orizontale a clusterilor folosind mediile c-fuzzy la
diferite lungimi de unda (242, 260, 280, 320, 340, 380 nm) a dus la o clasificare a probelor in
functie de activitatea antioxidanta.

Partitiile obtinute la 242 nm si 280 nm sunt clasificate in functie de activitatea antioxidanta a
extractelor de plante, insa apar cateva exceptii. Probele 21 (4,93%) si 22 (4,46%), corespunzatoare
extractelor de Glycyrriza glara si Gentiana asclepiadea, sunt atribuite grupului cu activitate
antioxidanta moderatd in cazul datelor asociate lungimii de unda de 242 nm, iar probele 14
(12,86%), 16 (10,13%), 18 (9,44%), respectiv 20 (7,42%) aferente Caelidonium majus, Juniperus
communis, Xantium spinosum si Cynara scolymus se incadreaza la activitate antioxidanta mica in
ambele cazuri (242 si 280 nm).

Totusi referitor la DOM-urile probelor atribuite primei partitii (A1) din grupul cu activitate
antioxidanti moderatd (ordinul de mirime 10™) si partitiei trei (A3) de la grupul marcat cu

activitate ridicata diferentele sunt aproape insesizabile.
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Partitiile obtinute cu FDHC, folosind aceleasi date cromatografice (fara preprocesare). Acest
algoritm fuzzy pare sa aduca rezultate mai bune oferind doua clase in majoritatea cazurilor. Astfel,
prima include extracte de plante cu activitate antioxidanta ridicata si moderata iar a doua contine
probe de plante cu activitate antioxidanta scdzutd. Atribuirea probelor 21, 22 si 14, 16, 18 si 20
este aceeasi.

Gruparea obtinuta in acest fel pentru probe si variabile (intensitatea semnalului cromatografic)
folosind matricea de date corespunzatoare lungimii de unda de 242 nm. Gruparea probelor in doua
clase la primul nivel de partitie este similar cu cel obtinut anterior, cu FDHC, in toate cazurile
(242, 260, 280, 320, 340 si 380 nm). Noutatea consta in obtinerea partitiilor intervalului de timp
de retentie cromatografic si asocierea cu diferite extracte de plante. Regiunea principala (grupul
de amprente cromatografice) a tuturor intervalelor de timp de retentie cromatografica (0,000-
30,000 min) asociata clasei de probe cu activitate antioxidanta ridicata si moderata (A1) inclusiv
probele 21 si 22 respectiv probe cu activitate antioxidanta scazuta (1-9, 10-20, 21, 22) este 7,83-
13,35 min, si alte subintervale de timp de retentie mai restranse. Din contrd, regiunile cele mai
reprezentative ale timpului de retentie, pentru grupul de plante cu activitate antioxidanta scazuta
(A2), incluzand probele 13, 14, 16, 18 si 20 cu activitate antioxidantd moderata (13, 14, 16, 18,
20, 23-42), sunt 3,185-7,478 min, 16,732-24,138 min si 26,691-30,003 min, precum si alte
subintervale mai mult sau mai putin restranse. Considerand faptul ca variabilele si probele sunt
atribuite partitiei fuzzy in functie de valoarea cea mai mare a DOM-urilor (defuzificare), este
deasemenea posibil, construirea de noi amprente bazate pe DOM-uri. Acestea sunt relevante in
ceea ce priveste asemanarile/deosebirile probelor, pentru cad indicd atat pozitia cat si gradul de
asociere al picurilor cromatografice pentru diferitele clase de probe individuale.

Cu toate acestea, surprinzator, reprezentarea grafica a probelor folosind primele doud
componente corespunzatoare datelor obtinute la 242 nm indica o separare bund a probelor in
functie de activitatea antioxidanta. Aceste date sunt in concordantd cu rezultatele obtinute in urma
aplicarii metodei de analiza clusterilor fuzzy. in plus, toate rezultatele obtinute dupa folosirea PCA
sustin ideea folosirii scorurilor ortogonale si curatate de zgomot aferente primelor 41 de PC-uri,

n clasificarea HCA si LDA a extractelor (Figura 5.8.).
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Figura 5.8. (a) Profilul proportiilor cumulative si (b) reprezentarea grafica PC1-PC2.

Dendrograma furnizatd de analiza clusterilor folosind tehnica Ward ca metoda de legare si
distanta Manhattan ca masura a similaritatii, pentru datele asociate celor 41 de PC-uri (242 nm),
evidentiaza grupuri de extracte bine definite, similare cu cele obtinute aplicind metodele de analiza

a clustrilor fuzzy si PCA (Figura 5.9.).
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Figura 5.9. Dendrograma corespunzatoare extractelor de plante medicinale.

Combinarea metodei PCA cu LDA a condus la cea mai bund discriminare a probelor
investigate, respectiv, in doua clase. De asemenea, s-a luat in considerare si ideea existentei a trei
clase date care sunt reprezentate in Tabelul 5.15. Valoarea minima a clasificdrii corecte sustine
ipoteza clasificarii extractelor de plante medicinale in doud clase dupa criteriul activitatii

antioxidante.
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Capitolul VI — Concluzii

Prezenta cercetare a avut ca tema centrald caracterizarea si clasificarea plantelor medicinale
caracteristice florei romanesti, in functie de diferiti parametri/caracteristici, prin derularea
multiplelor tipuri de analiza.

O prima Incercare a fost folosire spectrelor UV-Viz precum si a derivatelor acestora (derivatele
de ordin intai pana la patru), pentru a demonstra impactului lor asupra clasificarii extractelor dupa
tipul de Increngatura. Metodele PCA pentru reducerea numarului de variabile si apoi LDA pentru
clasificarea lor, au generat o discriminare ridicata a probelor in increngatura din care fac parte.
Derivata de ordin intai a furnizat cele mai bune rezultate, confirmate si de validarea lasa una afara
prin intermediul procentelor de clasificare corecta de 90,5%; 71,4%, respectiv 76,2%, atribuite
datelor neprocesate, normalizate si standardizate. Este necesard mentionarea faptului cd procesarea
datelor prin normalizare sau standardizare, sau folosirea diversilor parametrii Savitzky-Golay nu
au favorizat imbunatatirea rezultatelor.

Combinarea cromatografiei pe strat subtire cu metode chemometrice si de editare a imaginii a
dus la obtinerea unei clasificari a plantelor medicinle din punct de vedere al increngdturii. S-a
ajuns la concluzia ca cele mai bune rezultate sunt obtinute prin folosirea scorurilor PCA in analiza
liniar discriminantd, unde canalul gri ofera o separare mai eficienta (placile HPTLC Silica gel 60
F2s4 vizualizate la 254 nm) cu un procent de clasificare corectda de 90,5%. Observatiile anterioare
sunt sustinute de validarea lasd una afara care confirma eficacitatea canalului gri si a placilor, cu
un procent de clasificare corecta de 83,3%.

Spectrele UV-Viz impreuna cu datele obtinute prin combinarea cromatografiei pe strat subtire
cu metode de prelucrare a imaginii, au fost folosite pentru a clasisfica plantele in functie de un alt
criteriu si anume efectul terapeutic principal.

Datele UV-Viz au demonstrat fezabilitatea studiilor chemometrice folosite asupra datelor
spectroscopice pentru a putea intelege relatia dintre plantele medicinale si proprietdtile lor
curative. Metodele fuzzy robuste aplicate, oferd un aport suplimentar de informatii, grupurile
obtinute sunt mult mai bine evidentiate si definite, in concordantd cu efectele terapeutice. Varianta
totald este descrisd de un numar mai mic de componente principale si o delimitare mai evidenta a
acestora. Rzultatele obtinute ar trebui s incurajeze folosirea metodelor fuzzy si in cazul altor tipuri
de date.

Cromatografia pe strat subtire s-a dovedit a fi o metoda potrivitd pentru clasificarea probelor
de plante medicinale dupa efectul lor terapeutic. Contributia PC-urilor la retinerea compusilor pe
placa cromatografica, a fost pusa in evidenta de profilul loadingsurilor PCA. PC1 are o contributie

ridicata asupra compusilor retinuti pe placile HPTLC Silica gel 60 F2s4, contrar a ceea ce se
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regaseste pe HPTLC Silica gel 60, unde contributia este redusa si uniformad, exceptand compusii
retinuti aproape de front. In cadrul anazei LDA, substituirea variabilelor noi, lipsite de zgomot, cu
scorurile PC, dublata de folosirea diferitelor canale de culoare, s-a dovedit a fi o tehnica eficienta
de crestere a selectivitatii probelor in functie de efectul terapeutic. Cel mai ridicat procent de
clasificare corecta s-a inregistrat pentru placile HPTLC Silica gel 60 F2s4 canalul albastru (92,9%)
(metodele PCA si FPCA) respectiv canalul rosu pe HPTLC Silica gel 60 (93,9% FPCA).

Clasificarea plantelor medicinale in functie de activitatea antioxidantd a fost realizatd prin
folosirea metodelor cromatografice HPLC si a cromatografiei pe strat subtire.

Datele cromatografice obtinute prin analiza HPLC-DAD, la diferite lungimi de unda (242, 260,
280, 320, 340, 380), impreund cu metodele de analiza clusterilor fuzzy si a metodelor clasice, s-
au dovedit a fi potrivite in clasificarea plantelor in functie de acest parametru. Cele mai bune
rezultate au fost identificate, in cazul tuturor metodelor chemometrice, pentru lungimea de unda
de 242 nm. Probele (care includ, relativ, aceiasi compusi) au fost grupate in doua clase (activitate
antioxidanta ridicatd, respectiv redusd), si respectiv trei clase (activitate antioxidanta
ridicata/medie/redusd) bine delimitate, completate de cateva exceptii: Glycyrriza glabra, Gentiana
asclepiadea, Caelidonium majus, Juniperus communis, Xantium spinosum si Cynara scolymus
cauzate de diferentele de concentratie.

Separarea in doua clase mentionata anterior este obtinutd in cazul metodelor nesupervizate
PCA si HCA, a metodei supervizate PCA-LDA, rezultate care se suprapun cu cele obtinute prin
FDHC si FDHAC. Mai mult FDHAC ofera oportunitatea de a asocia fiecdrei partitii fuzzy de
probe, un set de caracteristici fuzzy folosind regiuni caracteristice ale amprentelor cromatografice
sau peakuri specifice (markeri cromatografici si fuzzy).

Validarea incrucisatd indica divizarea probelor in doud clase cu un procent de clasificare
corectd de 100%, comparativ cu 90,5% in cazul folosirii a trei clase. In plus, datele nu necesita
preprocesare, iar normalizarea si autoscalarea nu favorizeazd imbunatatirea rezultatelor. O alta
concluzie importanta, o reprezinta faptul ca variabilele initiale (4501 variabile) pot fi inlocuite de
scorurile corespunzatoare componentelor principale care insumeazd 100% din varianta (41 PC-
uri), cu aceleasi rezultate, dar minimizand viteza si durata analizei.

Folosirea HPTLC impreund cu metode chemometrice si de prelucrare a imaginii, a dus la
caracterizarea si clasificarea plantelor in functie de capacitatea antioxidantd, determinata prin
imersarea placilor in solutia de radical liber DPPHe. Rezultatele aplicarii metodei LDA asupra
scorurilor asociate componentelor principale, demonstreaza o separare completd a probelor
(100%) in trei grupe compacte si confirma clasificarea obtinuta prin analiza clusterilor, cele mai

bune rezultate fiind obtinute pentru placile HPTLC Silica gel 60 F2s4.
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Stabilirea activitatii antioxidante a setului de probe a fost realizat, atat separat, prin folosirea
metodei cu DPPH dar si prin compararea a 17 tehnici mai mult sau mai putin cunoscute.

Prin derularea programului SRD-CRRN, si comparand cele 17 metode, s-a constatat faptul ca
cele mai bune rezultate sunt obtinute pentru metodele: beta caroten, ABTS, FRAP, DPPH,
CUPRAC, ORAC, CERAC.

Metoda cu DPPH se preteaza si pentru alt tip de probe dintre care putem aminti analiza unui
set de 32 de uleiuri vegetale, probele fiind clasificate cu succes in functie de activitatea
antioxidanta pe care o manifesta.

Pe langa cele 17 metode folosite pentru determinarea capacitatii antioxidante a celor 42 de
extracte de plante medicinale s-a folosit si metoda Micro TLC. Prin raportarea acesteia la celelalte
doua metode, respectiv imersarea placilor in DPPH respectiv ABTS (rezultate similare cu cele
obtinute in urma imersarii placilor in DPPH) si metoda specrofotometrica, rezultatele sunt
identice: compusii cu activitate antioxidata fiind evidentiati prin cele trei metode. Analiza Micro
TLC presupune o serie de avantaje precum aparatura ieftind (nu este nevoie de un
spectrofotometru), timpul redus de analiza si o cantitate mica de proba, fiind dedicatd aplicarii
asupra probelor complexe.

Pentru a determina stabilitatatea probelor, din cele 42 de extracte de plante medicinale a fost
ales un set de cinci probe: afin, snziene, lemn dulce, tataneasa si respectiv urzica. Probele au fost
pastrate intr-un loc uscat, ferite de lumina la o temperatura de 21 °C. Conform rezultatelor obtinute
n urma cromatografiei pe strat subtire se poate observa ca acestea au 0 compozitie bogata (afin -
2, sanziene - 21) in compusi bioactivi si respectiv scazuta (tataneasa — 7, lemn dulce — 26, urzica
— 30). Spectrele UV-Viz ale celor cinci probe au fost masurate pe o perioada de sase luni (timp de
o0 luna spectrele au fost masurate zilnic iar timp de patru luni spectrele au fost ridicate o data pe
saptamani. In urma acestei analize se poate constat faptul ca spectrele UV-Viz nu au suferit

modificari semnificative, micile diferente care apar fiind datorate de modul de lucru.
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