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OBIECTIVELE SI STRUCTURA LUCRARII
Scopul acestui program de cercetare a fost de a investiga compozitia a sase plante

medicinale frecvent utilizate in ameliorarea inflamatiei (salcie, rozmarin si sovarf), in
ameliorarea bolilor cardiovasculare (talpa gastei si paducel) si cu efect hepatoprotector
(armurariu), si a extractelor obtinute din aceste plante prin varierea unor parametri de extractie
(metoda de extractie, concentratia solventului) pentru a maximiza continutul in compusii de
interes (anumite flavone si polifenoli, antocianine etc.).

Principalele obiective ale studiului sunt: obtinerea si caracterizarea unor extracte din
plante medicinale cu efect antiinflamator (salcie, rozmarin si sovarf), obtinerea si caracterizarea
unor extracte din plante medicinale folosite in ameliorarea bolilor cardiovasculare (talpa gastei si
paducel) si obtinerea si caracterizarea unor extracte din armurariu, planta medicinala cu efect
hepatoprotector.

Lucrarea este structurata in doud parti, si anume: in prima parte este prezentat un studiu
de literaturda cu privire la tema de cercetare, iar in a doua parte este prezentatd partea
experimentald originala.

Studiul de literatura este structurat mai departe in doua capitole.

In capitolul | este prezentat studiul de literaturd cu privire la obtinerea extractelor

vegetale care cuprinde informatii despre principiile generale ale extractiei substantelor biologic
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active din produsele vegetale, metodele conventionale de extractie a acestora, cat si etapele si
factorii care o influenteaza. De asemenea, sunt prezentate metode de caracterizare si utilizdri ale
extractelor vegetale.

Tn capitolul 11 este prezentat studiul de literatura cu privire la cele sase plante medicinale
selectionate. Acesta cuprinde descrierea plantelor cu efect antiinflamator (salcie, rozmarin,
sovarf), a plantelor folosite in ameliorarea bolilor cardiovasculare (talpa gastei si paducel) si a
armurariului, plantd cu efect hepatoprotector.

A doua parte a lucrarii (partea originala) este structurata Tn patru capitole.

Capitolul 111 prezinta cercetarea efectuata pentru extractia si cuantificarea compusilor
fenolici din cele sase plante studiate. Acest capitol este impartit mai departe in trei subcapitole Tn
care se prezintd materialele si echipamentele utilizate, obtinerea extractelor prin metode
conventionale si metodele spectrofotometrice si cromatografice care au ajutat la stabilirea
profilului fitochimic al extractelor biologic active.

Capitolul 1V cuprinde cercetarea efectuata pentru caracterizarea extractelor obtinute din
plantele medicinale cu efect antiinflamator. Tn acest capitol se prezinta studiul salciei pe
componente, al scoartei de salcie prin varierea modalitdtii de extractie, al rozmarinului si al
sovarfului, dar si caracterizarea unor extracte vegetale cu efect antiinflamator.

In capitolul V este prezentati cercetarea efectuati pentru caracterizarea extractelor
obtinute din plante medicinale studiate. Mai departe am urmarit conditiile de extractie a
compusilor fenolici de interes prin varierea unor parametri de extractie: concentratia de alcool
etilic si metoda de extractie, pentru gasirea unei metode adecvate de extractie a claselor de
compusi de interes fitoterapic.

In capitolul VI s-a urmirit influenta conditiilor de recoltare asupra continutului
compusilor bioactivi din fructele nedegresate/degresate de armurariu, dar si din extractul apos si
din tinctura obtinute din fructe degresate de armurariu.

INTRODUCERE

Produsele naturale pe baza de plante medicinale au constituit principala modalitate de
tratament al bolilor pe tot globul, pana la aparitia medicinei stiintifice, mai ales ca primele
preocupari ale omului pentru tratarea bolilor s-au Intreptat spre plantele din mediul inconjurator.

Plantele medicinale, pe baza cunoasterii tot mai profunde a compozitiei lor chimice, a

insusirilor lor farmacodinamice, cu ajutorul unor metode analitice de investigatie de nalta



performantd, constituie in momentul de fatd una din principalele surse de materii prime in
vederea prepararii unor produse naturale necesare mentinerii starii de sandtate.

De asemenea, valoarea terapeuticd a plantelor medicinale are la bazd relatia dintre
structura chimica a substantelor active si actiunea lor farmacologica pe care o exercitd asupra
elementelor reactive ale organismului uman.

Proprietatile farmacodinamice multiple ale aceleiasi plante pot fi explicate prin faptul ca
majoritatea plantelor medicinale au o compozitie chimica complexa, incepand de la 2-3 compusi
pana la 30-40 substante biologic active identificate in unele plante; substantele biologic active,
desi in concentratii foarte mici, isi combina actiunea si actioneaza prin sinergism. in acest sens,
trebuie privit si admirat “miracolul naturii” care a stiut sd realizeze in plante combinatiile ideale
de substante active, cu efecte benefice pentru sanatatea oamenilor.

In schimb, drumul foarte lung parcurs de omenire, a fost si este conditionat de evolutia
gandirii i a metodologiei stiintifice de investigare. Abia acum putem sustine cd ne aflam cu
adevarat pe acest drum, dar mai sunt necesari ani, decenii, daca nu chiar secole, pentru a dezlega
toate secretele pe care le ascund plantele.

Fitoterapia moderna ia in considerare intreaga cunoastere umana, deosebit de bogata, din
domeniul fitoterapiei, crescand insd foarte mult exigentele referitoare la: controlul calitatii
plantelor prin mijloace moderne si a compozitiei chimice a acestora, a posibilelor efecte
secundare nedorite si in special elaborarea unor formule si forme farmaceutice cat mai adecvate
ca biodisponibilitate si eficienta pentru sanatate.

Toate aceste aspecte, de importantd deosebita pentru productia de produse farmaceutice,
au stat la baza cercetarilor din prezenta lucrare, pentru obtinerea unor noi produse cu actiune
antiinflamatoare, hepatoprotectoare si a unor produse utilizate in ameliorarea afectiunilor

cardiovasculare.
CAPITOLUL 111 - MATERIALE SI METODE

I11. 1. Materiale si echipamente utilizate
Materiale

Tetrahidrofuran (Merck), metanol (Merck), acetonitril (Merck), etanol 96% (Merck), acid
fosforic (Merck), acid clorhidric 97% (Merck), pelete de hidroxid de sodiu (Merck), D (-)
salicind (Sigma-Aldrich), silimarina (Sigma-Aldrich), acetat de sodiu (VWR), clorura de
aluminiu (VWR), rutin (Sigma-Aldrich), acid galic monohidrat (Sigma-Aldrich), reactiv Folin-

Ciocalteu (Merck), carbonat de sodiu anhidru (Merck), sulfat de cupru pentahidrat (Merck),
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neocuproina (Sigma-Aldrich), acetat de amoniu (Merck), trolox (Sigma-Aldrich), pulbere de
piele (Sigma-Aldrich), pirogalol (Sigma-Aldrich) au fost de calitate analitica si au fost utilizate
fara alte purificari.

Apa ultrapurad (18,2 MQ) a fost utilizatd pentru toate experimentele. Filtrarea probelor

HPLC a fost efectuata folosind filtre PA cu pori cu diametrul de 0,2 pm.

Coaja, ramura de copac si frunzele copacilor tineri si maturi de salcie alba (Salix alba) au
fost recoltate de la SC Hofigal Export-Import SA in iunie 2020. Probele au fost separate manual,
uscate si macinate.

Rozmarinul (Rosmarinus officinalis — herba) si sovarful (Origanum vulgare — herba),
talpa gastei (Leonurus cardiaca — herba) si paducelul (Crataegus monogyna — fructus, flos si
folie) au fost recoltate de la SC Hofigal Export-Import SA in perioada iulie-august 2019. Probele
au fost separate manual, uscate si macinate.

Fructele de armurariu (Silybum marianum) au fost recoltate de la SC Hofigal Export-

Import SA in perioada mai-octombrie 2019. Probele au fost separate manual, uscate si macinate.

Echipamente utilizate

Pentru pregatirea materiei prime am utilizat urmatoarele echipamente: balanta analitica
Partner AS 310.R2; uscitor plante Biovita-DEH600D; moara de laborator Retch GM 200; aparat
de sitat Retch AS 200 Basic.

Pentru pregatirea probelor de analizat am utilizat urmatoarele echipamente: baie de
ultrasonare Elmasonic P180 H; baie de apa Julabo TW38; centrifuga Ortoalresa 21 R; rotavapor
Buchi R-300 EL, echipat cu baie de apa B-300 Base, pompa de vid V-300 si chiller cu
recirculare F-308; termobalanta VWR MB 160; termoreactor WTW CR 3200; sistem purificare
apa Milli-Q Direct 8.

Analiza HPLC a fost efectuata utilizand un sistem Agilent EZChrom Elite echipat cu un
detector DAD si o coloana HICHROM LiChrosorb 100 RP-18, particule de 10 um (4,6 x 250
mm).

Spectrofotometria UV-Vis a fost efectuata pe un spectrofotometru UV-Vis Jasco V-530,
cu rezolutie de 2,0 nm si configuratie cu fascicul dublu.

Cromatografia de gaze cuplatd cu spectrometrie de masa (GC-MS) a fost realizata pe un

cromatograf de gaze Termo—GC, avand detector spectrometru de masa DSQ P 5000. S-a utilizat



o coloana Macrogol 2000, iar pentru identificarea picurilor corespunzatoare compusilor analizati
s-a dispus de biblioteca de spectre NIST.

I11.2. Obtinerea extractelor din cele 6 plante investigate
In urma aplicarii procedeelor de extractie propuse, au fost obtinute urmatoarele extracte

cu efect antiinflamator:

e Extract hidroalcoolic, extract apos, decoct si tinctura din salcie, rozmarin si sovarf;
e Extracte obtinute prin refluxare, la termoreactor si prin ultrasonare din scoartd de salcie;
e Extracte obtinute prin ultrasonare (la 110°C, 120°C si 150°C) si la microunde din deseul
de scoarta de salcie;
In urma aplicarii procedeelor de extractie propuse, au fost obtinute urmitoarele extracte
cu rol in ameliorarea bolilor cardiovasculare:
e Extracte obtinute prin macerare, percolare si reflux (solvent de extractie: EtOH 30%,
EtOH 50% si EtOH 70%) din paducel si talpa gastei;
In urma aplicarii procedeelor de extractie propuse, au fost obtinute urmatoarele extracte
cu efect hepatoprotector:

e Extract apos si tincturd din fructe degresate de armurariu.

CAPITOLUL IV - CARACTERIZAREA PLANTELOR MEDICINALE
SI A EXTRACTELOR CU EFECT ANTIINFLAMATOR

IV.1. Obtinerea extractelor din salcie, rozmarin si sovarf
a. Obtinerea extractelor prin varierea solventilor de extractie
Toate structurile aparatului locomotor: os, cartilaj, sinoviala, ligamente, capsula

articulara, muschi pot genera de suferinte de tip reumatismal. Afectiunile reumatice in general
aduc organismului uman diferite grade de disconfort, de la durere si dificultati de miscare usoare,
la dureri greu de suportat si imobilizare avansatd. Din aceste motive este indicat sa se intervind in
formele de debut ale bolii, forme usoare de manifestari reumatice, cu produse naturale care sunt
eficiente in aceste etape si nu produc efecte secundare nedorite.

Plantele care au un continut semnificativ de derivati salicilici au fost utilizate datorita
proprietatilor analgezice si antiinflamatoare inca din timpuri stravechi in medicina populara.

Scoarta de salcie alba reprezinta sursa principala de salicind si alti derivati salicilici —
salicortina, 2’-O-acetilsalicortind si tremulacind — compusi similari In privinta structurii cu

aspirina (acid acetilsalicilic), deseori salcia alba fiind denumita "aspirina vegetala". Salicina, prin



hidrolizd enzimaticd indusd de emulsina si diastaza se scindeaza in glucoza si saligenina,
cunoscuta si sub denumirea de alcool o0-oxibenzilic sau saligenol. Saligenina produce la randul
sau, prin oxidare, acid salicilic, cu notabile proprietd{i analgezice, antipiretice si antireumatice,
realizand astfel un efect treptat, prelungit. De asemenea, taninurile prezente in scoarta de salcie
au actiune tonica, astringentd, coagulantd si usor hemostatici (Assessment Report on Salicis
Cortex (Willow Bark) and Herbal Preparation(S) thereof with Well-Established Use and
Traditional Use. Doc.Ref..EMEA/HMPC/295337/2007, 2009).

Extractia cu solventi este cel mai utilizat tip de extractie pentru compusii bioactivi din
plante. In operatia de extractie, alegerea solventului se face in functie de natura substantei ce
urmeaza a fi extrasa si de natura materiei prime. Pentru a compara rezultatele obtinute si a folosi
in continuare metoda cea mai eficienta de extractie a compusilor de interes, s-au aplicat in paralel
mai multe metode de extractie, obtinand astfel tincturd, decoct, extract hidroalcoolic si extract

apos de salcie, rozmarin si sovarf (Tabelele 5-8).

Tabelul 5. Compozitia extractului apos de salcie, rozmarin si sovarf

Extract apos de salcie, rozmarin si sovarf Cantitatea, g
Scoarta de salcie (Salix alba) 167,5
Rozmarin (Rosmarinus officinalis) 32,5
Sovarv (Origanum vulgare) 32,5
Apa purificata 5500
Total (dupa concentrare) 100

Tabelul 6. Compozitia extractului hidroalcoolic de salcie, rozmarin si sovarf

Extract hidroalcoolic de salcie, rozmarin si sovarf Cantitatea, g
Scoarta de salcie (Salix alba) 20,00
Rozmarin (Rosmarinus officinalis) 4,00

Sovérv (Origanum vulgare) 4,00




Etanol 96 % (V/v) 20,00

Apa purificata g.s.ad.100

Tabelul 7. Compozitia decoctului de salcie, rozmarin si sovarf

Decoct de salcie, rozmarin si sovarf Cantitatea, g
Scoarta de salcie (Salix alba) 20,00
Rozmarin (Rosmarinus officinalis) 4,00

Sovarv (Origanum vulgare) 4,00

Apa purificata 75

Total (dupa ricire se aduce la volum de 200 mL) 100

Tabelul 8. Compozitia tincturii de salcie, rozmarin si sovarf

Tinctura de salcie, rozmarin si sovarf Cantitatea, g
Scoarta de salcie (Salix alba) 28,00
Rozmarin (Rosmarinus officinalis) 7,00

Sovérv (Origanum vulgare) 7,00

Etanol 96 % (v/v) 210

b. Obtinerea extractelor prin diferite tehnici de extractie
Derivatii salicilici au fost extrasi din scoarta de salcie prin diferite tehnici de extractie,

cum ar fi reflux pe baie de apa, ultrasonare si extractie utilizind un termoreactor. In timpul
experimentului, raportul de 1:8 planta:solvent a fost mentinut constant. Conditiile de extractie au
fost urmétoarele:

e Extractia la reflux pe baie de apa a fost efectuata la o temperatura de 60°C, timp

de 60 de minute;
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e Extractia la termoreactor a fost efectuata la o temperatura de 60°C, timp de 60 de
minute;
e Extractia prin ultrasonare a fost efectuata la temperatura camerei, timp de 30 de

minute.

IVV.2. Caracterizarea salciei pe componente
Rezultatele din Figura 21 arata un continut mai mare de derivati salicilici in scoarta de

salcie decat in ramura copacului si in frunze derivatii salicilici au fost nedeterminabili, atat
pentru salcia tdnara, cat si pentru cea matura.

In studiul de fata, profilul fitochimic al extractelor hidroetanolice din ramura, frunzele si
scoarta de Salix alba a fost analizat utilizand spectrofotometria UV-Vis. Rezultatele analizelor
calitative si cantitative sunt rezumate in Figurile 25-28.

Conform studiilor raportate, continutul polifenolic total din scoarta de Salix alba este
intre 20 si 50 mg/g, astfel ncat valorile obtinute in studiul nostru, 53,2 mg/g si 63,1 m/g pentru
scoarta de salcie tanara, respectiv matura sunt peste acest interval (Ramos, et al., 2019) (Durak &
U., 2014) (Sulaiman G. , Hussien, Marzoog, & Awad, 2013) (Kenstavic¢iené, Nenortiené,
Kiliuviené, & Zevzikovas, 2009) (Toiu, Vlase, Oniga, Benedec, & Tamas, 2011). Polifenolii au
valori similare in scoarta si in frunze, dar valori mult mai mici in ramura copacului, de asemenea,
rezultatele sunt mai mari pentru salcia matura.

In plus fatda de continutul polifenolic total, metodele spectrofotometrice sunt, de
asemenea, utilizate Tn determinarea continutului total al grupurilor individuale de compusi
fenolici, cum ar fi taninurile si flavonele totale. Determinarea flavonelor arata un continut mai
mare la salcia tdndra, cea mai mare valoare a fost obtinuta pentru frunze (Piatczak, Dybowska,
Phluciennik, & Kosla, 2020).

Cel mai mic continut de taninuri a fost obtinut pentru ramura de salcie - o valoare egala
pentru salcia tanard si matura - S-au inregistrat valori mai mari, asa cum era de asteptat, pentru
probele de scoarta de salcie.

Rezultatele pentru activitatea antioxidantd a extractelor de salcie indicd influenta
polifenolilor si flavonelor prezenti in fiecare extract. Atat pentru ramura de salcie tanara, cat si
pentru cea maturd, activitatea antioxidantd este foarte scazutd in comparatie cu celelalte probe,
de asemenea, cele mai mari valori sunt inregistrate pentru probele de coaja de salcie

(Tyskiewicz, et al., 2019) (Sulaiman G. M., Hussien, Marzoog, & Awad, 2013).
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Tabelul 9. Sumar al caracterizarii salciei tinere si mature

Proba Determinare
Derivati Polifenoli totali | Flavone totale | Taninuri totale Activitatea
salicilici expr. in acid expr. in rutin, expr. in antioxidanta,
totali, expr. galic, mg/g mg/g pirogalol, mg/g mg equiv.
in salicina, Trolox/g proba

mg/g

SALCIE tanara -
. 0,5 10,9 0,7 1,9 29,8

ramuri
SALCIE tanara —

16,0 53,2 4,3 16,6 288,5
scoarta
SALCIE tanara -

ND 53,2 8,1 9,1 201,5
frunze
SALCIE maturd -

. 0,08 21,3 0,4 1,9 22,1

ramuri
SALCIE maturda —

19,3 63,1 2,7 18,8 343,0
scoartd
SALCIE maturd -

ND 67,2 7,8 11,3 256,2
frunze

IV.3. Caracterizarea scoartei de salcie prin diferite tehnici de extractie
In prezentul studiu, metodele de extractie la reflux pe baie de apa, extractia cu ultrasunete

si extractia la termoreactor au fost comparate cu scopul de a optimiza timpul de extractie si cea

mai potrivitd metoda pentru un randament ridicat de derivati salicilici din scoarta de salcie.
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Fig. 32. Continutul in derivati salicilici (mg/g) al scoartei de salcie prin diferite tehnici de extractie

Rezultatele obtinute in urma determindrii derivatilor de salicind din scoarta de salcie prin
diferite modalitatii de extractie sunt prezentate in Figura 32. Acestea indica valori asemanatoare
pentru extractia prin ultrasonare (5.38 mg/g), cat si pentru extractia efectuata la termoreactor, cu
valori putin mai mari pentru cea din urma (5.61 mg/g). Diferenta obtinuta poate fi pusa pe seama
duratelor de extractie diferite, extractia pe baia de ultrasonare avand loc pentru 30 de minute, fata
de extractia la termoreactor care a durat o ord. La extractia prin reflux pe baie de apa s-au obtinut
3.98 mg/g derivati salicilici exprimati in salicina.

IV.5. Caracterizarea unor extracte vegetale cu efect antiinflamator

Fitoterapia are la baza efectul sporit care se poate obtine prin actiunea simultana a
principiilor active din plante. Pentru ca principiile active sa poatd fi valorificate in sensul
obtinerii unei actiuni biologice asupra organismului uman trebuie ca acestea sa fie concentrate,
sa se regaseasca in diferite forme fitoterapeutice (tincturi, siropuri, extracte, etc.) usor de
administrat.

Mi-am propus astfel obtinerea unui extract vegetal care sd aibd proprietati
antiinflamatoare si analgezice si care sa actioneze eficient in ameliorarea durerilor articulare, a
durerilor de cap, a reumatismului, a nevralgiilor, a durerilor menstruale, a durerilor musculare.

Pentru acest scop au fost selectate urmatoarele plante: salcie — scoarta (Salix alba cortex),
rozmarin (Rosmarinus officinalis herba) si sovarf (Origanum vulgare herba), dupa efectuarea
unor studii documentare preliminare.

Din punct de vedere al continutului in derivati salicilici, am observat faptul ca scoarta de
salcie reprezintd cea mai bund sursd pentru salicina, alaturi de rozmarin si sovarf, iar compusii

fenolici potenteaza efectul acestora. Actiunea analgezica si antiinflamatoare a acesteia se
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datoreaza derivatilor de alcool salicilic, numiti si salicilati, ale caror cantititi variaza intre 1,5 si
11% 1n scoarta recoltata de pe ramurile tinere de salcie.

Pe langd compusii terapeutic relevanti — derivatii salicilici — dozati printr-o metoda
HPLC, in materialul vegetal selectat au mai fost determinati spectrofotometric:

e polifenoli totali, exprimati in acid galic — folosind metoda Folin-Ciocélteu — si acid
cafeic;

o flavone totale, exprimate in rutin;
e taninuri totale, exprimate in pirogalol.

Determinarea continutului de principii active din materialele vegetale s-a efectuat dupa

realizarea unor extractii specifice pentru analiza cantitativa, tindnd seama de solubilitatea

specificd a compusilor de interes.

In vederea optimizarii continutului de derivati salicilici din scoartd de salcie, a fost
necesard si efectuarea unui studiu privind conditiile extractive ale acestora (mediul apos,
hidroalcoolic, decoct, tincturd) din diferitele probe de scoarta de salcie (Figura 35).

Extractele obtinute au fost apoi supuse analizei pentru identificarea principiilor active
utilizand metode analitice care au la baza tehnici de cromatografie de lichide de inaltd

performantd, spectrometrie UV-Vis si au condus la cuantificarea acestora.

1.5
1

0.5

Derivati salicilici (g %)

0

Htinct Mextr HA decoct M fitocomplex extr. apos

Fig. 35. Continut in derivati salicilici (g%) pentru diferite conditii de extractie

Tabelul 12. Principii active din diferite extracte de salcie, rozmarin si sovarf

Tip Extract Determinare
Derivati salicilici Polifenoli totali Flavone totale Taninuri totale
totali, expr. in expr. in acid galic, expr. in rutin, expr. in
salicini, g% 0% g% pirogalol, g%

14



Tinctura 0,7 34 2,2 04

Extract hidroalcoolic 11 52 3,8 0,5
Decoct 1,2 55 3,8 0,7
Extract apos 1,45 7,0 52 1,0

(fitocomplex A)

Am identificat ca fiind cea mai eficientd extractia In mediu apos, pentru ca dizolva si
extrage majoritatea componentelor active — in mod special glicozide, taninuri — la un randament
ridicat. Extractia a fost realizata dintr-un amestec de plante medicinale: salcie, rozmarin, sovarf.
Parametrii de lucru au fost urmatorii: material vegetal — adus la un grad avansat de maruntire;
metoda de extractie — macerare; solventul de extractie — apa purificata; temperatura de extractie —

temperatura camerei; concentratie extract — 10% (g plantd/mL apa); timp de extractie — 24 ore.

A rezultat un lichid opalescent, de culoare brun-roscat, cu miros caracteristic si gust
puternic amar (fitocomplexul A).

Pentru realizarea acestui nou produs s-a folosit in prima etapa un intermediar sub forma
de extract apos din scoarta de salcie si parti aeriene de rozmarin si sovarf, cu o compozitie bogata
in substante utile pentru scopul propus.

Din studiile efectuate asupra eficientei fitocomplexului A, s-a constatat cd este necesara
cresterea continutului in derivati salicilici, cu contributie importanta pentru scopul urmarit, de la
circa 1,4% la minimum 2,5%.

Tn acest sens s-au efectuat noi cercetari asupra scoartei de salcie in functie de diferitele
zone ale tarii si anotimpuri.

Pentru selectarea surselor de scoartd de salcie cu continut bogat in derivati salicilici, s-au
folosit mai multe probe de scoarta de salcie, din diferite zone geografice ale tarii, in diferite stadii

de dezvoltare: tanara (2-3 ani) si maturd, recoltate primavara si vara (Figura 36).
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Fig. 36. Variatia continutului in derivati salicilici (g %) pentru diferite probe de scoarta de salcie
Tabelul 13. Descriere probe scoarta de salcie
Nr. Proba Zona de provenienta Perioada recoltarii
Crt.
1. Furculesti, Teleorman Septembrie 2017
Scoarta salcie matura
2. Fagaras, Bragov lulie 2017
Scoarta salcie matura
3. Brasov, Brasov lunie 2017
Scoarta salcie matura
4. Breaza, Prahova lulie 2017
Scoarta salcie matura
Nr. Proba Zona de provenienta Perioada recoltarii
Crt.
5. . Furculesti, Teleorman Martie 2018
Scoarta salcie tanara
6. . Fagéras, Brasov Martie 2018
Scoarta salcie tanara
7. Furculesti, Teleorman Aprilie 2018
Scoarta salcie tanara
8. Furculesti, Teleorman Mai 2018
Scoarta salcie tanara
9. Hofigal, Bucuresti Mai 2018
Scoarta salcie tanara
10. Furculesti, Teleorman lulie 2018
Scoartd salcie matura
11. Fagéras, Brasov lulie 2018
Scoartd salcie matura
12. Fagéras, Brasov lunie 2018
Scoarta salcie tanara

16




Studiile s-au efectuat direct pe fitocomplexul A obtinut din diferite probe de scoarta de
salcie, descrise n Tabelul 13.

Din datele prezentate se observa ca materialul vegetal corespunzator compozitiei necesare
fitocomplexului A este scoarta de salcie tanara (2-3 ani), din zona de Sud a tarii (Furculesti-
Teleorman), recoltatd primavara, cu un continut de min. 2,68% in derivati salicilici exprimati in
salicind. Ca urmare, folosirea scoartei de salcie de calitate superioard la prepararea noului
fitocomplex a condus la obtinerea unui fitocomplex activ B, sub forma de extract apos,
imbunatatit, avand un continut de min. 2,5% derivati salicilici exprimati in salicind, care a fost
analizat si caracterizat din punct de vedere fizico-chimic (Tabelul 14).

Determinarea continutului de principii active din extractele vegetale s-a efectuat dupa
realizarea unor extractii specifice pentru analiza cantitativa, tindnd seama de solubilitatea
specificd a compusilor de interes.

Extractul obtinut a fost apoi supus analizei pentru identificarea principiilor active
utilizand metode analitice care au la bazd spectrometrie UV-Vis si au condus la cuantificarea
acestora, astfel fiind dozate urmdtoarele clase de compusi:

e polifenoli totali, exprimati in acid galic — folosind metoda Folin-Ciocalteu — si acid
cafeic;

o flavone totale, exprimate in rutin;

e taninuri totale, exprimate in pirogalol.

In aceasti etapd am realizat un studiu al derivatilor salicilici exprimati in salicind din
extractul vegetal naturale folosind metoda HPLC, adaptind metoda de dozare a derivatilor
salicilici descrisa in Farmacopeea Europeand Editia a 9-a. Astfel am identificat si am determinat
concentratia de derivati salicilici, dupa hidroliza acidd a extractului metanolic in mediu bazic

preparat din materialele vegetale.

Tabelul 14. Caracteristici fizico-chimice ale extractului vegetal

Nr. Produs Caracteristici Rezultate
Crt.

Continut 1n polifenoli

totali exprimati in acid
1. Extract apos de salcie, rozmarin si ) 8,00
galic, %
sovarf

Continut in flavone 5,35
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totale exprimate n rutin,
%

Continut 1n taninuri
totale exprimate Tn 1,75

pirogalol, %

Continut in derivati
salicilici, 2,68

exprimati in salicina, %

Rezultatele obtinute confirma faptul ca extractele vegetale au In compozitie substante

chimice — derivati salicilici — care le confera proprietati antiinflamatoare si analgezice.

CAPITOLUL V - CARACTERIZAREA PLANTELOR MEDICINALE
SI A EXTRACTELOR FOLOSITE iN AMELIORAREA BOLILOR
CARDIOVASCULARE

V.1. Obtinerea extractelor din talpa gastei si paducel
Extractia compusilor fenolici din talpa gastei (herba), paducel (fructus) si paducel (flos si

folie) a fost obtinutd prin metode conventionale de extractie, si anume macerare, percolare

(Figura 40) si reflux, conditiile experimentale fiind sumarizate n Tabelul 15.

Tabelul 15. Conditii experimentale pentru cele trei metode conventionale utilizate

Tehnica de extractie
Macerare Percolare Reflux
Solvent utilizat solutie etanolica solutie etanolica solutie etanolica
30%/50%/70% 30%/50%/70% 30%/50%/70%
Raport
1.7 1:15 1:10
planta:solvent
Temperatura Temperatura Temperatura
. ) 82-86°C
camerei camerei
Presiune aplicata Nu se aplica Nu se aplica Nu se aplica
Timp 6 zile 6 zile 30 minute
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Volumul de solvent
500 mL 500 mL 50 mL
necesar

Percolare Macerare

(cu adaos de solvent proaspat)
30 g planti + 30 g planta + 30 g planta +
200 mL seolv. 200 mL solv. 200 mL solv.

70 g planti + 450 mL solvent
Pilnia 1 Piilnia 2 Piilnia 3

Macerare 6 zile Pilnie de separare
1000 mL
Solvent proaspat: 250 mL

Macerare 6 zile

Fracis 1= 350 i !

Pilnia 3 l’
Fractia finald = 800 mL

Fractia finald = 500 mL

Fig. 40. Schema explicativa pentru extractia prin percolare si macerare

V.2. Caracterizarea extractelor din talpa géstei si paducel
In capitolul prezent a fost evaluata corelatia dintre constituentii polifenolici totali ai lui

L. cardiaca si C. monogyna si proprietatile bioactive ale extractelor lor hidroetanolice.

In studiul de fata, profilul fitochimic al extractelor hidroetanolice de talpa gastei
(herba), paducel (fructus) si paducel (flos si foliae) a fost analizat utilizdnd spectrofotometria
UV-Vis. Rezultatele analizelor calitative si cantitative sunt rezumate in Figurile 41-50. Datele
sunt raportate ca media a trei analize.

50
£ 40
8
2 2 30
é :n;.. 20 = Macerare
S § 10 = Percolare
E ‘\Em 0 = Reflux
= Talpa gastei — Extractde  Extractde  Extract de
= A . A . A .
&) herba talpa gastei — talpa gstei — talpa géstei —

herba 30%  herba50%  herba 70%

EtOH EtOH EtOH

Fig. 41. Continutul polifenolic total din talpa gastei — herba si talpa gastei — extract, exprimat ca acid galic
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Fig. 42. Continut in flavone totale din talpa gastei — herba si talpa gastei — extract, exprimat ca rutin
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Fig. 43. Activitatea antioxidanta a talpa gastei — herba si talpa gastei — extract, exprimati ca echiv. Trolox

Figurile 41-43 descriu rezultatele pentru talpa gastei — herba si pentru extractele de talpa
gastei pentru polifenoli totali, flavone totale si pentru activitatea antioxidanta. Conform studiilor
raportate, continutul polifenolic total din extractele de talpa gastei este cuprins intre 0,4 si 7,3
mg/100 g proba, astfel incat valorile obtinute in studiul nostru sunt peste acest interval (Fierascu,
et al., 2019). Cele mai bune rezultate s-au obtinut pentru extractele in etanol 70% (continut total
polifenolic - aproximativ 5 mg/100 g proba, continut total de flavonoizi - aproximativ 1 mg/100
g proba). Refluxul cu 70% etanol este cea mai potrivitd metoda de extractie pentru talpa gastei —
herba intrucat au fost obtinute cele mai mari continuturi de polifenoli totali, flavonoide totale,

compusi activi majori, si cea mai puternica activitate antioxidanta.
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Fig. 44. Continutul polifenolic total din paducel — fructus si paducel — extract, exprimat ca acid gali
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Fig. 45. Continutul in flavone totale din paducel — fructus si paducel — extract, exprimat ca rutin
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Fig. 47. Continut in antociani totali din paducel — fructus si paducel — extract, exprimat in clorura de

cianidin 3-O-glucozid

Figurile 44-47 prezinta rezultatele obtinute pentru paducel - fructus si paducel - extract

pentru polifenoli totali, flavone totale, antociani totali si activitatea antioxidanta. Polifenolii au

valori similare in extractele de etanol de 50% si 70%, dar valori mult mai mici in extractele de

etanol de 30%, de asemenea, rezultatele sunt mai mari pentru extractele obtinute la reflux. Tn

plus fata de continutul polifenolic total, metodele spectrofotometrice sunt, de asemenea, utilizate

in determinarea continutului total al grupurilor individuale de compusi fenolici, cum ar fi

flavonele totale si continutul total de antociani exprimati in clorurd de cianidin 3-glucozid.

Determinarea flavonelor aratd rezultate mai bune pentru extractele obtinute prin reflux, variind

de la 0,4 1a 0,8 mg/100 g proba. Cat despre continutul total de antociani din extractele de paducel

- fructus, putem remarca 0 mai buna extractie prin percolare in solutie de etanol 50% (proba 0,06

mg/g) si prin reflux in solutie de etanol 70% (proba 0,09 mg/q).
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Fig. 48. Continutul polifenolic total din paducel — flos si foliae si paducel — extract, exprimat ca acid galic
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Fig. 49. Continutul in flavone totale din paducel — flos si foliae si paducel — extract, exprimat ca rutin
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Fig. 50. Activitatea antioxidanta a paducelului — flos si foliae si a paducelului — extract, exprimata ca echiv.
Trolox

Figurile 48-50 descriu rezultatele obtinute pentru paducel - flos si foliae si extractele
din paducel - flos si foliae pentru polifenoli totali, flavone totale si pentru activitatea
antioxidanta. Au valori similare indiferent de metoda de extractie aplicata, cu valori mai mari
pentru continutul total polifenolic de aproximativ 10 mg/100g proba.

Extractele hidroetanolice de paducel (fructus), paducel (flos si foliae) si talpa gastei
(herba) prezintd un potential antioxidant promitator, evaluat prin testul CUPRAC, ordinea
potentialelor fiind paducel (flos si folii)>talpa gastei (herba)>paducel (fructus) si valori cuprinse
intre 3,6 si 70,5 mg Trolox/g proba. Rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidanta a
extractelor studiate indica influenta polifenolilor si flavonelor prezente in fiecare extract.

In general, se poate afirma in mod clar ca activititile farmacologice ale plantelor
medicinale examinate utilizate in mod traditional nu pot fi atribuite unui singur compus activ, ci

trebuie considerate ca efectul intregului spectru al constituentilor lor fenolici.
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CAPITOLUL VI - CARACTERIZAREA PLANTEI MEDICINALE SI
A EXTRACTELOR CU EFECT HEPATOPROTECTOR

VI.1. Obtinerea extractelor din armurariu
Silimarina este un compus polifenolic hepatoprotector care se izoleazd din armurariu.

Silimarina reprezinta un amestec de flavonolignani care include izomerii: silibinina, silicristina,
silidianina, si are rolul de a proteja celulele de daunele cauzate de radicalii liberi.

Continutul si compozitia silimarinei in plantele de armurariu sunt influentate de
adancimea de insamantare, distanta dintre plante, ingrasaminte, recoltare si tratament post-
recoltare. Pentru a compara rezultatele obtinute la extractia compusilor de interes, s-au aplicat in
paralel doua metode de extractie, obtinand astfel tinctura si extract apos din fructe de armurariu
aflate la diferite stadii de maturitate. Fructele de armurariu au fost recoltate lunar in perioada
mai-octombrie 2019 (Tabelele 16, 17).

Activitatea antioxidanta a materiei prime poate depinde de structura chimica a compusilor
biologic activi din plante, precum si de modul de preparare a extractului, adica metoda de
extractie, inclusiv solventii utilizati. Compozitia chimica si polaritatea solventului utilizat Tn
extractie sunt factori importanti in determinarea capacitatii antioxidante deoarece pot afecta
mecanismul transferului atomului de hidrogen (HAT) (Nowak, Florkowska, Zielonka-Brzezicka,
Duchnik, Muzykiewicz, & Klimowicz, 2021).

Tabelul 16. Compozitia extractului apos de armurariu

Extract apos de armurariu Cantitatea, g
Fructe degresate armurariu (Silybum marianum L.) 300
Apa purificata 2400
Total (dupa concentrare) 120

Tabelul 17. Compozitia tincturii de armurariu

Tinctura de armurariu Cantitatea, g
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Fructe degresate armurariu (Silybum marianum L.) 20,00

Etanol 96 % (v/v) diluat la 70% cu apa purificata g.s.ad. 100,00

V1.2. Caracterizarea extractelor din armurariu
In studiul de fata, profilul fitochimic al fructele nedegresate/degresate si al extractelor

obtinute din fructe degresate de Silybum marianum a fost analizat utilizand atat spectrofotometria
UV-Vis pentru determinarea polifenolilor totali exprimati in acid galic si a flavonelor totale
exprimate in rutin, cét si analiza HPLC a continutului de silimarina totald exprimata in silibinina.

Rezultatele analizelor calitative si cantitative sunt rezumate n Figurile 51-54.
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Fig. 51. Continutul in compusi polifenolici din fructe nedegresate de armurariu, mg/g
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Fig. 52. Continutul in compusi polifenolici din fructe degresate de armurariu, mg/g

Activitatea antioxidanta a acestei plante depinde de maturitatea materiei prime, unde
cel mai Tnalt nivel s-a observat la fructele imature (recoltate in perioada mai-iunie), apoi la cele
intermediare (recoltate in perioada iulie-august), in timp ce cel mai scazut s-a observat la cele cu
maturitate deplina (recoltate Tn perioada septembrie-octombrie). Polifenolii sunt componente ale
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plantelor cu capacitate antioxidantd mare si ar putea juca un rol important in activitatea
hepatoprotectoare. In plus, concentratia de polifenoli se poate corela foarte mult cu activitatea
antioxidantd, asa cum s-a demonstrat in fructele de Silybum marianum. Tn studiul prezent, in
majoritatea cazurilor, s-au gasit conexiuni semnificative intre capacitatea antioxidanta
determinata si continutul de compusi polifenolici.

Dupa cum se observa din Figurile 51-52, rezultatele obtinute in urma determinarilor
spectrofotometrice si HPLC sunt mai mari pentru fructele degresate de armurariu fatd de fructele
nedegresate, asa cum era de asteptat, privind continutul de polifenoli totali si de silimarina totala;
in cazul flavonelor totale, rezultatele obtinute pentru probele de fructe de armurariu sunt
similare, avand valori cuprinse in intervalul 7-12,3 mg/g — fructe nedegresate si 9-15 mg/g —
fructe degresate. Concentratia maxima in compusi polifenolici este atinsd in lunile mai-iunie,

aceasta fiind cea mai potrivita perioada de extractie pentru fructele de armurariu.
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Fig. 53. Continutul in compusi polifenolici din extractul apos de armurariu, mg/g
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Fig. 54. Continutul in compusi polifenolici din tinctura de armurariu, mg/g
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Figurile 53-54 descriu continutul in compusi polifenolici din extractul apos si din tinctura
de armurariu. Astfel, rezultatele obtinute pentru cele doua tipuri de extracte arata un continut mai
ridicat in polifenoli totali pentru tinctura de armurariu fata de extractul apos din fructe de
armurariu, avand valori cuprinse in intervalul 15-23,1 mg/g, respectiv 8-10,8 mg/g. Analiza
HPLC aratd un continut de aproximativ doud ori mai mare de silimarind totala exprimata in
silibinind 1n tinctura de armurariu prin comparatie cu extractul apos din fructe de armurariu,
lucru care confirma eficienta crescutd a extractiei cu solutii hidroalcoolice a compusilor
polifenolici. De asemenea, continutul cel mai ridicat in flavone totale a fost observat in cazul
tincturii si a extractului apos din fructe degresate de armurariu colectate in luna mai, respectiv
4,1 12 mg/g.

Activitatea antioxidanta a extractelor din fructe de armurariu a fost confirmata de multi
autori (Chambers, si altii, 2017) (Lucini, si altii, 2016) (Malinowska, 2017). Extractia materiei
prime poate fi realizata atat prin metode clasice, cat si prin metode recent dezvoltate. Metoda de
extractie selectatad pentru acest studiu a fost extractia Soxhlet, aceasta fiind o tehnicd standard
folosita de zeci de ani, frecvent aplicata ca referinta pentru a evalua eficacitatea altor metode.
Extractia Soxhlet este considerata a fi eficientd, cu toate acestea, dezavantajele sale sunt
consumul relativ mare de solventi si timpul de extractie destul de lung.

Scopul acestui studiu a fost de a evalua capacitatea antioxidantd a fructelor de armurariu
la diferite stadii de maturitate si a extractelor obtinute din acestea: extract apos si tinctura.
Rezultatele obtinute pentru activitatea antioxidanta a extractelor studiate indica influenta
polifenolilor si flavonelor prezente in fiecare extract. Astfel rezultatele din Figurile 59-62 arata o
valoare crescutd a activitatii antioxidante pentru fructele degresate de armurariu, cu un maxim de
258 mg Trolox/g proba pentru fructele recoltate in luna mai; fructele nedegresate de armurariu au
activitate antioxidanta cu valori cuprinse in intervalul 156-230 mg Trolox/g proba, valori mai
scazute decat in cazul fructelor degresate. Putem observa o tendintd de scadere semnificativa in
timp a capacitatii antioxidante in cazul ambelor tipuri de probe, ceea ce indica luna mai ca fiind
luna cea mai potrivitd pentru recoltarea fructelor de armurariu.

Extractia folosind alcool etilic ca solvent de extractie s-a dovedit a fi mai eficientd decat
extractia in mediu apos, rezultatele privind activitatea antioxidanta pentru tinctura de armurariu
fiind cuprinse in intervalul 74-115 mg Trolox/g proba, iar cele pentru extractul apos 30-49 mg

Trolox/g proba.
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Fig. 60. Activitatea antioxidanta a fructelor degresate de armurariu, mg Trolox/g proba
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CONCLUZII GENERALE

Prezentul studiu cercetare a presupus investigarea compozitiei a sase plante medicinale
frecvent utilizate in ameliorarea inflamatiei, in ameliorarea bolilor cardiovasculare si cu efect
hepatoprotector, si extractele obtinute din aceste plante prin varierea unor parametri de extractie
(metoda de extractie, concentratia solventului) pentru a maximiza continutul in compusii de
interes (anumite flavone si polifenoli, antocianine etc.).

Principalele obiective ale studiului au fost:

e obtinerea si caracterizarea unor extracte din plante medicinale cu efect antiinflamator:
salcie (Salix alba), rozmarin (Rosmarinus officinalis) si sovarf (Origanum vulgare);

e obtinerea si caracterizarea unor extracte din plante medicinale folosite in ameliorarea
bolilor cardiovasculare: talpa gastei (Leonurus cardiaca) si paducel (Crataegus
monogyna);

e obtinerea si caracterizarea unor extracte din armurariu (Silypbum marianum), planta
medicinala cu efect hepatoprotector.

Astfel, avand in vedere rezultatele experimentale obtinute putem concluziona ca:

* Substantele biologic active obtinute in urma extractiei au fost identificate si dozate
cantitativ prin metode moderne de analizd incluzdnd cromatografia lichidd de inalta
performanta (HPLC), spectrofotometria UV-Vis si cromatografia de gaze (GC) cuplata cu
spectrometria de masa (MS).

* Au fost elaborate metode spectrofotometrice UV-Vis pentru dozarea continutului de
polifenoli totali exprimati in acid galic, flavone totale exprimate in rutin, antociani

exprimati in clorurd de cianidin-3-glucozida, taninuri exprimate in pirogalol si
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determinarea activitatii antioxidante a plantelor selectate si a extractelor obtinute din
acestea.

S-au comparat diverse metode de extractie si conditiile extractive ale diverselor
componente ale salciei (ramuri, frunze si scoartd) pentru a obtine extracte bogate in
derivati salicilici, dar si alti compusi polifenolici, cu efect in ameliorarea starilor de
disconfort la nivelul articulatiilor si al muschilor. Extractia in mediu apos s-a dovedit a fi
cea mai eficientd. O buna sursd de derivati salicilici s-a dovedit a fi scoarta tdnard de
salcie, avand concentratia cea mai mare in compusii de interes.

Reziduul de scoarta de salcie rezultat in urma extractiei a fost utilizat in continuare pentru
extragerea suplimentara de principii active; tratamentul cu microunde a fost mai eficient
decat cel cu ultrasunete — la 150°C s-au mai extras suplimentar 8.7% salicind (vs.
cantitatea extrasa din materialul vegetal nesupus extractiei).

Eficienta tratamentului cu US sau cu MW 1n extractia suplimentard de principii active a
fost testatd si din punct de vedere al stabilitatii compusilor activi (derivati de salicind) la
conditiile de tratament. S-a dovedit faptul ca acesti compusi sunt stabili la conditiile
experimentale utilizate.

Au fost selectate doud plante cu continut ridicat in compusi chimici care au efect benefic
in ameliorarea simptomelor si efectelor neplacute ale afectiunilor cardiovasculare: talpa
gastei (parti aeriene) si paducelul (frunze si flori; fruct).

Au fost realizate extracte din cele doud plante mai sus mentionate prin macerare i
percolare, folosind drept solvent solutii de alcool:apa (30:70, 50:50, respectiv 70:30 V/V),
pentru a maximiza continutul in compusii de interes (anumite flavone si polifenoli,
antociani etc.).

Extractia prin percolare s-a dovedit a fi mai eficientd decat extractia prin macerare,
continutul in compusii polifenolici fiind mai crescut pentru extractele obtinute astfel.
Fructele de paducel au un continut scdzut in antociani.

S-a realizat o evaluare comparativa a continutului de compusi polifenolici si a activitatii
antioxidante din fructe nedegresate/degresate de armurariu si a extractelor (extract apos si
tincturd) obtinute din fructele degresate, recoltate in perioada mai-octombrie.

In urma acestei evaluari putem concluziona ci perioada optima de recoltare a fructelor de

armurariu este mai-iunie, astfel favorizand utilizarea eficienta a plantei.
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* Continutul ridicat 1n silimarina si alti compusi fenolici, activitatea antioxidanta, precum si
efectele benefice asupra sanatatii recomanda utilizarea extractului din fructe degresate de
armurariu Tn formularea suplimentelor alimentare cu efect hepatoprotector.

CONTRIBUTI ORIGINALE
Prin prezentul studiu au fost aduse contributii importante Th domeniul extractelor naturale

din plantele medicinale selectionate din punct de vedere teoretic, experimental si aplicativ, cu
potential de a se constitui in produse valoroase pentru dezvoltarea unor suplimente alimentare.

Aceasta lucrare de cercetare si-a propus sa investigheze compozitia diferitelor parti
componente ale salciei albe (Salix alba), care este frecvent utilizata in tratamentul tulburarilor
dureroase de mobilitate, cum ar fi durerile de spate si artrita, datoritd continutului de derivati
salicilici, taninuri si alti fenoli. Polifenolii totali, flavonele totale, taninurile totale si activitatea
antioxidanta au fost determinate prin metode spectrofotometrice UV-Vis. Derivatii salicilici au
fost determinati printr-o metoda HPLC. Rezultatele aratd o concentratie mai mare de salicind in
proba de coaja matura de 20 mg/g. Polifenolii au valori similare in scoarta si frunze cu rezultate
mai mari pentru salcia matura.

Am urmarit conditiile de extractie a polifenolilor si flavonelor din doua plante medicinale
cunoscute pentru rolul avut in ameliorarea bolilor cardiovasculare prin varierea unor parametri
de extractie: concentratia de alcool etilic si metoda de extractie, avand ca scop identificarea unei
metode adecvate de extractie a celor doua clase de compusi de interes fitoterapic. Extractele au
fost preparate din paducel (fruct), paducel (frunze si flori) si talpa gastei (parti aeriene) prin
macerare, percolare si reflux folosind solutii de alcool etilic:apa (30:70, 50:50, respectiv 70:30
V/IV), pentru a maximiza continutul in compusii de interes (anumite flavone si polifenoli,
antocianine etc.). Cunoscand faptul ca ambele clase de compusi au si activitate antioxidanta, am
corelat rezultatele obtinute pentru polifenoli si flavone cu activitatea antioxidanta.

Am efectuat un studiu privind perioada optimd de recoltare a fructelor de armurariu si
influenta solventului de extractie utilizat asupra extractiei compusilor de interes (apa distilata sau
solutie hidroalcoolicd), prin identificarea si cuantificarea silimarinei si a altor compusi bioactivi

prezenti in fructele de armurariu, si prin corelarea acestora cu activitatea antioxidanta.

RECOMANDARI SI DIRECTII VIITOARE DE CERCETARE

Principalele directii de studiu in vederea continudrii cercetarilor in domeniu sunt:
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e Extinderea cercetarilor aplicative ale extractelor naturale asupra altor materii prime
vegetale.

e Demonstrarea efectelor farmacologice (antiinflamator, de ameliorare a bolilor
cardiovasculare si hepatoprotector) prin testarea pe linii celulare a extractelor obtinute in
cadrul cercetarii doctorale.

e Utilizarea compusilor biologic activi obtinuti prin extractie din materialele vegetale

selectate prin incapsularea in vehicule moderne pe baza de lipide pentru cresterea

.....
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