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Summary
Contributions to standardization of the Crataegus monogyna Jacg. and Crataegus
curvisepala Lindm. leaf and flowers, and extractive products

A simple and rapid HPLC-UV method has been developed to quantify pharmacologically
active compounds in leaf and flowers of Hawthorn (Crataegus monogyna Jacq. and Crataegus
curvisepala Lindm.) and in extractive products.

The whole standardization procedure also includes the quantification of total procyanidins
by Folin-Ciocalteu method.

The proposed HPLC method allowed to simplify considerably the procedure of sample
preparation.

Rezumat

S-a elaborat o metodd HPLC-UV simpla si rapida pentru dozarea compusilor farmacologic
activi in frunze si flori de paducel (Crataegus monogyna Jacq. Si Crataegus curvisepala Lindm.)
si In produsele extractive.

Procedura de standardizare in ansamblu include de asemenea dozarea procianidinelor totale
prin metoda Folin-Ciocalteu.

Metoda HPLC propusd a permis de a simplifica considerabil procedura de preparare a
probelor.

Actualitatea temei

In ultimul deceniu nomenclatura fitopreparatelor a crescut considerabil, inclusiv si a celor
aplicate 1n terapia cardiaca.

Paducelul (genul Crataegus, familia Rosaceae) este utilizat in practica medicald in special in
calitate de remediu antiaritmic, cardiotonic, antihipertensiv, sedativ s. a. Se utilizeaza florile si
frunzele, recoltate in perioada butonizarii si infloririi, totodata si fructele la etapa maturarii lor
depline. Exista o gama larga de produse farmaceutice din paducel, sub forma de extract uscat si
tincturi.

Compozitia chimicd a paducelului este complexa si include compusi din diverse grupe, cum
ar fi procianidine oligomerice, acizi oxicinamici, flavanoizi — derivati ai apigeninei, cvercetinei
s. a. Plantele medicinale a aceleasi specii pot sa difere dupa continutul unor compusi activi
datorita multor factori (variatia geneticd a speciei, conditiile de crestere, timpul colectarii,
conditiile de uscare si pastrare), fapt ce modifica efectul terapeutic.

Din aceste considerente speciile C. monogyna Jacq. si C. curvisepala Lindm., intdlnite mai
des prin padurile si unele parcuri ale Moldovei, necesitd un studiu mai profund din punct de
vedere al factorilor sus nominalizati. Una din cerintele contemporane catre plantele medicinale
este standardizarea lor dupa substantele active, care trebuie sa aiba o noua strategie a studiului si
anume:

e claborarea si aplicarea metodelor moderne, de Tnaltd performanta pentru standardizarea

fitopreparatelor Tnainte de a efectua studii farmacologice si clinice sistematice;
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e cstimarea efectului farmacologic al compusilor individuali activi §i in componenta

extractelor din plante pentru a elucida mecanismul de actiune, inclusiv si efectele sinergice

posibile dintre ei;

e studii clinice placebo-controlate cu efectuarea paraleld sau ulterioara a investigatiilor de
farmacocinetica si biodisponibilitate [1].

Obiectivele lucrarii

Scopul prezentei lucrarii consta in elaborarea unor proceduri simple si eficace de dozarea a
mai multor compusi activi in speciile C. monogyna Jacq. si C. curvisepala Lindm., care pot fi
utilizate pentru standardizarea materiei prime si a produselor extractive.

Materiale si metode

In lucru s-a utilizat cromatograful de lichide din seria Jasco LC-2000, dotat cu doud pompe,
amestecator dinamic sau static (optional) de presiune Inaltd, injector manual, termostat de
coloane si detector UV-VIS cu sir de diode (DAD). Componentii solutiei tampon au fost cu grad
de puritate “chimic pur”, iar acetonitrilul — “pentru HPLC”. Substantele de referinta au fost
procurate de la “Fluka” si “Sigma-Aldrich”.

Rezultate si discutii

Metodele de dozare a compusilor activi in frunzele cu flori de paducel, incluse in USP-29
[2], presupun hidroliza diferitor glicozide flavonice si flavonolice pana la vitexin si quercetina
corespunzator inaintea separdrii lor cromatografice. Aceasta abordare permite analiza diferitor
specii din genul Crataegus prin metode unificate, iar prepararea probelor pentru cele doua grupe
de flavonoizi este indelungata si separatd. De pe alta parte, prepararea probelor cu mai multe
etape, inclusiv transformarea chimica, poate deveni o sursd de majorare a erorii la analiza
cantitativd. Ludnd in consideratie faptul cd in Republica Moldova sunt doud specii mai
raspandite (C. monogyna Jacq. si C. curvisepala Lindm.), care prezinta interes pentru industria
farmaceutica, am avut ca obiectiv studiul lor, realizarea caruia necesita elaborarea unei metode
simple pentru analiza speciilor sus numite, care va permite dozarea diferitor grupe de flavonoizi
intr-o singura proba fara hidroliza lor preliminara.

Separarea cromatografica s-a realizat pe coloana analitica cu faza inversa (C-18) in gradient
de concentratie a acetonitrilului in tampon fosfat. In faze mobile acide flavonoizii formeaza
picuri cromatografice cu forma mai buna, dar in cazul dat se observa interferentd din partea unor
acizi fenolcarbonici, inliturarea cireia s-a realizat utilizind tamponul cu pH-ul circa 6,2. In
calitatea de lungime de unda analitica s-a stabilit lungimea 340 nm, corespunzétoare cu maximul
de absorbantd a glicozidelor flavonice. De mentionat, ca si alte grupe de compusi fenolici poseda
la aceasta lungimea de unda absorbanta suficientd pentru analiza cantitativa.

Conditiile cromatografice au fost optimizate pentru atingerea rezolutiei suficiente la durata
minimd a analizei, luand In consideratie faptul ca profilul gradientului real diferd de cel
programat si depinde de parametrii sistemului cromatografic, in special ai amestecatorului de
solventi. In rezultat am obtinut doua variante ale metodei, orientate la utilizarea amestecitorului
dinamic Jasco MX-2080-32 (volumul camerei de amestecare 1,5 ml) si amestecatorului static
Jasco HG-980-30. Forma gradientelor reale la iesirea din coloand a fost calculatd, aplicand
modelul matematic, alcatuit din camera ideala de amestecare si camera ideald de substituire,
conectate consecutiv. Valorile volumului camerei de substituire, precum si volumul efectiv al
camerei de amestecare (pentru amestecatorul static) s-au evaluat din cromatogramele ce prezinta
raspunsul sistemului la schimbarea prin salt a concentratiei acetonitrilului in faza mobila.

Varianta 1 (pentru sistem cu amestecator dinamic).

Conditii cromatografice: Coloana Uptisphere 3 ODB cu dimensiunile interne 4.6 x 150 mm;
faza A — acetonitril; faza B — tampon fosfat: 0,05 M KH,PO4 + 0,01 M K,HPO,; gradient linear
de la 6% péana 33% A in B timp de 15 min cu viteza volumetrica 1 ml/min; timpul inregistrarii
cromatogramei — 18 min; intervalul de injectare a probelor — 22 min.
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Fig. 1. Cromatogramele extractului din frunze cu flori de C. monogyna Jacq. §i C.
curvisepala Lindm. si forma gradientului programat §i real (calculat) la iesirea din coloana
la utilizarea amestecatorului dinamic (a) §i static (0). Componentii identificati: 1 — acizi
oxicinamici, 2 — vitexin-2"-O-ramnozida, 3 —rutozida, 4 — hiperozida, 5 — isocvercitrina, 6 —
monoacetil-vitexin-2"-O-ramnozida.
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Cromatograma extractului din frunze si flori de paducel, obtinutd in aceste conditii, este
prezentatd pe fig. la. Compusii activi au fost identificati dupd corespunderea timpurilor de
retentie (pentru substante individuale) si a spectrelor de absorbtie In UV-VIS (pentru grupele
chimice), folosind substantele de referinta: acid clorogenic, rutozida, hiperozida si vitexin-2"-O-
ramnozida.

Varianta 2 (pentru sistem cu amestecator static).

La utilizarea sistemului cu amestecator static, care a demonstrat un volum efectiv mult mai
mic al camerei de amestecare (circa 0,5 ml), se observa, de asemenea, si reducerea timpului de
restabilire a conditiilor initiale in sistemul cromatografic dupa finisarea programului de gradient
(cum se vede pe fig. 1b). Acest fapt a permis diminuarea intervalului de injectare a probelor.
Reducerea ulterioara a timpului de analiza s-a dovedit a fi posibila prin aplicarea gradientului cu
mai multe segmente: 9% A in B / 0-1 min; 9-15% A in B / 1-1,1 min; 15-28% A in B / 1,1-9
min; timpul inregistrarii cromatogramei — 12,6 min; intervalul de injectare a probelor — 14 min.
Restul conditiilor cromatografice sunt aceleasi ca si in varianta 1.

Pentru analiza cantitativa in ambele variante s-a aplicat metoda standardului extern,
utilizand solutia de calibrare cu continut de acid clorogenic, hiperozida si vitexin-2"-O-
ramnozida, a cate 40 mg/1 fiecare. Glicozidele flavonice — grupul principal al substantelor active
— se determina dupa suma ariilor picurilor de vitexin-2"-O-ramnozidd si monoacetil-vitexin-2"-
O-ramnozida in recalculare la vitexin-2"-O-ramnozida; glicozidele flavonolice — dupa suma
picurilor de hiperozida, isocvercitrind si rutozida (dacd se depisteaza pe cromatogramad) in
recalculare la hiperozidd. Metoda permite de asemenea dozarea sumei acizilor oxicinamici
(recalculate la acid clorogenic), rolul carora in actiunea farmacologica pana in prezent nu este
stabilit definitiv.

Pentru analiza produsului vegetal s-a utilizat o simpla tehnica de preparare a probelor: Circa
0,5 g (masa exactd) materie prima fragmentata, care trece prin sita cu diametru orificiilor 1 mm,
se introduce 1n balon cu capacitatea 100 ml, se adauga 50 ml alcool etilic 40%, se incdlzeste pe
baia de apd la temperatura 60 + 2°C timp de 30 min, amestecand periodic. Apoi continutul
balonului se filtreaza prin tampon de vata intr-un balon cotat cu capacitatea 100 ml. Tamponul
cu materia prima se reintorc in primul balon si extractia se repeta Incad o datd in aceleasi conditii.
Extractul sumar se raceste pana la temperatura 20°C si se completeaza pana la volumul de 100
ml cu extragent pur. Alicota se centrifugheaza 5 min la 3000-4000 g. Cate 10 ul proba obtinuta
si a solutiei standard se injecteaza consecutiv in sistemul cromatografic. Regésirea analitilor la
aplicarea acestei tehnicii de extractie constituie circa 99% pentru glicozide flavonice si
flavonolice si circa 96% pentru acizi oxicinamici.

La analiza produselor extractive din frunze cu flori de paducel se aplica diluarea de 20-100
ori (pentru tincturi §i extracte lichide) sau dizolvarea in alcool etilic 20-40% (pentru extractele
uscate si formele farmaceutice solide), urmata de centrifugare sau filtrarea prin membrana.

Dozarea prin metoda HPLC a procianidinelor — uneia din grupele de substante active — este
problematica, deoarece pe cromatograme se depisteaza doar catehina, epicatehina si unii
oligomeri inferiori (detectati la 280 nm), care prezinta doar o parte minora din continutul total al
procianidinelor. Solutionarea acestei probleme este posibild prin dozarea procianidinelor,
exprimate ca suma compusilor fenolici, aplicand metoda Folin-Ciocalteu [3], avand in vedere
faptul, cad procianidinele constituie o parte majora din cantitatea totald a componentilor fenolici
in aceastd plantd. Noi am folosit metoda modificata in varianta semi-micro. Esenta modificarii
constd in majorarea valorii pH-ului amestecului reactant prin inlocuirea solutiei carbonat de
sodiu concentrat cu tampon carbonat-hidroxid. Ca rezultat timpul optim al reactiei s-a micgorat
pana la 10-15 min.

Tehnica de lucru pentru dozarea sumei compusilor fenolici: 20 pl proba, preparatd pentru
analiza HPLC, se dilueazd cu 2 ml apa, se adaugd 30 ul reactiv Folin-Ciocalteu (descris in
Farmacopeea Europeana sub denumirea de reactiv fosfomolibdenowolframic [4, 5]), apoi se
adauga 400 pl solutie tampon cu continut de 0,4 Mol/l Na,COs si 0,3 Mol/l NaOH. In intervalul
10-15 min dupa addugarea ultimului reactiv se citeste absorbanta la lungimea de unda 740 nm,
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folosind in calitate de solutie de compensare amestecul de reactivi. Paralel se citeste absorbanta
probei de etalonare, preparate din 20 pl solutie alcoolicd de (-) epicatehina 0,5 mg/ml. Circa 75%
din valoarea gdsitd apartine sumei procianidinelor. Alte substante fenolice de asemenea
reactioneaza cu reactivul Folin-Ciocalteu, dar cu sensibilitatea redusa. Raspunsul relativ fata de
(-) epicatehind a constat 0.89 pentru acidul clorogenic, 0.64 pentru hiperozida si 0.41 pentru
vitexin-2"-O-ramnozida.

Recomandam de-a include acest test Tn documentatia analitica de normare a calitatii atat a
materiei prime cat si produselor farmaceutice din paducel, fiind ca procianidinele sunt substante
usor oxidabile si cantitatea lor se poate micsora esential in conditii nefavorabile de uscare si
pastrare a materiei prime, precum si in decursul unor procese tehnologice de fabricare a
produselor extractive.

Analiza esantioanelor de frunze cu flori de paducel, colectate Tn ultimii 3 ani din diferite
localitati in centrul republicii, a demonstrat cd componenta chimica (dupa grupe) a speciilor este
destul de reproductibild si se exprima prin urmatoarele valori generalizate: Glicozide flavonice
(recalculate la vitexin-2"-O-ramnozida) — 8-10 mg/g; glicozide flavonolice (recalculate la
hiperozida) — 5-7 mg/g; acizi oxicinamici (recalculate la acid clorogenic) — 13-20 mg/g; suma
substantelor fenolice (recalculate la (-) epicatehind) — 80-100 mg/g. Componenta chimica a celor
doud specii studiate este asemandtoare, cu exceptia faptului cd C. monogyna nu contine
compusul monoacetil-vitexin-2"-O-ramnozida, in timp ce suma glicozidelor flavonice in ambele
specii este foarte apropiata.

Concluzii

S-a elaborat metoda HPLC-UV rapida si eficientd pentru dozarea glicozidelor flavonice si
flavonolice, precum si a acizilor oxicinamici in speciile Crataegus monogyna Jacq. si Crataegus
curvisepala Lindm., care poate fi aplicatd la standardizarea materiei prime si produselor
extractive.

Se recomanda includerea in procedura de standardizare si dozare a sumei procianidinelor
prin metoda Folin-Ciocélteu, fiind substantele cele mai labile in conditii nefavorabile de pastrare
si prelucrare a materiei prime.
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CENTAUREA CYANUS L. - SURSA DE POLIZAHARIDE
Tatiana Chiru, Anatolie Nistreanu, Rodica Gaiduc
Catedra Farmacognozie si Botanica farmaceutici USMF ,,Nicolae Testemitanu”

Summary
Centaurea cyanus L. — source of polysaccharides
Nowadays the interest in polysaccharides, particularly of vegetable nature, as
substances with low toxicity, is growing. Natural products with polysaccharides have pectoris,
antiulcer, immunostimulating, antimicrobial, anti-inflammatory, laxative, diaphoretic properties.
Therefore, the study of medicinal plants containing polysaccharides is actual today and will be
useful for the future elaboration of new pharmaceutical drugs.
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