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Rezumat. Turita (Agrimonia eupatoria L.) are o istorie lunga de utilizare si este
considerati un bun regenerator. Prin metoda Cromatografiei Lichide de Inalti
Performantd (CLIP) s-au analizat compusii polifenolici in extractul hidroetanolic de
Agrimonae herba: taninurile, cu continut Inalt de catechina si epicatechina; flavonoidele
(rutozida, quercetol, kaempferol, apigenina si luteolind) si acizii hidroxicinamici
(clorogenic, cafeic, elagic si cicoric). Activitatea antioxidanta a extractului de Agrimoniae
herba realizata prin metodele DPPH, ABTS@+ si capacitatea de chelare a fierului, cat si
activitatea antibacteriang, in concentratiile de: 5; 2,5; 1,25; 0,625; 0,312; 0,156; 0,078
mg/ml, prin metoda dilutiei succesive, pe tulpini de referinta Gram-pozitive si Gram-
negative, incurajeaza efectuarea studiilor ulterioare pentru extractul din turita.
Summary. Agrimony (Agrimonia eupatoria L.), has a long history of use and it is
considered a good healer. The polyphenolic compounds in the hydroethanolic extract of
Agrimonae herba were analyzed by using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) method: tannins, with high content of catechin and epicatechin; flavonoids (rutin,
quercetol, kaempferol, apigenin and luteolin) and hydroxycinnamic acids (chlorogenic,
caffeic, ellagic and cychoric). The antioxidant activity of Agrimoniae herba extract,
accomplished by DPPH, ABTS@+ and iron chelating capacity, as well as antibacterial
activity in concentrations of: 5; 2.5; 1.25; 0.625; 0.625; 0.625; 0.312; 0.156; 0.078 mg/ml
- successive dilutions method, on Gram-positive and Gram-negative reference strains,
encourages further studies on the extract of Agrimony.

INTRODUCERE

Piata farmaceutica prezinta o multitudine de produse fitoterapeutice bogate in
polifenoli cu un spectru larg farmacoterapeutic si un profil de siguranta ridicat [1].
Totodata, creste interesul fata de potentialele beneficii pentru sanatate ale plantelor si
produselor extractive, ale caror efecte farmacologice se explica prin prezenta
metabolitilor secundari [2], in mare parte a compusilor polifenolici, care sunt tot mai
studiati pentru spectrul lor larg farmacoterapeutic. Compusii fenolici (flavonoidele, acizii
fenolici si taninurile) au trezit un interes sporit prin continutul lor inalt in produse
vegetale, cat si reducerea riscului aparitiei unor maladii, gratie proprietatilor antioxidante
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si antibacteriene [3, 4]. Antioxidantii sunt valorosi prin proprietatea de a elimina radicalii
liberi si alte grupe de oxigen si azot, ce contribuie la dezvoltarea maladiilor cronice, iar
plantele ofera organismului o sursa suplimentarda de compusi activi cu prorpietati
antioxidante si antibacteriene [5].

Una din speciile din colectia Centrului Stiintifico-Practic in Domeniul Plantelor Medicinale
(CSPDPM) a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie (USMF) ,Nicolae Testemitanu”,
cu un continut inalt de compusi polifenolici este turita (Agrimonia eurpatoria L., familia
Rosaceae), utilizata pe larg in diverse afectiuni: gastrointestinale, pulmonare, diabet, boli
de piele [6]. Partile aeriene de turita (Agrimoniae herba) se utilizeaza sub forma de infuzie,
decoct, tincturd, extracte hidroalcoolice, datorita proprietatilor lor antibacteriene,
antioxidante, antiinflamatorii si astringente [7, 8]. Produsul vegetal Agrimonae herba are
0 bogata compozitie chimica, In mare parte constituita din compusi fenolici; flavonoide:
quercetol, rutozida, quercetrinad, luteolind, apigening; taninuri: cateching, procianidina si
elagotaninuri, in principal agrimoniind; acizi hidroxicinamici: cafeic, galic, clorogenic;
terpenoide, cumarine, saponine [9], polifenolii, fiind insotiti de carbohidrati: glucoza,
fructoza, galactoza, arabinoza; acizi organici: citric, malic, oxalic, tartric.

Totalul de polifenoli, determinat in Agrimoniae herba dupa Folin-Ciocalteu,
constituie124.5+0.032 mg GAE /% [10] si cu un continut de flavonoide de 37.2+0.024 mg
RU/%. [11]. In Laboratorul Evaluare preclinici si clinicd a medicamentelor a CSDM in
extractele standardizate dupa totalul de polifenoli si flavonoide, s-a determinat toxicitatea
acuta pe 2 specii de animale: soareci si sobolani, in doze de 200, 1000, 2000, 4000, 6000
mg/kg, prin administrare intragastala si intraperitoneald, ce denota ca extractul se
claseaza In clasa 5 si este practic inofensiv [12].Viabilitatea si citotoxicitatea in vitro a
extractului obtinut din Agrimoniae herba a fost evaluata in cadrul Laboratorului de
inginerie tisulara si culturi a USMF ,Nicolae Testemitanu”, metoda fiind bazata pe
capacitatea succinat dehidrogenazei din mitocondriile hepatocitelor izolate de la animale
de laborator de a reduce sarurile de tetrazolium solubile in formazan insolubil, cu
formarea culorii rosie violet. Prin tehnica MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolium bromid, s-a demonstrat viabilitate celulara a extractului de turita in
doze de 100, 200, 600 mg/kg, doza de 1000 mg/kg manifestand citotoxicitate [13].

SCOPUL LUCRARII

Analiza fitochimica a extractului etanolic din parti aeriene de Agrimonia eupatoria prin
CLIP cu detectie UV-VIS in scopul cuantificarii principalilor compusi fenolici (flavonoide,
taninuri, acizi fenolici) cu evaluarea ulterioara a activitdtilor antioxidante si
antibacteriene.

MATERIAL SI METODE

Recoltarea produsului vegetal si obtinerea extractului. Partile aeriene de turita
Agrimonia eupatoria L., au fost recolectate din colectia CSPDPM 1in perioada de inflorire,
cu respectarea recomandarilor monografiei farmaceutice [14]. Produsele vegetale uscate
sub forma de pulbere au fost trecute printr-o sita de 0,5 mm. Extractia s-a realizat cu
agitator magnetic, pana la epuizarea produselor vegetale pulverizate, folosind un amestec
de alcool etilic (60%, g/g):apa timp de o jumatate de ora la fiecare etapa de extractie, in 3
reprize, amestecurile de alcool:apa, fiind considerate eficiente pentru extragerea
polifenolilor cu greutate moleculara mica [15]. Solutia extractiva a fost filtrata prin palnia
Buchner, dupa un repaos la rece la tempetaruta 2-89C de 24 ore, iar extractele uscate au
fost concentrate folosind un evaporator rotativ-Laborota 4011 [12].

Analiza CLIP a fost efectuati la cromatograful Shimadzu LC-20AD cu UV-detector SPD-
20A, faza stationara- Zorbax Exlipse Plus C18, realizat in 2 faze mobile: amestecul de
solventi metanol:apa (40:60) cu eluare gradienta si acid ortofosforic 0,5%: acetonitril
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(80:20) cu modul de eluare izocratic si detectie la lungimile de unda 280, 325 si 360 nm,
deoarece majoritatea compusilor fenolici izolati din plante sunt usor ionizati in conditii
bazice si dizolvati in solventi polari [16, 17, 18]. Cuantificarea metodei CLIP a fost
efectuata utilizand timpul de retentie a extractului analizat in raport cu standardele de
referinta [19, 20, 21], pentru flavonoide (rutozidd, kaempferol, apigening, luteoling,
quercetol), acizi hidroxicinamici (clorogenic, cafeic, elagic); taninuri (catechina si
epicatechina), standarde de la producatorul Sigma Aldrich.

Activitatea antioxidantd a extractului obtinut din parti aeriene de Agrimonia eupatoria
s-a realizat prin metode complementare: testul DPPH (2,2, difenil-picril-hidrazil, de
decolorare a radicalului stabil), colorat puternic in rosu-purpuriu, cu absorbtia la 515 nm
si determinarea capacitatii antiradicalice prin utilizarea radicalului cation ABTSE+ a
extractului [22].

Activitatea antimicrobiand a extractului de Agrimoniae herba (10 mg), dizolvat in 1 ml
solutie izotonica de clorura de sodiu, s-a realizat in concentratiile de: 5; 2,5; 1,25; 0,625;
0,312; 0,156; 0,078 mg/ml, prin metoda dilutiei succesive [23], cu determinarea
concentratiei minime inhibitorie (CMI) si concentratiei minime bactericide (CMB), pe
tulpini de referinta: Staphylococcus aureus ATCC 25923; Bacillus cereus ATCC 11778;
Escherichia coli ATCC 25922; Acinetobacter baumannii ATCC 17978 si Candida albicans
ATCC 10231.

REZULTATE

Pentru succesul unei investigatii analitice a compusilor chimici in produsele vegetale
sunt importanti mai multi factori, de la recoltare, obtinerea produselor extractive, pana la
identificarea metodei optime de analiza fitochimica, unde un rol aparte revine metodelor
performante, inclusiv analizei prin cromatografie ichida de fnalta performanta [24].
Rezultatele analizei CLIP indica faptul ca sistemul de solventi care a realizat separarea
optima a compusilor fenolici a fost amestecul de acid ortofosforic 0,5%:acetonitril (80:20)
la o lungime de unda de 280 nm pentru taninuri, 325 nm pentru acizi fenolici si 360 nm
pentru flavonoide.
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Figura 1. Detectarea prin cromatografie lichida de inalta performanta-UV-VIS in
extractul etanolic din parti aeriene de Agrimonia eupatoria
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Dintre flavonoide (figura 1, tabelul 1), au fost identificate In extractul etanolic de
Agrimonia eupatoria: rutozida, quercetol, apigenina, luteolind, faza mobila metanol si
extracte de apa (80:20). Continutul de flavonoide arata o cantitate mai mare de rutozida,
de 1,705%, urmat de quercetol cu 0,199%, luteolina, kaempferol si un continut mai mic
de apigenina (0,078%).

Dintre acizii hidroxicinamici, au fost identificati: clorogenic, cafeic, elagic si cicoric, cu
ajutorul fazei mobile: 0,5% acid ortofosforic: acetonitril (80:20) cu modul de elutie
izocratic, cu un continut mai inalt de acid cafeic (0,635%), urmata de acid cicoric
(0,236%), acid clorogenic (0,236%), pana la continutul cel mai mic de acid elagic
(0,101%). Din taninuri: catechina si epicatechina au fost identificate, utilizand faza mobila
metanol si apa (80:20), la lungimea de unda analizata de 280 nm. Observam ca extractul
etanolic din parti aeriene de A. eupatoria este mai bogat in taninuri: (+)- catechina
(3,683%), urmat de (-)- epicatechinda (2,593%).Timpul de retentie (minute) si
concentratia (%) a compusilor fenolici in extracte etanolice obtinute din parti aeriene de
A. eupatoria se prezinta in tabelul 1.

Tabelul 1. Timpul de retentie si concentratia compusilor fenolici in extractele
etanolice din parti aeriene de Agrimonia eupatoria

Nr. Flavonoide Rt (minute) C(%)
1. | Rutozida 6,545 1,705
2. Kaempferol 11,22 0,162
3. | Apigenina 11,54 0,078
4, | Luteolina 10,36 0,184
5. | Quercetol 9,98 0,199

Acizi fenolici Rt (minute) C(%)
1. | Acid clorogenic 3,89 0,124
2. | Acid elagic 2,72 0,101
3. | Acid cafeic 5,38 0,635
4. | Acid cicoric 12,18 0,236

Taninuri Rt (minute) C(%)
1. (+)- catechina 4,30 3,683
2. | (-)- epicatechina 4,91 2,593

Notd: Rt - timpi de retentie (minute); C - concentatia (%).

Activitatea antioxidantd s-a realizat prin metode complementare. Metoda DPPH denota
pentru extractul obtinut din A. eupatoria (ICso -
45,55+0.01pg/ml), fata de Trolox (y=3,1251x + 12,538; R* = 0,9969).
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Figura 2. Activitatea antioxidantd pentru Trolox
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Prin metoda de neutralizare a radicalului ABTS B+, extractul de A. eupatoria manifesta
activitate antioxidanta, cu 59,18+0,30 puM TEAC /g, iar capacitatea de chelare a fierului,
realizata in comparatie cu EDTA, prezinta de asemenea activitate antioxidanta fnalta in
extract (88,07£0,74 %), rezultate ce incurajeaza efectuarea studiilor ulterioare pentru
extractul din turita.

Activitatea antibacteriand si antifungicd s-a realizat prin metoda dilutiei succesive,
care a permis determinarea CMI si CMB, utilizand extracte in concentratii: 5; 2,5; 1,25;
0,625; 0,312; 0,156; 0,078 mg/ml. Valoarea CMB este cea mai mica concentratie de
compus care reduce numarul de colonii pana la 99,9. Astfel, rezultatele denota activitatea
antibacteriana cu valori semnificative a extractului de turita impotriva tulpinilor Gram-
pozitive: Staphylococcus aureus ATCC 25923 (CMI- 0,156 si CMB-0,625 mg/ml) si
impotriva tulpinii Bacillus cereus ATCC 11778 (CMI-0,312 si CMB-0,625 mg/ml).
Impotriva tulpinii Gram-negative: Acinetobacter baumannii ATCC 17978 extractul de
asemenea prezintd activitate antibacteriana in concentratie (CMI-2,5; CMB-5 mg/ml) si
nu prezenta activitate antibacteriana impotriva tulpinii Gram-negative Enscherichia coli
ATCC 25922. Extractul nu manifesta activitate antifungica impotriva Candida albicans
ATCC 10231, in concentratiile examinate (tabelul 2).

Tabelul 2. Rezultatele activitatii antibacteriana a extractului din parti aeriene de
Agrimonia eupatoria (mg/ml)

Extract Gram-pozitive
Staphylococcus aureus Bacillus cereus

MIC MBC MIC MBC

Agrimoniae herba 0,156 0,625 0,312 0,625
Gram-negative

Escherichia coli Acinetobacter baumannii
MIC MBC MIC MBC
Agrimoniae herba - - 2,5 5,0
DISCUTII

Dupi cum s-a mentionat, analiza prin CLIP prezinti avantaje fati de alte metode
analitice, deoarece permite identificarea si evaluarea cantitativda a substantelor, cu
precizie ridicatd, sensibilitate, o buna separare a compusilor si capacitatea de a analiza
componentele individuale In produsele vegetale extractive [24]. Astfel, compusii
polifenolici, analizati prin CLIP in extractul hidroetanolic de Agrimonae herba, sunt
constituiti, iIn mare parte, din taninuri, prin continut inalt de catechina si epicateching,
flavonoide (rutozida, quercetol, kaempferol, apigenina si luteolind), cu un continut mai
sport de rutozida si acizi fenolici. Rezultatele studiului denoti ci analiza prin CLIP poate
fi utilizata in identificarea si dozarea compusilor fenolici in extractul de turita, produs ce
a manifestat activitate antioxidanta, confirmata prin metode informative complementare:
DPPH, ABTS@+ si capacitatea de chelare a fierului. Faptul, ca extractul de Agrimonia
eupatoria se prezinta activimpotriva bacteriilor Gram-pozitive este un aspect important,
deoarece multe bacterii multidrog-rezistente fac parte din aceasta categorie, unde sunt
necesari noi agenti chimioterapeutici pentru tratarea bolilor umane sau pentru controlul
microorganismelor care provoaca rezistenta microbiana. Activitatea antibacteriana a
extractelor de plante bogate In compusi fenolici s-ar datora si permeabilitatii ridicate a
acestora prin peretele celular bacterian. De asemenea, se constata ca compusii fenolici
inhiba activitatea proteazelor, care descompun peretele bacterian.
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CONCLUZII

1. Compusii polifenolici, analizati prin CLIP, in extractul hidroetanolic de Agrimonae
herba sunt constituiti din taninuri, prin continut de catechina si epicatechina,
flavonoide (rutozida, quercetol, kaempferol, apigenina si luteolind) si acizi fenolici
(clorogenic, cafeic, elagic, cicoric).

2. Activitatea antioxidanta a extractului de Agrimoniae herba realizata prin metode
complementare: DPPH, ABTS@+, capacitatea de chelare a fierului, incurajeaza
efectuarea studiilor ulterioare pentru extractul din turita.

3. Produsele vegetale cu proprietati antimicrobiene prezinta interes pentru cercetarea
stiintificd, pentru ca microorganismele continua sa reprezinte una dintre provocarile
pentru sanatate, prin dezvoltarea rezistentei microorganismelor la antimicrobiene, iar
extractul de Agrimonia eupatoria a confirmat activitate antibacteriana fata de bacterii
Gram-pozitive si Gram-negative.

4. Agrimonia eupatoria poate servi ca sursa de materie prima In industria farmaceutica
in scopul obtinerii de produse fitoterapeutice noi cu potential antibacterian si
antioxidant, cu aplicare ulterioara in practica medicala.
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