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Summary
Elaboration of the HPLC method for the phytochemical
study of Hypericum perforatum L. species

The HPLC method with multiwavelength UV-VIS detection has been developed for the
quantification of pharmacologically active substances in herb of St. John’s Wort (Hypericum
perforatum L.) and in extractive products.

The procedure for preparation of raw material samples has been optimized, having in mind
instability of some active substances in solutions.

It was confirmed, that the greatest part of active substances can be found in flowers, smaller
amount - in leaves, but stems are practically deprived them.

Rezumat

S-a elaborat metoda HPLC cu detectia in UV-VIS cu mai multe lungimi de undd pentru
dozarea substantelor farmacologic active in herba de sunatoare (Hypericum perforatum L.) si n
produsele lor extractive.

Procedura de preparare a probelor de produs vegetal a fost optimizata, tinand cont de
instabilitatea unor substante active in solutii.

S-a confirmat, ca cantitatea majord a substantelor active se afld in flori, mai putine — in
frunze, iar tulpinile practic sunt lipsite de ele.

Actualitatea temei

Sunatoarea (Hypericum perforatum L., familia Hypericaceae ) este o plantd ce prezintd in
continuare interes pentru studiu din punct de vedere atat farmacologic, cat si fitochimic.
Preparatele din sundtoare manifestd un spectru larg de actiune farmacologica, inclusiv
antidepresiva, adaptogenad, hepatoprotectoare, antimicrobiand, antiinflamatoare s. a [2, 3, 4]. De
asemenea componenta chimica a plantei este destul de complexa, incluzand substante din diferite
grupe, In primul rdnd, compusi fenolici [3, 5]. Necatand la faptul, ca sundatoarea se considera o
planta suficient studiatd, pana in prezent nu existd o parere unica despre componentul sau grupa
de componenti, care sunt responsabili pentru actiunile farmacologice. Din aceasta cauzd nu
existd o abordare unica fatd de standardizarea produselor farmaceutice obtinute din herba de
sundtoare. In orice caz, in studiile fitochimice existente si farmacognostice se prefera maximum
o descriere cat mai detaliatd a compozitiei chimice $i minimum — determinarea substantelor
potential active si celor caracteristice pentru specia studiata.

Un aport considerabil in solutionarea acestei sarcinii pot servi metodele analitice universale
si, In primul rand, cromatografice. Alte metode, inclusiv si cele farmacopeice, destinate dozarii
unor grupe chimice aparte, si aplicate in studiile de rutind complexe a plantei sunt incomode si
ineficiente, cerdnd un volum enorm de operatiuni la etapele de preparare a probelor si de analiza
propriu-zisa [1].

Obiectivele lucrarii
Scopul prezentei lucrarii a constat in elaborarea metodei HPLC pentru dozarea mai multor
substante din diferite grupe chimice Intr-o singura proba.
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Materiale si metode

In lucru s-a utilizat cromatograful de lichide din seria Jasco LC-2000, alcatuit din doua
pompe, amestecator dinamic de presiune 1naltd, injector manual, termostat de coloane si detector
UV-VIS cu sir de diode (DAD). Separarea cromatografica s-a studiat pe coloane analitice cu faza
inversa. Componentii tamponului au fost de gradul de puritate “chimic pur”, iar acetonitrilul —
“pentru HPLC”. Substantele de referinta au fost procurate de la “Fluka” si “Sigma-Aldrich”.

Rezultate si discutii

Alegerea conditiilor de separare a analizilor a fost dictatd, mai intdi de comportarea
cromatograficd a derivatilor de antracen condensati (hipericind si pseudohipericind). Avand
molecule cu structura platd si dimensiuni majorate, acesti compusi demonstreaza efecte de
excluzie pe sorbentii cu mirimea porilor 60-80 A, care sunt utilizati pe larg. Pe de alti parte,
posedand cate 6 hidroxili fenolici intr-o molecula, acesti compusi fiind analizati pe coloane cu
faza C-8 sau C-18 formeaza picuri cromatografice cu forma alteratd, posibil din cauza aportului
majorat de interactiuni nespecifice. Rezultate mai satisfacatoare am obtinut analizand probele pe
coloana cu sorbent Kromasil 100 C-4. Imbunititirea ulterioard a formei picurilor s-a atins cu
utilizarea concentratiilor Tnalte ale electrolitului puternic in faza mobila.

O altd dificultate este legatda de diapazonul destul de larg a polaritatii substantelor
determinate, fapt ce nu permite efectuarea analizei in regim isocratic sau in gradient scurt, iar
aplicarea gradientelor line méreste considerabil timpul analizei. Ca solutie de compromis am
propus aplicarea gradientului cu mai multe trepte, in care sectoarele de gradient lin sau eluarea
isocratica alterneaza cu sectoare de gradient abrupt, cum este redat in fig. 1.
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Fig. 1. Cromatograma extractului din herba de sunitoare si forma gradientului programat la
intrarea In coloand si real (calculat) la iesirea din coloand. Componenti identificati: 1 — acizi
oxicinamici; 2 — acid clorogenic; 3 — catehina; 5 — epicatehind; 4, 6-9 — proantocianidine
oligomerice; 10 — rutozidd; 11 — hiperozida; 12 — isocvercitrind; 13 — glicozid flavonolic; 14 —
cvercetind; 15 — biapigenind; 16 — pseudohipericind; 17 — hipericind; 18 — hiperforina; 19 —
adhiperforina. 373
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Fig. 2. Spectrele in UV-Vis ale substantelor principale din specia H. perforatum L.

Prezenta componentilor chimici din diverse grupe cere si efectuarea detectiei la diferite
lungimi de unda pentru a asigura selectivitatea si sensibilitatea necesara. Pe fig. 2 sunt prezentate
spectrele UV-VIS a unor substante din grupele principale, caracteristice pentru specia H.
perforatum L. Spectrele sunt extrase din cromatogramele, inregistrate cu DAD. Lungimea de
undd 280 nm este preferabild pentru detectia proantocianidinelor si hiperforinei. Restul
componentilor interesati, de asemenea, posedd absorbantd suficientd 1n aceasta regiune a
spectrului, dar 1n acest caz selectivitatea determinarii lor va fi scazutd, in special pentru
hipericina. Astfel, se recomanda de efectuat detectia hipericinei si pseudohipericinei la lungimea
de unda 592 nm, care este specifica pentru grupa data. Derivatii acidului cafeic se detecteaza la
328 nm, biapigenina — la 340 nm, iar glicozide flavonolice — la 360 nm. In cazul lipsei
detectorului cu mai multe lungimi de unda, se poate efectua detectia aplicand detectorul cu
scanare la cel putin 2 lungimi de unda (280 si 592 nm), programand schimbarea lor in timpul
inregistrarii cromatogramelor.

Ca rezultat al studiului efectuat, propunem urmatoarele conditii de separare cromatografica a
componentilor principali ai extractelor din herba de sunatoare: Coloana Kromasil 100 C-4, 5 um,
100 x 4,6 mm. Faza mobild, pompatd cu viteza volumetrica 1,5 ml/min, se formeaza in
amestecatorul dinamic de presiune inaltd din doi componenti: A — acetonitril; B — solutie
KH,PO4 0,1 M + H3PO4 0,02 M. Programul gradientului: 5-32% A in B, 0-8 min; 32-73% A in
B, 8-10 min; 73% A in B, 10-13 min; 73-87% A 1n B, 13-15 min; 8§7% A 1n B, 15-18 min. Apoi
coloana se echilibreaza timp de 5 min cu faza initiala (5% A in B) nainte de a injecta proba
urmatoare. Timpul total al unui ciclu cromatografic este 23 min. Solutia de etalonare Nr 1
contine 20 mg/l hipericind si cate 40 mg/l acid clorogenic, (-) epicatehina, hiperozida si
apigenind 1n amestec acetonitril — apa (1:1). Solutia de etalonare Nr 2 contine 80 mg/l
hiperforind in faza mobild cu concentratia acetonitrilului 50%. La concentratii mai joase a
acetonitrilului este posibila precipitarea hiperforinei, sau sorbtia hipericinei pe suprafata vaselor.
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Fig. 3. Cromatoframele extractului din herba de sunatoare in regim isocratic: a — 18% acetonitril
in tampon fosfat: 1 — rutozida, 2 — hiperozida, 3 — isocvercitrind; b - 72% acetonitril in tampon
fosfat: 1 — pseudohipericina, 2 — hipericind; ¢ - 85% acetonitril in tampon fosfat: 1 — hiperforina,
2 — adhiperforina.

Din lipsa substantei de referintd biapigenina, in solutia de etalonare s-a folosit apigenina, care are
spectru UV asemanitor, dar elueazd cu 0,2 min inaintea biapigeninei. In aceste conditii
cromatografice picurile glicozidelor flavonolice sunt separate incomplet, ceea ce nu prezinta o
problema pentru standardizarea produselor dupa suma glicozidelor in recalcul la hiperozida sau
rutozida.

In cazul, cand este necesara determinarea doar a unor grupe chimice aparte, se poate micsora
considerabil timpul analizei, cu eluarea in regim isocratic la concentratia acetonitrilului in faza
mobild 18% pentru glicozide flavonolice, 72% pentru hipericind si pseudohipericind, sau 85%
pentru hiperforind si adhiperforina. Cromatogramele corespunzdtoare sunt prezentate in fig. 3.
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extragerea componentilor lipofili, cum ar fi hiperforina. Incilzirea extragentului pana la 60°C
intensificd procesul de extractie si, de asemenea, micsoreaza solubilitatea oxigenului. Acesti
factori influenteaza favorabil stabilitatea compusilor activi. La temperaturi mai ridicate de 60°C
creste pierderea extragentului din cauza evaporarii.

Din curbele cinetice (fig. 4) se vede, ca timpul optim pentru o singura extractie este in jur de
40-45 min. Majorarea timpului de extractie duce la micsorarea concentratiei hiperforinei.
Dependenta randamentului hipericinei si hiperforinei de numarul de extractii este prezentatd in
tabelul 1. Cu evidenta variantele optime si timpul total necesar sunt 3 extractii cate 30 min sau 2
extractii cate 45 min. Ultima varianta necesitd mai putine operatiuni.

Tabelul 1
Randamentul compusilor principali la extractia repetata a 0,5 g herba de sunatoare cu
portiuni a cite S0 ml extragent la temperatura 60°C

Randamentul cumulativ, %
Nr. dﬁ? Hipericina Hiperforina Glicozide flavonolice
extractie
t=30min | t=45min | t=30min | t=45min | t=30 min | t=45 min
1 76,0 88,7 88,0 91,0 87,3 90,4
2 91,8 96,9 96,7 98,7 96,1 98,2
3 97,0 98,0 98,8 99,6 98,6 99,5

Pe baza datelor, expuse mai sus, se propune urmatoarea tehnica de preparare a probelor de
herba de sundtoare pentru analiza cromatograficd: Circa 0,5 g (masa exactd) materie prima
maruntita, care trece prin sita cu diametru orificiilor I mm, se introduce in balon cu capacitatea
100 ml, se adaugd 50 ml solutie acid citric 0,2% 1n alcool etilic 80%, se incalzeste pe baie de apa
la temperatura 60 + 2°C timp de 45 min, amestecand periodic. Continutul balonului se filtreaza
prin tampon de vatd in balon cotat cu capacitatea 100 ml. Tamponul cu materia primd se
reintoarce in primul balon §i extractia se repetd inca 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 pl proba si solutiei standard se
injecteaza in sistemul cromatografic. Toate operatiunile de preparare a probelor trebuie efectuate
in incaperi intunecate pentru a preveni descompunerea hiperforinei sub influenta luminii.

Produsele extractive din herba de sunatoare pentru analiza cromatografica pot fi preparate in
modul urmator: Tincturile si extractele lichide se dilueaza de 20-100 ori (in dependenta de
concentratiile substantelor analizate) cu solutie acid citric 0,1-0,2% in alcool etilic 70-80%, sau
cu faza mobild cu concentratia acetonitrilului 40-50%. Extractele uscate si formele farmaceutice
solide se prepard prin dizolvarea probei de pulbere in unul din acesti solventi utilizand baia cu
ultrasunet. Masa probei si diluarea necesard se calculd, reiesind din diapazonul optim al
concentratiilor rezultante ale principalelor substante active: 10-50 mg/l pentru hipericina si 40-
200 mg/1 pentru hiperforina.

Cu ajutorul metodei elaborate am studiat repartizarea substantelor potential active in diferite
parti ale plantei inflorite H. perforatum L.: flori, frunze si tulpini. Din rezultate (tabelul 2) se
vede, ca cantitatea majora a acestor substante se afla in flori, mai putine — in frunze, iar tulpinile
practic nu contin componenti activi. Rezultatele obtinute denota rationalitatea colectarii partii de
sus a plantei inflorite, precum si necesitatea limitarii continutului de tulpini in materia prima.
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Tabelul 2

Continutul compusilor principali in diferite organe ale herbei de sunitoare

Otganul _ Con;.inutul, ‘mg/g

Flori 4,63 48,0 30,8
Frunze 1,82 4,23 31,4
Tulpini 0,08 0,88 5,1

Nota: 'in recalcul la hipericind; *in recalcul la hiperforind; *1in recalcul la hiperozida.

Concluzii

S-a elaborat metoda HPLC UV-Vis care s-a dovedit a fi rapida si eficientd pentru dozarea
diferitor grupe de substante farmacologic active n herba de sundtoare si a produselor extractive.
Metoda permite dozarea hipericinei, pseudohipericinei, hiperforinei, biapigeninei, glicozidelor
flavonolici, acizilor oxicinamici, catehinilor si proantocianidinelor oligomerice intr-o singura
proba.

Optimizarea procedurii de preparare a probelor de materie prima, asigurd stabilitatea
substantelor active in timpul analizei.

S-a confirmat repartizarea neuniformd a substantelor active intre diferite organe ale plantei
si necesitatea limitarii continutului de tulpini In materia prima.

Metoda elaborata poate fi utila pentru standardizarea materiei prime herba de sunatoare,
precum si ale preparatelor farmaceutice, ce contin produse extractive din specia data.
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