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INTRODUCERE

In ultimele decenii, terapiile alternative noi care utilizeazi medicamente ce contin principii
active de provenienta naturald, au constituit un domeniu de actualitate al cercetarii farmaceutice.
Unul din obiectivele acestor linii de cercetare a fost obtinerea unor compusi bioactivi proveniti din
resurse naturale.

Plantele reprezinta materia prima din care se pot extrage diverse principii active, care pot fi
valorificate in tratarea diverselor afectiuni. Prin continutul ei, Teza de doctorat se incadreaza in
cercetarea resurselor vegetale si valorificarea compusilor bioactivi in dezvoltarea si realizarea unor
noi formulari farmaceutice.

In lucrarea de fati, ipoteza de cercetare a pornit de la obtinerea compusilor indolici din
planta Vinca minor L. regasita din abundenta in tara noastrd. Pornind de la extractia acestor
compusi de interes farmaceutic, am analizat $i comparat proprietatile fizico-chimice ale compusilor
indolici din frunza si tulpina plantei Vinca minor L., pentru a obtine noi formulari farmaceutice cu
aplicatie topicd cu posibilitatea de a genera un potential efect cicatrizant si antimicrobian.

Desi existda numeroase studii care confirma importanta compusilor indolici in domeniul
medical si farmaceutic, datoritd numeroaselor proprietati terapeutice ale acestor alcaloizi, dintre
care amintim: actiunea anticancer, antivirala, antioxidanta, antimicorbiana si cicatrizanta, pana in
prezent, in literatura de specialitate nu exista date cu privire la Inglobarea acestor compusi in forme
farmaceutice cu administrare topica, fapt care a generat motivatia acestei teme de cercetare. De
aceea, efectuarea unui studiu original si complex privind propietatile fizico-chimice ale compusilor
indolici din resurse naturale si valorificarea acestora in dezvoltarea unor noi formulari farmaceutice
semisolide cu aplicatie topica, pune in evidentd importanta, noutatea si actualitatea temei alese.

Contintul tezei de doctorat este structurat in doua parti principale. Partea I (partea generala)
a tezei, care este alcatuita din 3 capitole si partea a Il-a (contributiile originale), care este
sistematizatd in 5 capitole. Teza cuprinde capitolul de Introducere, un capitol final de Concluzii
generale si Bibliografie.

Partea | — Partea generala

Capitolul 1 — Structuri cu inele indolice prezente in produse naturale, cuprinde o prima
directie de cercetare care a avut ca obiectiv studierea compusilor indolici pentru a scoate in evidenta

proprietatile fizico-chimice ale acestora si diferitele surse naturale de provenienta ale compusilor
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indolici, pe care cercetatorii din domeniu le-au folosit pentru a extrage acesti alcaloizi, precum si
importanta lor In descoperirea medicamentelor.

Capitolul 2 — Metode de analiza a compusilor indolici cuprinde informatii din literatura
de specialitate cu privire la metodele de analiza cantitativa si calitativa a compusilor cu structura
indolica. Scopul acestor metode de analiza a fost extractia, identificarea si cuantificarea acestor
compusi cu origine diferitd: vegetald sau chimicd. Cele mai importante si utilizate tehnici sunt
reprezentate de metodele cromatografice si metodele cuplate deoarece acestea sunt mai rapide si
totodata mai ecologice in comparatie cu celelalte metode analitice conventionale.

Capitolul 3- Structura transdermica, caracteristicile pielii, aplicatia topica, sistemele de
livrare transdermice si modele reologice ale formularilor farmaceutice aplicate topic trateaza
aspecte cu privire la structura transdermica, cinetica difuziunii prin piele, cu evidentierea
strategiilor de eliberare topica a substantelor medicamentoase. Au fost studiate diferite abordari de
formulare care au fost folosite pana in prezent pentru a imbunatati penetrarea prin piele a formelor
farmaceutice semidolide cu aplicatie topica.

Partea a Il — a — Contributiile personale cuprind:

Capitolul 4 — Studii fizico-chimice comparative privind compusii indolici extrasi din
planta Vinca minor L., prezinta studiul fitochimic realizat pentru incadrarea plantei Vinca minor
L. ca planta de interes farmaceutic, prin scoaterea in evidenta a raspandirii teritoriale a tipurilor de
specii si a claselor de alcalozi indolci prezenti in aceasta planta. Tot in cadrul acestui capitol au
fost realizate extracte alcoolice din frunza si tulpina plantei Vinca minor. Am validat metoda
cromatografica HPLC cu faza inversa si apoi am identificat si determinat continutul compusului
indolic, vincamina, din materialul vegetal studiat al plantei Vinca minor L. Metoda HPLC a fost
aplicata si pentru determinarea cantitativa a 3 tipuri de alcaloizi cu structura indolica. Confirmarea
structurii compusilor cu nucleu indolic a fost realizata prin analize spectrofotometrice in domeniul
ultraviolet-vizibil (UV-VIS). Totodata a fost analizata si determinata compozitia minerala a plantei
Vinca minor L. si continutul total de polifenoli.

Capitolul 5 — Realizarea unor forme farmaceutice semisolide folosind extracte naturale
din planta Vinca minor L. In acest capitol este descris modul de preparare pentru 12 noi formuliri
farmaceutice semisolide cu destinatia aplicarii topice, utilizand solutii alcoolice extractive obtinute
din frunza si tulpina plantei Vinca minor L. Pentru fiecare preparat au fost stabilite proprietatile

organoleptice, a fost determinat pH-ul si capacitatea de intindere. Compusii indolici existenti in
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planta Vinca minor L. prezintd un mare potential in aplicatiile biomedicale de tratare a leziunilor
non—toxicitatii sale.

Capitolul 6 - Studii comparative privind caracterul reologic al formulirilor
farmaceutice cu aplicatie topica obtinute, cuprinde studiul influentei variabilelor de formulare
asupra caracteristicelor reologice (vascozitate, comportament de curgere, consistenta) ale celor 12
formuldri farmaceutice topice concepute si dezvoltate in capitolul anterior. Studiul reologic a fost
efectuat pentru fiecare preparat farmaceutic cu scopul de a determina influenta componentelor
asociate in formulare asupra vascozitatii formelor farmaceutice obtinute. Masuratorile reologice au
fost efectuate cu ajutorul echipamentului de lucru Reovascostar R. Au fost obtinuti parametrii
reologici: vascozitate, gradient de viteza, viteza de rotatie si tensiunea de forfecare din care au
rezultat reograme si curbe de vascozitate, care au fost studiate si comparate. Toate cele 12 formulari
farmaceutice analizate au prezentat un comportament de fluid nenewtonian, pseudoplastic,
tixotrop.

Capitolul 7 — Studii comparative privind proprietitile antioxidante ale extractelor
alcoolice vegetale din frunza si tulpina plantei Vinca minor L. si a unor formulari
farmaceutice obtinute cuprinde metodele de analiza ale capacitatii antioxidante pentru extractele
alcoolice de diferite concentratii obtinute din planta Vinca minor L. Au fost luate in studiu trei
solutii extractive alcoolice de concentratii diferite (40%, 70% si 96%) obtinute din frunza si tulpina
plantei Vinca minor L., care au fost analizate pentru proprietatile lor antioxidante prin testarea
mecanismului de actiune al capacitatii de captare a radicalilor DPPH si utilizand metoda prin
fotochemiluminescentd. Tot prin metoda fotochemiluminescentei s-a determinat capacitatea
antioxidanta totala a unor compozite semisolide cu aplicatie topica preparate pe baza solutiilor
alcoolice extractive obtinute din planta Vinca minor L. in asociere cu alte substante de origine
vegetald sau de sinteza. A fost pusa n evidentd influenfa componentelor asociate in fiecare preparat
asupra capacitatii antioxidante totale.

Capitolul 8 — Studii comparative privind activitatea antimicrobiana a extractelor
alcoolice vegetale din specia Vinca minor L. si a preparatelor farmaceutice obtinute pe baza
acestor extracte. Tn acest capitol a fost analizati prin metoda difuzimetrici, activitatea
antimicrobiand impotriva tulpinilor bacteriene patogene S. aureus, E. coli si C. albicans, a

extractelor alcoolice vegetale in concentratie de 40% si 70% obtinute din frunza si tulpina plantei
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Vinca minor L. si a unor formulari farmaceutice cu aplicatie topica, preparate pe baza acestor
extracte. Studiul comparativ prezentat in acest capitol se referd la activitatea antimicrobiand a
extractelor vegetale alcoolice brute si comportamentul si activitatea antimicrobiand a acestor
extracte incorporate in diferite compozite farmaceutice semisolide de uz topic. Pentru procesarea
datelor si compararea rezultatelor, statistica descriptiva a folosit testul ANOVA din programul IBM
SPSS.

Capitolul Concluzii generale reprezinta un capitol distinct care marcheaza finalul tezei de
doctorat. In acest capitol sunt centralizate aspectele cele mai importante legate de extractia
compusilor indolici din resurse naturale, cu evidentierea caracteristicilor fizico-chimice si
valorificarea acestor compusi In obtinerea unor noi formulari farmaceutice cu aplicatie topica.

Tn capitolul Anexe sunt prezentate articolele publicate in volumele conferintelor la care am
participat.

In viitor, rezultatele obtinute in cadrul acestei teze de doctorat vor fi sistematizate pentru

realizarea unor publicatii n reviste de specialitate si vor constitui suportul unui brevet de inventie.

IPOTEZA DE LUCRU S$I1 OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI

Luand in considerare importanta si actualitatea temei alese, obiectivul general al Tezei este
acela de a obtine prin extractie compusii indolici din planta Vinca minor L. prin realizarea unor
studii fizico-chimice comparative pe acesti compusi. Concomitent ne-am propus dezvoltarea unor
noi formulari farmaceutice cu aplicatie topica pe baza compusilor indolici extrasi din planta Vinca
minor L. Teza de doctorat propune o abordare originald orientatd in vederea realizarii urmatoarelor
obiective stiintifice:

v Caracterizarea materialului vegetal studiat: Vinca minor L., cu evidentierea raspandirii
teritoriale a tipurilor de specii, a claselor de alcaloizi indolici care se regésesc in planta Vinca
minor L. si a compozitiei minerale a acestei plante;

v" Obtinerea si realizarea unui proces biotehnic de extractie a compusilor indolici din frunza si
tulpina plantei Vinca minor L.

v' Caracterizarea produselor de extractie ale plantei Vinca minor L. prin studii fizico-chimice

comparative, utilizand diferite metode de analiza: metode gravimetrice, volumetrice, metode



spectrofotometrice (absorbtie atomica, absorbtie in UV-VIS, absorbtie in IR), cromatografice

(HPLC), microbiologice si metoda fotochemiluminescentei.

topica, pe baza extactelor alcoolice obtinute din frunza si tulpina plantei Vinca minor L.;

v' Realizarea formularilor semisolide de tip emulsie L/H sau H/L cu aplicatie topica, in care am
utilizat ca principii active solutiile extractive ale compusilor indolici asociate cu alte
substante de origine naturala sau de sinteza;

v' Caracterizarea formularilor realizate prin analiza acestor sisteme farmaceutice din punct de
vedere al proprietatilor lor fizico-chimice: determinarea pH-ului, capacitatea de etalare,
punerea in evidentd a comportdrii reologice, a activitatii antioxidante si antimicrobine, in
vederea obtinerii unor noi preparate care pot reprezenta pe viitor o alternativa la produsele

farmaceutice existente pe piata.

MOTIVATIA CERCETARII

In lucrarea de fata, ipoteza de lucru a pornit de la obtinerea si cercetarea compusilor indolici
din planta Vinca minor L. regasita din abundenta in tara noastra. Pornind de la extractia acestor
compusi a fost realizat un studiu comparativ in ceea ce priveste proprietatile fizico-chimice ale
compusilor indolici din frunza si tulpina plantei Vinca minor L., cu scopul de a obtine noi formulari
farmaceutice cu aplicatie topica.

Desi exista numeroase studii care confirma importanta acestor compusi in domeniul medical
si farmaceutic, datoritd numeroaselor proprietdti ale acestor alcaloizi, dintre care: actiunea
anticancer (Neculai Ana-Maria, 2015a), antivirald, antioxidantd, antimicorbiana si cicatrizanta
(Fernandez M.A., 1996; Khanavi M., 2010), pana in prezent, pe piatd autohtona nu este disponibil
niciun preparat de uz topic care sa contind acesti compusi, fapt care a generat motivatia acestei
teme de cercetare.

Contributiile personale au fost sistematizate Tn 5 capitole care au urmarit obiectivul general
pentru evidentierea caracteristicilor benefice ale alcaloizilor indolici cuprinsi in planta Vinca
minor, precum si realizarea unor noi formulari farmaceutice cu aplicatie topica cu posibilitatea de

a genera un potential efect cicatrizant si antimicrobian.



CONTRIBUTII PERSONALE
CAPITOLUL 4

STUDII FIZICO-CHIMICE COMPARATIVE PRIVIND COMPUSII
INDOLICI EXTRASI DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Obiectivele studiului. Principalul obiectiv al acestui prim capitol din partea experimentala a
tezei de doctorat consta in studii fitochimice si analize fizico-chimice pentru a identifica si

determina compusii indolici din surse naturale si anume planta Vinca minor.

4.2. STUDIUL FITOCHIMIC PENTRU VINCA MINOR L.

VINCA MINOR L.

Vinca Minor L. (Fig. 4.1.a,, 4.1.b.) apartine familiei Apocynaceae. Aceasta planta, originara
in principal din nordul Spaniei si vestul Frantei, este cultivata ca plantd ornamentala, dar si ca
planta utila din punct de vedere farmacologic. Vinca minor este o planta perena la sol, cunoscuta
in medicina populara pentru efectul sau sedativ, hipotensiv, antidiabetic si, de asemenea, pentru

tratarea afectiunilor circulatorii la nivelul encefalului sau pentru promovarea metabolismului

creierului (Farahanikia B., 2011; Spilkova J., 2016).

Tabelul IV.2. Alcaloizi de tip eburnamonina.

vincamina (+)-isoeburnamina

(Cheng G.G., (Mokry J., 1967)

2014)

14-epivincamina 1,2-dehidroaspidospermidina

(Mokry J., 1963) (Proksa B., 1991)

vincaminoreina vincareina

(Manske R.H.F. (Manske R.H.F., 1965)

1965)
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Fig. 4.1.a.: Vinca minor L. - floare Fig. 4.1.b.: Vinca minor L. - floare

In urma analizelor efectutate din literatura de specialitate, in partile aeriene ale plantei Vinca
minor au fost indentificati aproximativ 50 de alcaloizi cu structuri indolice: desacetilacuamilina,
eburnamind, epivincamind, dimetoxieburnamonind, eburnamenind, picrinina, perivncina,
vincadiformina (Adizov S.M., 2017), N-metilaspidospermidina, vincaminoreina, vincanorina 11-
metoxieburnamonina, metoximinovincina, minovincinina, minovincina, vinactina, vincasina,

reserpind, etc. Vincamina reprezinta cel mai raspandit alcaloid indolic de tip eburnan.

4.3. PREGATIREA MATERIALULUI VEGETAL

Pregatirea extractelor vegetale

Materialul vegetal uscat si maruntit a fost extras cu alcool etilic: solutiile alcoolice extractive
40%, 70%, 96% obtinute din frunza si tulpina plantei Vinca minor au fost preparate conform
Farmacopeei Romane editia a X-a (F.R. X.). Acest proces a implicat maruntirea a 10 g produs
vegetal din frunza si tulplina plantei Vinca minor L., peste care s-a adaugat alcool etilic de
concentratie 40%, 70% si respectiv, 96% pana la 100 mL (Raport 1:10). Extractele au fost lasate
timp de 10 zile in conditii optime, ferite de lumina si umiditate, la loc ricoros. In perioada celor 10
zile, extractele au fost atent supravegheate si agitate de 2-3 ori pe zi. La final, acestea au fost filtrate
cu ajutorul unor filtre din tesaturd de bumbac pentru a putea fi separate de materialul vegetal.

Lichidul colectat la filtrare a fost depozitat Tn recipiente sterile, inchise la culoare.
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4.4.1. VALIDAREA METODEI HPLC DE DETERMINARE A VINCAMINEI
DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Aceastd cercetare reprezintd un studiu original si complex, in literatura de specialitate
neexistand date pentru analiza plantelor Vinca minor din Dobrogea. Tn acest sens s-a considerat
importanta validarea metodei HPLC de determinare a alcaloizilor indolici din produse vegetale

utilizand parametrii statistici pentu atestarea parametrilor de performanta comparativ cu legislatia

1n vigoare (SR I1SO 8466-1 2016), (ICH Q2A, 2003) si (ICH Q2B, 2005).

Rezultate

In Tabelul IV.9. sunt prezentate rezultatele pentru 10 probe supuse conditiilor cromatogafice
care au realizat picuri cromatografice specifice fiecarei concentratii. Fiecare determinare a fost
realizata in triplicat. In Tabelul IV.10. sunt prezentate ecuatia dreptei de regresie si coeficientul de
coreatie obtinut. In Tabelul IV.11. sunt reprezentate formule de calcul si rezultatele obtinute pentru
determinarea parametrilor de validare a metodei HPLC pentru vincamina.

Pentru calcul parametrilor statistici a fost folosit programul Microsoft Excel 2016 cu
urmatoarele specificatii. Parametrii statistici utilizati pentru validarea metodei de determinare a
vincaminei din produse naturale (planta Vinca minor) sunt:

v Specificitatea si Selectivitatea,

Liniaritatea si domeniul de liniaritate,

Precizia,

Acuratetea (exactitatea),

Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ),

Precizia intermediara si reproductibilitatea,

N N N N SN

Robustetea.
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Tabelul IV.11. Formule de calcul §i rezultatele obtinute pentru determinarea parametrilor

de validare a metodei HPLC pentru vincamini

Parametrul de validare

Formula de caleul

Fezultate obtinute

Interceptul A

Ordonata la origine (sau interceptul), e refera la valoarea y=A+Bx A= -31728
marimii de iezire ahuncl cind marimea de intrare este 0 51
caracterizeazi martorul caleulat al reactivilor
Panta B, panta de regresie a dreptei, se refera la schimbarea E=7516,1123
semnificativd a raspunsulu analitic la o modificare mick a
concentrafiel de analit @1 caractenzeard sensibilitatea
- . - ] Media, =273.5
Media valorilor pentru x 51 pentru o A_P Media , = 1408382
N=10 probe citite Ap = T4
e . — 5=781,71372
T - ap
Abaterea standard §= ¥y -1
F: iva 100 =0, 7
Abaterea standard relativa RSDY, = s+l R5D 0,55075
Ap
Repetabilitatea B R% = 2ZR5D% % =1,5609 %
Covariant DT
wvarianta o Exy = 5, =2.24200
= n—1
Abaterea  standard pentru populata  wvalonlor lm =
reprezintd misura absolutis a preciziel metodel Aceasta . (Exy? S w=2970073
permite  evaluarea calitdfin  manopersl  anahtice la DEEE —_
prepararea solutitlor etalon; este ercarea infrodusd la 5 = n—1
trasarea curbel de etalonare 31 face parte din bugetul de
incertitudini al metodei.
Abaterea standard pentru populata wvalonlor lm
reprezintd dispersia valorilor masurate in jurul dreptei de . (Eyiye 8, =1333342
regresie lintard; este un mdicator de performantd care Eyi- =
descrie acuratefea etalonfrii. 5y = n—1
Coeficientul de corelatie I Sy T, =0,9908
¥ 7 55,
s-ll
|W 5p=73,131373
Abaterea standard pentru infreaga populatie a valorilor = |%
Y n-

Tabelul TV.9. Valorile concentratiilor si ariile Tabelul TV.10. Domeniul de liniaritate
picurilor realizate pentru N=10 probe si coeficientul de corelatie realizat in ecuatia
dreptei de regresie.
Concentratia
vincaminei
(=0
pg/m | Aria medie
Nr. proba L (y1)
1 10 4310 Coeficientul Domeniul | Ecuatia dreptei de
2 25 12450 de corelatie de regresie
3 50 25108 . liniaritate
4 100 51120
5 200 103143 0.9998 10-600 v=516.11x -322.92
6 300 155110 pg/mL
7 400 207120
8 500 259110
g 550 285111
10 600 305800
Me 140833
die 273.5 .8
n = 10
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4.4.2. APLICAREA METODEI HPLC IN SEPARAREA CANTITATIVA A
ALCALOIZILOR CU INEL INDOLIC DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Pana in prezent, cel mai valoros alcaloid din punct de vedere farmacologic existent in planta
Vinca minor este vincamina, care prezintd o activitate vasodilatatoare cerebrald pronuntati. in
literatura de specialitate existd putine studii privind analiza celorlalti alcaloizi indolici prezenti In
aceastd plantd. In acest sens s-a considerat importantd identificarea continutului de alcaloizi cu
nucleu indolic pentru probele din frunza si tupina plantei Vinca minor.

Rezultate

In Tabelul IV.18. sunt prezentate rezultatele obtinute in urma analizei cromatografice pentru

probele din frunza si tulpina plantei Vinca minor.

Tabelul IV.18. Rezultatele obtinute tn analiza cromatograficA pe probele din frunza i tulpina
B Adealoizi din frunze

plantei Vinca minor B oz din upina

Nrtt, Continutul de alcalozi 40
Alcaloizi Tr k 10
Min Frunza Tulpina %
ng/ml ng/ml " '.
Vincamina 7| 261 | 491820027 | 15880003 ,.
| 2 3 :

1 1 Vincamina
- 1 Eburmamonin

2 Eburnamonina 1,7 571 | 16070,001 - ‘1FD1':35 —
3 12 188 ] 1006 | 17970009 | 3230034 [

f . Cqe incaminorena

Dehidroaspidospermidin

Vicaminoreina | 25,6 | 1994 | 2128=0004 | 570001

5 paclitaxel S §3000 83000

In Fig. 4.13. si 4.14. sunt prezentate cromatogramele obtinute pentru probele din frunza si

tulpina plantei Vinca minor.

1.13eS5 1 1.13e5 1
.:é S 00«3 i S0k [:}
- UL e B 3 - /\ 4
SSSSS : 10 s 20 2s ’ b - © z‘;‘ima min.
Time min_
Fig. 4.13. Cromatograma obtinuta pentru Fig. 4.14. Cromatograma obtinutd pentru
frunza plantei Vinca minor tulpina plantei Vinca minor
1-praclitaxel 1-praclitaxel
2-Vincamina 2-Vincamina
3-Eburnamonina 3-1,2-Dehidroaspidospermidina
4-1,2-Dehidroaspidospermidina 4-Vincaminorein

5-Vincaminoreina
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4.43. STUDIUL SPECTROFOTOMETRIC AL EXTRACTELOR VEGETALE
OBTINUTE DIN FRUNZA SI TULPINA PLANTEI VINCA MINOR L.

Studiul spectrofotometric al extractelor vegetale alcoolice obtinute din frunza si tulpina

plantei Vinca minor a fost efectuat utilizand metoda spectrofotometrica UV-VIS. Pentru aceasta

analiza s-a utilizat un spectrofotometrul cu fascicul dublu de tip VWR UV-630PC.

Rezultate

In Fig. 4.17. si 4.18. sunt redate spectrele suprapuse de absorbtie in UV-VIS obtinute pentru

probele de extracte alcoolice realizate din frunza si tulpina plantei Vinca minor.

Absorbanta (Abs)

Lungimea de unda (nm)

Fig. 4.17. Spectrele suprapuse de absorbtie ale Fig. 4.18. Spectrele suprapuse de absorbtie ale
extractelor alcoolice de concentratie 40%, 70% si extractelor alcoolice de concentratie 40%, 70% si
96% obtinute din frunza plantei Vinca minor 96% obtinute din tulpina plantei Vinca minor

In Fig. 4.19., 4.20. si 4.21. sunt redate spectrele unice pentru probele de extracte alcoolice de

concentratie 40% (Fig. 4.19.), 70% (Fig. 4.20.) si 96% (Fig. 4.21.) obtinute din frunza plantei Vinca
minor.

Fig. 4.21. Spectrul de absorbtie al

Flg 4.19. Spectlul de absorbtie al Flg 4.20. Spectrul de ﬂbSOIb!Zie al rulti aleoolic d < 06
extractului alcoolic de concentratie 40% din extractului aleoolic de concentratie 70% din extractulut aleoolic de concentrafie 967
frunza plantei Finea minor frunza plantei Vinca minor

din frunza plantei Finca minor
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4.5.1. DETERMINAREA COMPOZITIEI MINERALE A PLANTEI VINCA MINOR

Compozitia minerald a materialului vegetal (frunza si tulpina) al plantei Vinca minor poate
constitui un punct de plecare in dezvoltarea cercetarilor noastre. Plantele pot absorbi metalele
toxice, care se pot indrepta citre corpul uman prin prepararea medicamentelor si pot provoca
pericole grave pentru sanitatea vietii umane. In consecinti, controlul concentratiilor de metale din
plante este o problema importanta pentru a asigura calitatea vietii.

Masuratorile spectrometrice au fost realizate folosind un spectrometru de absorbtie atomica
echipat cu un sistem de corectie de fond continuu, cu lampi cu catod cavitar corespunzatoare
metalelor determinate, un dispozitiv/lampi si un ansamblu nebulizator-arzator pentru flacara aer-
acetilend (ContrAA 700 Analytic Jenna).

Pentru exprimarea concentratiilor metalelor in mg metal/kg proba, a fost aplicatd ecuatia
(4.2):

VbXC

Concentratie metal (mg/Kg proba) = 4.2)

m proba

unde:
e Vb= volumul balonului cotat in care s-a preparat solutia probei (50 mL);
e c= concentratia metalului citita (mg/L);
® Mpoba-0,50.

Rezultate

Rezultatele obtinute pentru analiza compozitiei minerale a materialului vegetal studiat din

planta Vinca minor, sunt prezentate in Tabelul 1V.20.

Tabelul TV.20. Concentratia metalelor (mg/kg) in probele din planta studiata

Nr. Metal Concentratia metalelor in Concentratia metalelor in
crt. tulpina plantei Finca minor L. frunza plantei Finca minor L.
(mg'kg ) (mg/kg)

1. K <DL <DL

2. Ca 4896+0.02 25640+3

3. Mg 871,4+0,03 1436,2+1

4. Na 1293.2+0,01 874.,20=x1

5. Fe 192,34+0,02 620.80+3

6. Mn 92.34+0.,01 296,00+1

7. Cd <DL =DL

8. Cu 8.65=0,01 1.40+0.01

9. Pb <DL =DL

10. Ni <DL =DL

11. Zn 40,8+0,02 64,85+0,01

* Fiecare valoare ariitati este valoarea medie + abatere standard
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4.5.2. DETERMINAREA CONTINUTULUI TOTAL DE POLIFENOLI

In acest studiu a fost identificat si determinat continutul total de fenoli prin metoda Folin-
Ciocalteu a extractelor alcoolice de concentratii diferite: 40%, 70%, 96% (T40, T70, T96, F40,
F70, F96) obtinute din frunza si tulpina plantei Vinca minor. Mecanismul de baza al acestei metode
este reprezentat printr-o reactie de oxidare/reducere, in care ionul metalic este redus, iar gruparea
fenolica este oxidatd. Pentru a calcula concentratia fenolilor totali, exprimata in mg de acid galic

(GAE) pe 100 g de material vegetal uscat, a fost aplicata ecuatia (4.4):

Vexex5

TPC (mg GAE/100g) = (4.4)

Vixmproba

Unde, c reprezinta concentratia (mg/L) citita pe curba de etalonare, Vr este volumul de extract
alcoolic filtrat al fiecarei probe, Vi este volumul de proba adaugat in balonul cotat de 50 mL pentru
efectuarea determindrii iar mppq este masa de material vegetal uscat (frunza si tulpina) supus
macerarii.

Rezultate si discutii

In urma analizei, au fost obtinute urmatoarele valori pentru continutul total de polifenoli,
pentru fiecare extract analizat, prin aplicarea formulei de la ecuatia 4.4. Aceste valori sunt

reprezentate in Tabelul 1V.21.

Tabelul IV.21. Concentratia fenolilor totali (TPC) in extractele etanolice obtinute din frunza si

tulpina plantei Vinca minor L.

TPC mg GAE/ 100 g probi Proba TPC
396250 mg GAE/100 g pv

- 311250
- T40 3112,50
= 153500 151350 173750 T70 3962,50
. I -I l 81250 T96 1525,00
” I F40 1512,50
T om om om om m F70 1737,50
F96 812,50
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Continutul total de polifenoli al extractelor alcoolice obtinute din tulpina si frunza plantei
Vinca Minor L., cuprins intre 812,50 mg/100g pv si 3962,50 mg/100g pv este in concordanta cu
literatura de specialitate (Nishibe S., 1996; Grujic M.S., 2014). In cazul extractelor alcoolice
obtinute din tulpina plantei Vinca minor L., cea mai mare concentratie de polifenoli totali a fost
gasitd in extractul alcoolic 70%., urmat de extractul alcoolic 40% si extractul alcoolic 96%. In ceea
ce priveste extractele alcoolice obtinute din frunza plantei Vinca minor L., concentratiile de

polifenoli au fost cuprinse intre 812,50 mg/100g pv si 1737,50 mg/100g pv.

CAPITOLUL 5
REALIZAREA UNOR FORME FARMACEUTICE SEMISOLIDE
FOLOSIND EXTRACTE NATURALE DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Capitolul 5 al acestei teze a avut ca obiectiv dezvoltarea si caracterizarea farmacotehnica a
unor formulari farmaceutice cu aplicatie topica, continand alcaloizi indolici extrasi din planta Vinca
minor L., in asociere cu alte substante de origine vegetala ce prezinta actiune antiseptica,
antimicrobiana si regeneranta. Pentru a extrage compusii indolici din frunza si tulpina plantei Vinca
minor s-au realizat extracte alcoolice, care au fost Tncorporate in preparatele semisolide.

Astfel, am conceput si preparat 12 noi formulari farmaceutice utilizand solutii alcoolice
extractive din frunza si tulpina plantei Vinca minor. Controlul calitatii acestor preparate a vizat
analiza proprietatilor fizico-chimice, determinarea pH-ului, determinarea caracterelor reologice si

determinarea capacitatii de etalare a acestor formulari.

5.4.1. REZULTATE PRIVIND CARACTERISTICILE ORGANOLEPTICE

Dupa finalizarea procesului de preparare a formelor farmaceutice studiate, probele din cele
12 formuldri farmaceutice obtinute au fost supuse analizei organoleptice pentru a se determina
aspectul, consistenta, culoarea si mirosul. Cele 12 formulari farmaceutice obtinute: P1-P12 au
prezentat un aspect omogen, translucid, culoarea alb sau alb-verzui si mirosul carateristic
componentelor, rezultate ce se incadreaza in limitele impuse de F.R. X. referitoare la consistenta
si omogenitate. In Fig. 5.10 si 5.17 sunt prezentate 2 dintre cele 12 preparate semisolie dezvoltate

n acest capitol.
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Fig. 5.10. Aspectul, culoarea si consistenta Fig. 5.17. Aspectul, culoarea si consistenta
preparatului P3 preparatului P10

5.4.2. DETERMINAREA VARIATIEI pH-ULUI

Pentru toate cele 12 formulari farmaceutice preparate anterior s-au efectuat masuratori de
pH. pH-ul reprezintd un parametru fizico-chimic prin care se exprima continutul de acizi sau baze.
Valoarea pH-ului preparatelor farmaceutice destinate administrarii topice este importanta deoarece
aceasta este corelata cu pH-ul pielii. Determinarea pH-ului s-a realizat cu ajutorul unui pH-metru
multiparametric. Echipamentul de lucru a fost Hanna instruments care a permis inregistrarea
valorilor de pH pentru fiecare formulare farmaceutica.

Fig. 5.20. prezinti variatia valorilor pH-ului a celor 12 formuliri farmaceutice. In urma
masuratorilor, aceste preparate au avut un pH cuprins in intervalul 5,4-6,75, apropiat de pH-ul
fiziologic al pielii, Tncadrandu-se totodatd in limitele prevazute de farmacopee conform

monografiei Unguenta: 4,5-8,5. Fiecare determinare a fost realizata in triplicat.

VARIATIA pH-ULUI
672 6.74 6,25 6.75 6.45 6.75
G.25 . 6511 o
a
P1 P2 P3 P4 PS5 PB Py PE Pa P10 P11 P12

TIPUL FORMULARILOR

pH

SR NWEOOY®

Fig. 5.20. Variatia valorii pH pentru formularile semisolide P1-P12
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5.4.3. REZULTATE PRIVIND DETERMINAREA CAPACITATII DE INTINDERE

Pentru efectuarea controlului capacitatii de intindere a celor 12 formulari farmaceutice
preparate anterior, s-a utilizat metoda P. Ojeda-S. Arbussa. Rezultatele obtinute conform acestei
metode au fost prelucrate grafic. Diferentele existente intre cele 12 formulari farmaceutice
preparate, sunt evidentiate in Tabele V.8., V.9., V.10., V.11.

Rezultatele obtinute in cadrul determinarii capacititii de intindere atestd consistenta
corespunzatoare a fiecarui preparat, valori ce difera intre ele datorita influentei extractelor alcoolice

vegetale obtinute din frunza si tupina plantei Vinca minor si a celorlalte substante din compozitia

preparatelor.

Tabelul V.8. Studiul comparativ privind capacitatea de Intindere a preparatelor P1, P3, Tabelul V.9. Studiul comparativ privind capacitatea de intindere a preparatelor P7, P9,

P5 P11
. - Capacitatea de intindere
Capacitatea d« tind . . s
apacifates de mbmder < _70 Preparate cu extracte hiroalcoolice din frunza

Preparate cu extracte hiroalcoolice din tulpina
50 100
39,12 46,89
48,6
or

P
= PO
=P11
Tabelul V.10. Studiul comparativ privind capacitatea de intindere a preparatelor P2, P4, Tabelul V.11. Studiul comparativ privind capacitatea de intindere a preparatelor P8, P10,
P6 P12
Capacitatea de intindere E Capacitatea de intindere la
@ preparate cu extract din frunza si ZnO

Preparate cu extracte hiroalcoolice din tulpina ZnO

E 60
N 50 100 150 200
37,96 26,83 28,29 51,28
43,24 53,47

oxlal 23,52 57 wP12 3492 4125 505 56,21
Forta gravitationals (g)

Ps 31,66

50 100 150 200
36,63 39,75 24,28
189 4579 5266 9.08

CAPITOLUL 6
STUDII COMPARATIVE PRIVIND CARACTERUL REOLOGIC Al
FORMULARILOR FARMACEUTICE CU APLICATIE TOPICA
OBTINUTE

Preparatele farmaceutice realizate de noi au fost studiate pentru evidentierea incarcaturii

ionice, a pH-ului si temperaturii, parametrii ce intervin in procesul de realizare a emulsiilor finale.
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In cadrul acestui capitol vor fi prezentate studiile efectuate pentru formulirile finale pentru a

evidentia comportarea reologica In vederea caracterizarii stabilitatii acestora.

6.3. REZULTATE SI DISCUTII

In urma masuratorilor reologice (citirilor de vascozitate la diferite viteze de rotatie, in crestere
si descrestere), au fost calculate gradientul de viteza si tensiunea de forfecare. Construirea
reogramelor si a curbelor de curgere s-a efectuat pentru valorile medii obtinute ale parametrilor
reologici. Citirile de vascozitate aparentd mn (cP) au fost efectuate in triplicat la cresterea si
descresterea vitezelor de rotatie @ (rpm). Calculele celorlalti parametrii au fost efectuate in
programul Microsoft Excel 2016.

In continuare vor fi prezentate rezultatele obtinute pentru doud dintre formularile
farmaceutice preparate de noi in capitolul antrior: P3 (preparat pe baza extractului 70% obtinut din
tulpina plantei Vinca minor) si P10 (preparat pe baza extractului 70% obtinut din frunza plantei
Vinca minor si oxid de zinc).

Pentru preparatul P3 care contine in compozitie extract alcoolic 70% din tulpina plantei
Vinca minor, valorile medii obtinute din masuratorile reologice sunt prezentate in Tabelul VI.6.

In Fig. 6.9. este prezentati curba de curgere a preparatului P3. In Fig. 6.10. este redata grafic
reograma preparatului P3, iar in Fig. 6.11. este regasita liniarizarea parametrilor curbei de curgere.

Se constatd ca preparatul P3 prezinta caracter de fluid nenewtonian, avand comportare
psudoplastica, iar liniarizarea curbei de curgere este foarte bund. Din analiza statistica efectuata a
parametrilor reologici pentru modelul Ostwald de Waele (Tabelul V1.8.), preparatul P3 prezinta
indicele mediu de curgere n cu valoarea 0.706 < 1 si coeficientul de corelatie mediu cu valoarea de
0.9979.

Tabelul V1.8. Parametrii reologici ai modelului Ostwald de Waele pentru preparatul P3

K n R
Parametru Indice de consistenta Indice de curgere Coeficient de corelatie
Testul 1 11.315 0.7016 0.9978
Testul 2 11.307 0.6997 0.9979
Testul 3 11.412 0.7185 0.9981
Medie 11.34466667 0.7066 0.997933333

DS 0.058449408 0.010349396

CV(%) 0.515214859 1.464675363
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Tabel VI& Valorile medii obfinute in urma
masuratorilor reologice pentru preparatul cu extract
alcoolic 70% din tulpina plantei Finca minor (P3) Curba de curere P3
DiED| ncP) | 1(mPa) Inn InD 150000
1.02 105100 | 107984 | 11.5868 | 0.019%
1.36 79400 | 111984 | 11.2823 | 03075 EU‘ 100000 |*
1.7 72800 | 119760 | 11.1955 | 0.5306 =
2.04 68000 | 123780 | 11.1273 | 0.7129 50000
3.4 55400 | 138720 | 109223 | 12238 ""--..
4.08 52000 | 188380 | 10.8590 | 14061 0
6.8 40175 | 212180 | 10.6010 | 1.9169 0 10 20
10.2 35852 | 301920 | 104871 | 23224 DY
17 35164 | 351900 | 104678 | 2.8332
17 33000 | 351870 | 9.6158 | 28332
10.2 30800 | 314160 | 103353 | 23224
6.8 36800 | 250240 | 105133 | 19189 Fig. 6.9 Curba de curgere pentru preparatul
4.08 42000 | 175032 | 11.0666 | 14061 P3
3.4 46700 | 158780 | 109515 | 12238
2.04 57200 | 116688 | 11.0543 | 07129
1.7 63500 | 111350 | 11.2098 | 0.5306 Reograma P3
1.36 79500 | 108120 | 11.2835 | 03075 20
1.02 105100 | 107202 | 11.5627 [ 0.019%
15 ‘x
P3 gﬂ / j
114 =-0.2984x + 11.315
11.2 h"“-m.._\ ! R*=0.9978 . /
_11 - -
S ~__ L
10.6 T~ 0 200000 400000
104 T~ T (mPa)
0.0000 0.3000 1.0000 1.5000 2.0000 2.5000 3.0000
InD
Fig. 6.11. Liniarizarea parametrilor reclogici pentru preparatul P3| Fig. 6.10. Reograma pentru preparatul P3

Pentru preparatul P10 care contine extractul alcoolic 70% obtinut din frunza plantei Vinca
minor si ZnO, rezultatele medii obtinute pentru parametrii reologici sunt prezentate in Tabelul
VI1.19. Vascozitatea a Tnregistrat valori cuprine intre 8400 cP si 102900 cP. Marirea intervalului se
datoreaza adaugarii ZnO in compozitia preparatului P10. In mod analog, in ceea ce priveste

tensiunile de forfecare, pentru preparatul P10 s-au nregistrat valori cuprinse intre 193016 mPa si

399600 mPa.

Curba de curgere si reograma preparatului P10 sunt reprezentate in Fig. 6.30. si respectiv,

6.31., iar liniarizarea parametrilor de curgere redata in Fig. 6.32.

Din analiza statisticd a parametrilor reologici ai modelului Ostwald de Waele (Tabelul
VI1.21.), pentru preparatul P10 s-au obtinut urmatoarele valori: indicele mediu de curgere n =
0.4038 < 1, iar coeficientul de corelatie mediu =0.9972.
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Fig. 6.30. Curba de curgere pentru preparatul P10

Tabel VI.19. Valorile medii obfinute in urma
maésuritorilor reologice pentru preparatul cu extract
alcoolic 70% din frunza plantei Vinca minor s1 Zno

(P10}

D(s™ n(cP) | t(mPa) lnm InD
2.04 102900 193016 11.54 0.71
3.4 50900 229060 10.84 1.22
4.08 36700 259736 10.51 141
6.8 25900 306120 10.16 1.92
10.2 19200 345840 9.86 232

17 13900 376300 9.54 2.83

204 12000 384800 9.39 3.02

34 8400 399600 9.04 3.53

34 8800 399200 9.08 3.53

204 18300 353320 9.81 3.02
17 24500 336500 10.11 2.83
10.2 36600 293320 10.51 232
6.8 46100 233480 10.74 1.92
4.08 62300 214184 11.04 141
2.04 97900 193716 11.49 0.71
= P10 0.5956x + 11.841
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Fig. 6.31. Reograma pentru preparatul P1

Tabelul VI1.21. Parametrii reologici ai modelului Ostwald de Waele pentru preparatul P10

K n R
Parametru | Indice de consistenta Indice de curgere Coeficient de corelatie

Testul 1 11.841 0.4044 0.9976

Testul 2 11.654 0.495 0.998

Testul 3 11.995 0.312 0.996

Medie 11.83 0.4038 0.9972
DS 0.170765922 0.091501475
CV(%) 1.443498915 22.66009792

Referitor la incadrarea rezultatelor intr-un model reologic se constata ca toate preparatele P3
si P10 sub forma de emulsii de tip L/H respecta modelul Ostwald de Waele (cu respectarea legii
puterii), cu indice de curgere n<l, in cazul ambelor formuldri. Astfel se confirma faptul ca

preparatele prezintd comportament de fluide pseudoplastice iar vascozitatea aparentd scade cu

cresterea vitezelor de forfecare.
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CAPITOLUL 7
STUDII COMPARATIVE PRIVIND PROPRIETATILE
ANTIOXIDANTE ALE EXTRACTELOR ALCOOLICE VEGETALE DIN
FRUNZA SI TULPINA PLANTEI VINCA MINOR L. ST A UNOR
FORMULARI FARMACEUTICE OBTINUTE

Obiectivul studiului. Obiectivul principal al prezentului studiu il reprezintd analiza
capacitatii antioxidante totale realizata pe extractele vegetale din frunza si tulpina plantei Vinca
Minor, obtinute in alcool de diferite concentratii si determinarea proprietdtilor antioxidante a
formularilor farmaceutice semisolide cu aplicatie topica realizate de noi in Capitolul 5 al tezei de
doctorat. Activitatea antioxidanta a extractelor vegetale din frunza si tulpina plantei Vinca Minor,
obtinute in alcool de diferite concentratii: 40%, 70% si 96%, a fost testatd prin doud metode:

e Metoda de captare a radicalilor 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl-DDPH (Takao T., 1994)

e Metoda prin fotochemiluminescenta

7.1.1. STUDIUL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A EXTRACTELOR VEGETALE
ALCOOLICE OBTINUTE DIN PLANTA VINCA MINOR L. UTILIZAND METODA DE
CAPTARE A RADICALILOR 2,2-DIPHENYL-1PICRYLHYDRAZYL-DDPH

Determinarea activitdtii antioxidante prin metoda DPPH reprezintd o metoda simpld ce
utilizeaza un spectrofotometru UV de rezonantd paramagneticd. Metoda de lucru implica
neutralizarea radicalului DPPH cu virajul de culoare al acestuia masurat la 517 nm, prin donarea
de electroni a antioxidantilor. Activitatea antioxidanta este pusd 1n evidenta prin decolorarea
solutiei.

In ecuatia (7.1) este prezentata formula de calcul pentru determinarea capacitatii de captare

a radicalilor DPPH.

: A in control— A -
% Capacitatea de captare = (& 4517 din controt= M1y dinprova) o 1) (7.1)

A As17 din control

Rezultate si discutii

Comparand rezultatele obtinute prin testarea capacitatii de captare a radicalilor DPPH pentru
extractele obtinute din frunza si din tulpina plantei Vinca minor s-a constatat o capacitate de captare
mai ridicatd 1n cazul extractelor obtinute din frunza acestei plante, ceea ce indicd prezenta unui

continut mai ridicat de compusi cu actiune antioxidanta.
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Fig.7.2. Variatia capacitifii de captare a extractelor alcoolice de concentratie 40%, 70%,

Fig.7.3 Variatia capacititii de captare a extractelor alcoolice de concentratie 40%, 70%,
96% obtinute din frunza plantei Finca minor L.

96% obtinute din tulpina plantei Finea minor L.
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Fig.7.4. Variatia capacititii de captare pentru fiecare proba de extract alcoolic vegetal
obtinut din frunza gi tulpina plantei Vinca minor L. la diferite concentratii din proba de
analizat

7.1.2. STUDIUL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE AL EXTRACTELOR
VEGETALE ALCOOLICE OBTINUTE DIN PLANTA VINCA MINOR L. SI A UNOR
FORMULARI FARMACEUTICE UTILIZAND METODA PRIN
FOTOCHEMILUMINESCENTA

Metoda prin fotochemiluminescenta utilizeaza tehnica prin fotochemiluminescenta
incorporata in sistemul Photochem. Utilizdnd aceastd metoda, antioxidantii solubili atat in apa cat
si in lipide pot fi masurati rapid, In cateva minute, iar prepararea probelor nu este una laborioasa.
(Negreanu-Pirjol T., 2012)

Capacitatea antioxidantd totald (TEAC) a fost studiatd utilizdnd metoda prin
fotochemiluminescenta, pentru 6 extracte alcoolice vegetale de concentratii diferite obtinute din
planta Vinca minor (3 extracte din tulpina plantei Vinca minor obtinute in alcool de concentratie
40%, 70%, 96%: T40, T70, T96 si 3 extracte din frunza plantei Vinca minor obtinute in alcool de
concentratie 40%, 70%, 96%: F40, F70, F96).

Rezultate
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Tabelul VIL3. Rezultate obtinute pentru capacitatea antioxidanta pentru solutii diluate de

. ) ) ) extracte alcoolice de concentratie 40%. 70% si 96% obtinute din frunza si tulpina plantei Finca
Tabelul VII.4. Rezultate obtinute pentru Capacitatea Antioxidantd Totald (TEAC) realizati

minor
de preparatele farmaeutice semisolide (P3, P4, P9, P10) obtinute pe baza extractelor alcoolice Probé | Volmde | Timpde Echitvalent unitit )
Extract probé analizd Inhibitia | Trolox (nmol/ velum Concluzii
] H H H 5 alcoolic utilizat (zecunde) proba)
0% din frunza 51 tulpina plantet Vinca minor vegeal L)
- - - - - T40 5ol Prezinta imbibige 5 TEAC
Probé \-olmn\de Timap de analiza B Ed’-“ lent . stoc 5 120 0978 3743 prea ridicati, depiseyte curba
proba (secunde) | Inhibifia | unitati Trolox Concluzii etalon
utilizat (nmol/ volm T 40 dilutie Prezinté inhibitie i TEAC
()ﬂ.] pmbi) 1:10 3 120 0.7119 3.606 prea ridicatd, depéseste curba
— etalon
i Preinti inhibitie dar T40 dilaie 10 0363 307 Prezinta mhibige 1 TEAC
Pisol 3 120 0,943 3304 rezultat] TEAC nu se 1:100 5 Soarte buni
stoc incadreazi i rwha F40 sol. Prezinti inhibitie ti TEAC
etalon stoc 5 120 0.995 3.750 prea ridicata, depéseste curba
— n — etalon
- 5 = B -
P dilufie J 120 0443 1539 Preginté imhibife 51 FA0 dilufie V1] 1236 1768 Frezints miibige & TEAC
1:100 TEAC i 1:100 5 foarte buna
Pd zol. ] 120 0,189 0,388 Prezint? inhibitie i T70 sol. Prezinté mhibige 51 TEAC
stac TEAC mai scazuth stoc 3 120 0.972 3741 prea ndiuliewdepé;e§te curba
——— o
A Prezint? inhibitie dar T70 dilufie 3 120 0183 7567 Prezintt inbibige 5 TEAC
P 3ol shoc 3 120 0,894 3410 tezultaful TEAC mu se 1100 foarte buns
Tncadreazi pe curba F70 sol. Prezint inbibige 5 TEAC
etalon stoc 3 120 0.993 3752 prea ridicata, d.i[:]'asegta curba
P9 dilutie i 120 0275 0,692 Prezint inhibifie 51 70 dioge Precitd imhibiie T TEAC
1:100 TEAC bma 1100 5 120 074 3,600 prea ridicats, depiseste curba
Pl0sol ] 120 022 0312 Prezint? inhibitie 51 _ _ claln
stoc TEAC mai seazuts FI0 dilutie ) Prezintz 1:nh1b1,ne s TEAC
1200 3 120 0.107 2014 foarte buna la dilufia cea mal
ridicatd
T36 sol. Prezinta inhibitie dar
stoc 5 120 0.960 3186 rezultatul TEAC nu se
incadreazi pe curba etalon
"T08 dilufie 3 120 0407 1547 Prezintt imhibige & TEAC
1:100 bund
F96 sol Prezinta inhibitte dar
stoc 5 120 0.992 2973 rezultatul TEAC nu se
incadreazi pe curba etalon
06 dilugie 3 120 0315 7380 Prezinta mhibige 5 TEAC
1:100 foarte bund

CAPITOLUL 8
STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA
A EXTRACTELOR ALCOOLICE VEGETALE DIN SPECIA VINCA
MINOR L. SI A PREPARATELOR FARMACEUTICE OBTINUTE PE
BAZA ACESTOR EXTRACTE

Scopul acestui studiu a constat in identificarea si evaluarea potentialului antimicrobian
natural al unor compusi biaoctivi din extracte alcoolice vegetale, in variante diferite de concentratie
in alcool etilic (40% si 70%), din frunza si tulpina plantei Vinca minor, precum si valorificarea
eventualelor proprietdti antimicrobiene naturale ale extractelor obtinute in diferite preparate cu

aplicatie topica.
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8.1. STUDIUL ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A EXTRACTELOR
ALCOOLICE VEGETALE OBTINUTE DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Evaluarea cantitativd a activitatii antimicrobiene s-a realizat printr-o varianta a metodei
difuzimetrice Kirby-Bauer, 0 metoda simpla si rapida ce permite determinarea spectrului de
sensibilitate/rezistentd la antibiotice a microorganismului, variantd in care microtabletele cu
antibiotice clasice au fost inlocuite cu cantitati de 5 pL si respectiv 7 uL din probele de testat,
dispuse prin micropipetare pe suprafata mediului PCA inoculat cu microorganismul de testat.
Aceasta metoda a fost folosita atat pentru extractele obfinute din tulpina, cat si pentru cele obtinute
din frunza plantei Vinca minor.

Rezultate

In Fig. 8.8., 8.9. si 8.10. este reprezentat studiul comparativ al activitatii antimicrobiene al
extractelor alcoolice vegetale de concentratie 40% si 70% obtinute din frunza si tulpina plantei
Vinca minor, testate pe tulpini de S. aureus, E. coli si C. albicans. Se observa ca alcoolul etilic in
cocentratie de 70% utilizat in pregatirea extractelor reprezinta solventul cu cea mai mare putere de
extractie a compusilor cu activitate antimicrobiana, evidentiata prin aparitia halourilor de inhibitie
a cresterii microbiene (placile din dreapta pe figuri).

In figurile 8.11. si 8.12. sunt prezentate halourile de inhibitie formate in urma activititii
antimicrobiene exercitatd de extractele vegetale alcoolice de concentratie 70% obtinute din frunza

si tulpina plantei Vinca minor, pe tulpinile bacteriilor E. coli, S. aureus si C. albicans.
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Fig. 8.8. Activitatea antimicrobiana a Fig. 8.9. Activitatea antimicrobiana a Fig. 8.10. Activitatea antimicrobiani a
extractelor vegetale alcoolice de concentratii extractelor vegetale alcoolice de concentratie extractelor vegetale alcoolice de concentratie
40% si 70% obtinute din frunza si tulpina 40% si 70% obtinute din frunza si tulpina 40% si 70% obtinute din frunza si tulpina

plantei Vinca minor L. pe S. aureus plantei Vinca minor L. pe E. coli plantei Vinca minor L. pe C. albicans
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8.2. STUDIUL ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A FORMULARILOR
REALIZATE CU EXTRACTE ALCOOLICE VEGETALE OBTINUTE DIN PLANTA
VINCA MINOR L.

In acest studiu a fost analizati activitatea antimicrobiana pentru 4 formuliri farmaceutice
destinate aplicatiei topice sub forma de emulsii de tip L/H, pe baza extractelor alcoolice vegetale
obtinute din planta Vinca minor L., n asociere cu alte substante naturale sau de sinteza care
prezinta activitate antimicrobiana proprie, pentru a spori efectul antibacterian.

Evaluarea cantitativa a activitatii antimicrobiene s-a realizat prin metoda difuzimetrica.
Pentru prepararea inoculului s-a utilizat metoda omogenizarii directe a coloniilor, constand in
omogenizarea in ser fiziologic steril (AFS) a 3-5 colonii de pe placa cu culturd de 18 ore, pentru
obtinerea unei turbiditati standardizate 0.5 McFarland. S-a insdmantat prin incorporare o placa de
PCA cu 1 mL suspensie bacteriand de 0.5 McFarland (1.5 x 108 ufc/mL). Dupa solidificare s-au
realizat godeuri de diferite diametre, in care s-au introdus gramaje din preparatele farmaceutice
analizate, respectandu-se conditiile de asepsie (¥= 9mm — 0.15 g preparat, @ =11mm - 0.20 g
compozit, @ =15mm - 0.40 g preparat). S-au incubat pentru 22 + 2 ore la 37°C. Dupa terminarea
perioadei de incubare, se observa si se masoard in mm diametrul zonei de inhibitie a cresterii
microbiene.

Rezultate

In acest studiu a fost analizata activitatea antimicrobiana pentru 4 formulari farmaceutice
destinate aplicatiei topice sub forma de emulsii de tip L/H, pe baza extractelor alcoolice vegetale
obtinute din planta Vinca minor L., in asociere cu alte substante naturale sau de sinteza care prezinta
activitate antimicrobiana proprie, pentru a spori efectul antibacterian.

In Fig. 8.17., Fig. 8.18. si Fig. 8.19. se observi ci cele 4 compozite semisolide preparate au
prezentat o activitate antimicrobiana bund pe tulpinile bacteriene de referintd S. aureus 25923
(Gram-pozitiva) si E. Coli ATCC 25922 (Gram-negativa) si ca preparatele P4 si P10 care prezinta
in plus in compozitia lor si oxidul de zinc, sunt singurele care au prezentat o actiune evidentd asupra

tulpinii de referinta C. albicans ATCC 10231.
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C. albicans .
S. aureus

Fig 8.17. Activitatea antimicrobiand a preparatelor P3, P4, P9 5i P10 . - R .
pentru C. albicans Fig. 8.18. Activitatea antimicrobiand a preparatelor P3, P4, P9 5i P10 Fig. 8.19. Activitatea antimicrobian a preparatelor P3, P4, P9 si P10

pentru S. aureus pentru E. coli

8.24. STUDIUL COMPARATIV AL EFECTULUI ANTIMICROBIAN AL
PREPARATELOR P3, P4, P9 SI P10 VERSUS EXTRACTUL VEGETAL BRUT iN
ETANOL 70%

Aprecierea comparativa a efectului antimicrobian al formularilor farmaceutice P3, P4, P9 si
P10, 1n care au fost incorporate extracte vegetale etanolice 70% din frunze si tulpini de Vinca,
conform formularilor descrise n Capitolul 5, s-a realizat cu testul ANOVA din procesorul statistic
IBM SPSS.

Desi, din Fig. 8.17, 8.18., 8.19. se observa ca preparatele P4 si P10, care contin in compozitie
in plus si oxidul de zinc, prezinta o activitate antimicrobiana crescutd comparativ cu P3 si P9, testul
ANOVA aplicat in cazul datelor experimentale a evidentiat diferente nesemnificative (P<0.001)
fatd de martor 1n cazul tuturor variantelor experimentale analizate P3, P4, P9, P10.

In Fig. 8.23., 8.24. si 8.25 este redati reprezentarea grafici a mediei valorilor diametrelor
zonelor de inhibitie pentru cele 4 variante experimentale fata de martor in cazul tulpinei de referinta

Staphyloccoccus aureus ATCC 25923.
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Fig. 8.23. Eficienta efectullli antin?.icrobiaf'l :¢11 Fig. 8.24. Eficienta efectului antimicrobian al Fig. 8.25. Eficienta efectului aniimicl'c{bian al
preparatelor P3, P4, P9, P10 impotriva tulpinilor preparatelor P3, P4, P9, P10 fmpotriva p_reParatelnr PS,_PﬂL P9_. P10 impotriva
de Staphyloccoccus aureus ATCC 25923 tulpinilor de Escherichia coli ATCC25922 tulpinilor de Candida albicans ATCC 10231
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CAPITOLUL 9
CONCLUZII GENERALE

Pe baza rezultatelor obtinute in urma cercetarilor realizate prin studii originale cu un grad

avansat in cercetarea compusilor indolici din surse naturale, pe parcursul celor 5 capitole din partea

de contributii personale a tezei de doctorat, Se pot evidentia urmatoarele concluzii generale derivate

din fiecare capitol descris.

9.1. STUDII FIZICO-CHIICE COMPARATIVE PRIVIND COMPUSII INDOLICI

EXTRASI DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Natura reprezinta o sursa valoroasa de compusi biologic activi cu rol benefic pentru sdnatatea

organismului. Pornind de la potentialul terapeutic confirmat al plantei Vinca minor, considerata si

in literatura de specialitate ca fiind de interes farmaceutic, acest capitol prezinta rezultatele unor

studii specifice efectuate asupra unor extracte obtinute din planta Vinca minor, utilizate in

formularea unor noi preparate farmaceutice de uz topic:

>

Tn cadul acestui capitol a fost realizat un studiu fitochimic pentru incadrarea plantei Vinca
minor ca planta de interes farmaceutic, prin scoaterea in evidenta a raspandirii teritoriale a
tipurilor de specii si a claselor de alcalozi indolci prezenti in aceasta planta.

Au fost preparate 6 extracte alcoolice de concentratie diferita 40%, 70% si respectiv, 96%,
obtinute din frunza si tulpina plantei Vinca minor (3 extracte alcoolice din frunza si 3 extracte
alcoolice obtinute din tulpina plantei Vinca minor).

In urma analizei cromatografice HPLC a fost identificat si determinat continutul de
vincamind, in probele de extracte vegetale din frunza si tulpina plantei Vinca minor, din
arealul romanesc, zona Dobrogea. Pe baza studiului realizat prin evaluarea parametrilor
statistici utilizati, metoda HPLC a fost validati. In cazul determinarii preciziei si acuratetei,
metoda HPLC a obtinut rezultate foarte bune prin indeplinirea criteriilor atat pentru RSD%,
repetabilitate R%, cat si pentru bias (regasire), iar coeficient de corelatie obtinut r=0,9998, a
prezentat o liniaritate foarte buna.

Metoda HPLC validata a fost aplicata pentru determinarea alcaloizilor cu nucleu indolic:
vincamina, eburnamonina, 1,2-dehidroaspidospermidina si vincaminoreina din extractele

vegetale obtinute din frunza si tulpina plantei Vinca minor. In urma rezultatelor obtinute s-a
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constatat existenta unei cantitati mai mari de vincamind in extractele vegetale din frunza
(49,18 £ 0,027 ng/mL), fata de tulpina plantei studiate (15,88+ 0,003 ng/mL). Alcaloidul
eburnamonind a fost identificat cu un continut de 16,07 + 0,001 ng/mL doar in extractele
vegetale din frunza plantei Vinca minor. In ceea ce priveste alcaloidul indolic 1,2-
dehidroaspidospermidind, acesta a prezentat un continut mai mare in tulpind (32,5 + 0,034
ng/mL), fatd de frunza (17,97 £ 0,009 ng/mL), iar vincaminoreina a fost identificatd in
ambele extracte vegetale, cu un continut de 21,28 + 0,004 ng/mL in frunza si 5,7 + 0,001
ng/mL, in tulpind. Rezultatele au fost in concordanta cu datele din literatura de specialitate.

Rezultatele obtinute in urma analizei spectrofotometrice UV-VIS efectuata Tn acest capitol,
confirma structura compusilor indolici extrasi din planta Vinca minor L.

A fost analizata compozitia minerald a plantei Vinca minor utilizand metoda spectrala de
absorbtie atomica. Pentru frunza si tulpina plantei Vinca minor, a fost studiata concentratia
unor metale cum sunt plumbul, fierul si cuprul. In materialul vegetal studiat au fost
identificate si alte elemente cum sunt: calciu, magneziu, mangan, sodiu si zinc. in urma
rezultatelor obtinute, s-a constatat incadrarea concentratiilor unor metale toxice (Ni, Cd, Pb,
Cu) in limitele impuse de literatura de specialitate pentru aplicatii biomedicale, fapt ce
confirma ca planta Vinca minor constituie o materie prima naturala, curata si necontaminata
ce prezinta un potential ridicat pentru a fi utilizatd in industria farmaceutica pentru aplicatii
actuale si viitoare.

Deoarece continutul de polifenoli genereazd o activitate antioxidantd semnificativa, a fost
determinat continutul total de polifenoli al extractelor alcoolice vegetale obtinute din frunza
si tulpina plantei Vinca minor L. Concentratiile totale de polifenoli au fost separate utilizand
metoda Folin-Ciocalteu.

In urma rezultatelor obtinute, concentratiile totale de polifenoli au fost mai mari pentru
extractele alcoolice de concentratie 70% obtinute atat din frunza cat si din tulpina. Putem
afirma faptul ca alcoolul etilic in concentratie de 70% reprezintd solventul cu cea mai mare
putere de extractie a compusilor bioactivi.

S-a constatat existenta unui continut mai mare de compusi fenolici in extractele etanolice
obtinute din tulpina plantei Vinca minor (T40, T70, T96) decét in cazul frunzei (F40, F70,
F96), rezultat ce sustine activitatea antioxidantd mai mare a extractelor alcoolice obtinute din

tulpina acestei plante.
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>

Tn urma analizei parametrilor fizico-chimici asociata cu siguranta obtinuti in cazul profilului

de toxicitate, incadreaza planta Vinca minor in aria produselor naturale cu potential important

1n industria farmaceutica.

9.2. REALIZAREA UNOR FORME FARMACEUTICE SEMISOLIDE FOLOSIND

EXTRACTE NATURALE DIN PLANTA VINCA MINOR L.

Din necesitatea de a avea la dispozitie preparate farmaceutice cu aplicatie topicd, care sa

regenereze si sd cicatrizeze pielea, in cadrul acestui capitol au fost dezvoltate noi formulari

farmaceutice cu aplicatie topica care au In compozitie extractele alcoolice vegetale obtinute din

frunza si tulpina plantei Vinca minor, in asociere cu alte substante de origine vegetala si de sinteza,

in scopul obtinerii unui efect terapeutic imbunatatit.

>

Dezvoltarea acestor preparate semisolide destinate administrarii locale a avut la baza
numeroasele beneficii pe care compusii indolici extrasi din planta Vinca minor le evidentiaza
la nivel extern: contribuie la vindecarea ulceratiilor sangerande, plagilor deschise,
echimozelor, contuziilor, prin grabirea procesului de cicatrizare.

Compozitia acestor formulari topice a fost selectatd astfel incat sd asigure biocompatibilitate,
bioadeziune si un posibil efect terapeutic imbundtitit. Preparatele farmaceutice au fost
pregatite sub forma de emulsii de tip L/H sau H/L, avand in compozitie solutiile vegetale
alcoolice ca substante principale utilizate pentru efectul lor cicatrizant, antimicrobian,
asociate cu diferite substante care prezintd actiune farmacologica proprie.

Cele 12 noi formulari farmaceutice dezvoltate in cadrul acestui capitol au fost diferentiate
prin procentul variat de extract alcoolic 40%, 70%, 96% continut, dar si prin adaosul de oxid
de zinc, compus cu proprietati antiseptice si antimicrobiene in preparatele cu aplicatie topica.

Pentru fiecare preparat au fost stabilite proprietatile organoleptice, a fost determinat pH-ul si

capacitatea de intindere. Din analiza rezultatelor celor 12 formulari farmaceutice concretizate in

preparatele P1-P12, se pot trage urmatoarele concluzii importante:

>

In urma analizei proprietitilor organoleptice, rezultatele au confirmat fapul ci cele 12
preparate farmaceutice au fost omogene, translucide, cu miros caracteristic componentelor,
proprietdti ce corespund controlului calitatii.

Conform prevederilor din F.R. X, pH-ul s-a determinat potentiometric, folosind un pH-metru

Hanna Instruments. Fiecare testare a valorii pH-ului a fost realizata in triplicat, iar valorile
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rezultate in urma testarilor au fost in limitele admise prevazute de F.R. X. (4,5-8,5) fiind
totodata si apropiate de pH-ul fiziologic al pielii.

In ceea ce priveste analiza controlului capacititii de intindere a celor 12 formulari
farmaceutice preparate anterior, s-a utilizat metoda P. Ojeda-S. Arbussa. Din evaluarea
rezultatelor s-a evidentiat faptul ca toate cele 12 formulari farmaceutice preparate prezinta o
buna capacitate de intindere, influentata de prezenta extractelor alcoolice vegetale obtinute
din frunza si tulpina plantei Vinca Minor.

Pentru determinarea sigurantei, stabilitatii si eficientei terapeutice, in viitor, sunt necesare
studii suplimentare in vivo si in vitro, in vederea dezvoltarii unor noi preparate topice

comerciale utilizand solutii alcoolice extractive din planta Vinca Minor.

9.3. STUDII COMPARATIVE PRIVIND CARACTERUL REOLOGIC Al

FORMULARILOR FARMACEUTICE CU APLICATIE TOPICA OBTINUTE

Cunoasterea parametrilor reologici ofera informatii importante despre unele proprietati

fizico-chimice finale ale formelor farmaceutice cum ar fi stabilitatea, dar si pentru stabilirea unor

parametrii tehnologici utilizati in preformulare si formulare.

Studiul comportamentului reologic al celor 12 formulari farmaceutice obtinute in capitolul

anterior, a evidentiat urmatoarele concluzii importante:

>

Cele 12 formulari farmaceutice semisolide studiate au prezentat un comportament de fluid
nenewtonian, pseudoplastic, tixotrop.

Comportamentul reologic al celor 12 preparate respecta legea puterii datda de modelul
Ostwald de Waele.

Toate preparatele P1-P12 sub forma de emulsii de tip L/H sau H/L, luate in studiu, avand
caracter reologic, pseudoplastic si indicele de curgere n<l, au prezentat o scadere a
vascozitatilor aparente, odata cu cresterea vitezelor de forfecare.

In urma studiilor reologice efectuate au rezultat reograme care au evidentiat faptul ca toate
aceste preparate realizate cu extractele vegetale alcoolice luate Tn studiu, au prezentat tensiuni
de forfecare mai mari la scaderea tensiunii de forfecare, decat cele masurate la cresterea
vitezelor de forfecare, inregistrandu-se astfel bucle de histerezis. Preparatele P6 si P11 au
fost singurele care au facut exceptie de la aceasta constatare deoarece acestea au prezentat

cresteri ale tensiunilor de forfecare, odatd cu cresterea vitezelor de forfecare, fata de
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descresterea vitezelor. Acest fapt explica si aliura diferita a reogramelor pentru aceste
preparate cu continut de extracte vegetale obtinute in solutii alcoolice de concentratie mica
(40%).

In cadrul acestui capitol a fost efectuatd o analizi comparativa pentru probe din preparatele

P1-P6 obtinute din tulpini si P7-P12, obtinute din frunza plantei Vinca minor. Tn urma rezultatelor

obtinute, se pot trage urmatoarele concluzii:

>

Toate preparatele realizate cu extracte alcoolice vegetale din frunza plantei Vinca minor au
prezentat intervale de valori mai largi pentru toti parametrii reologici (vascozitate, gradient
de viteza si tensiune de forfecare), fata de cele realizate din tulpina plantei Vinca minor. Acest
fapt se datoreaza compozitiilor diferite in tipuri diferite de alcaloizi Vinca, obtinuti in extracte
alcoolice, la frunza fata de tulpind, pentru toate concentratiile de alcool comparative.
Adaugarea ZnO atét in formularea prepratelor realizate cu extracte vegetale din frunza cat si
la cele realizate din tulpina plantei Vinca minor, obtinute in concentratii mici de alcool (40%),
nu a influentat valorile obtinute pentru vascozitatea aparenta.

Adaugarea ZnO in cazul preparatelor cu extracte vegetale din frunza si tulpind realizate in
solutii alcoolice de concentratie 70% si 96%, a marit tixotropia preparatelor fata de cele care

nu au avut ZnO in compozitia acestora.

9.4. STUDII COMPARATIVE PRIVIND PROPRIETATILE ANTIOXIDANTE ALE

EXTRACTELOR ALCOOLICE VEGETALE DIN FRUNZA SI TULPINA PLANTEI
VINCA MINOR L. ST A UNOR FORMULARI FARMACEUTICE OBTINUTE

Din studiile efectuate in cadrul acestui capitol se pot trage urmatoarele concluzii:
Proprietatea antioxidantd a extractelor vegetale din frunza si tulpina plantei Vinca Minor,
obtinute in alcool de diferite concentratii: 40%, 70% si 96%, a fost testata prin doud metode:
metoda de captare a radicalilor 2,2-diphenyl-1picrylhydrazyl-DDPH si metoda prin
fotochemiluminescenta.

Rezultatele obtinute la analiza capacitdtii antioxidante testatd prin metoda de captare a
radicalilor DPPH au evidentiat atat in cazul extractelor alcoolice obtinute din frunza plantei
Vinca Minor, cat si la cele obtinute din tulpind, faptul ca solutiile analizate prezinta o

diminuare a culorii violet pe masura cresterii concentratiei.
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In cazul testarii capacittii de captare a DPPH, cea mai mare valoare a fost obtinuti pentru
concentratia de 6 mg/mL a extractelor alcoolice vegetale obtinute din frunza si din tulpina
plantei Vinca Minor. Rezultatul sugereaza o activitate mai pronuntata de captare a radicalilor
DPPH odata cu cresterea concentratiei de extracte alcoolice.

Cea mai mare valoare a capacitatii de captare a DPPH a fost obtinutd in cazul solutiilor
extractive obtinute in alcool etilic de concentratie 70%, de unde rezulta ca alcoolul etilic 70%
reprezintd solventul cu cea mai mare putere de extractie a compusilor bioactivi, fapt
confirmat si in Capitolul 4 al tezei” Studii fizico-chimice comparative privind compusii
indolici extrasi din planta Vinca minor L.”, la determinarea compusilor polifenolici totali,
subpunctul 4.5.2. “Determinarea continutului total de polifenoli”.

Prin compararea valorilor obtinute la testarea capacitatii de captare a radicalilor liberi pentru
extractele obtinute din frunza si din tulpina plantei Vinca minor, s-a constatat o capacitate de
captare mai ridicatd in cazul extractelor obtinute din frunza acestei plante, ceea ce indica
prezenta unui continut mai ridicat de compusi cu actiune antioxidanta.

Facand o corelatie cu datele obtinute la determinarea compusilor polifenolici totali prin
metoda Folin-Ciocélteu, unde s-a obtinut o cantitate mai mare de compusi polifenolici totali
in tulpina plantei Vinca Minor, putem concluziona ca valorile ridicate ale capacitatii de
captare a radicalilor DPPH sunt determinate in special de compusii cu structuri diferite de

alcaloizi Vinca, fapt ce concorda cu literatura de specialitate.

9.5. STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A

EXTRACTELOR ALCOOLICE VEGETALE DIN SPECIA VINCA MINOR L. SI A
PREPARATELOR FARMACEUTICE OBTINUTE PE BAZA ACESTOR EXTRACTE

>

Tn acest capitolul au fost analizate prin metoda difuzimetrica, proprietitile antimicrobiene ale
extractelor alcoolice vegetale in concentratie de 40% si 70% obtinute din frunza si tulpina
plantei Vinca minor si ale celor 4 formulari farmaceutice cu aplicatie topicd, preparate pe
baza acestor extracte. Testarea activitdtii antimicrobiene a fost realizatd pe doua tipuri de
bacterii de referinta (o bacterie Gram-pozitiva: S. aureus si una Gram-negativa: E. coli) si o
specie de levura (C. albicans).

Studiile efectuate pentru extractele alcoolice de concentratie 70% au demonstrat eficacitatea

si caracterul antibacterian al acestor extracte asupra diferitelor microorganisme testate,
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precum: doua tipuri de bacterii: S. aures de tip Gram-pozitiv si E. coli de tip Gram-negativ
si o specie de levura: C. albicans, utilizind metoda difuzimetrica.

Rezultatele obtinute au subliniat faptul ca toate probele de extract alcoolic de concentratie
70%, in volume de 7 pL, au exercitat o actiune inhibitoare antibacteriand totald Tmpotriva
tulpinilor de referinta E. coli si C. albicans si moderata impotriva tulpinei S. aureus, rezultate
ce concorda cu literatura de specialitate. Pentru extractele vegetale obtinute in alcool de
concentratie 40%, rezultatele obtinute in urma testdrii antimicrobiene au evidentiat faptul ca
acestea nu prezinta activitate antimicrobiana.

Pentru extractele alcoolice vegetale de concentratie 70%, rezultatele obtinute au evidentiat
valori apropiate atat in cazul celor preparate din frunza, cat si pentru cele preparate din tulpina
plantei Vinca minor, fapt ce pune in evidenta prezenta compusilor cu activitate
antimicrobiand similiard pentru extractele obtinute din ambele materiale vegetale studiate.
Formularile farmaceutice semisolide pe baza de extracte alcoolice obtinute din planta Vinca
minor L., au exercitat un efect antimicrobian bun asupra tulpinilor de referinta S. aureus, E.
coli si C. albicans. A fost observata o potentare a actiunii de inhibitie la asocierea oxidului
de zinc, substanta ce prezinta aceleasi efecte: antifungic si antibacterian.

Studiul comparativ al efectului antimicrobian al formularilor farmaceutice P3, P4, P9 si P10,
in care au fost incorporate extracte vegetale etanolice 70% din frunze si tulpini de Vinca, s-
a realizat cu testul ANOVA din procesorul statistic IBM SPSS. Rezultatele obfinute (fara
semnificatie statisticd) au evidentiat cd efectul antimicrobian este datorat in principal
extractului brut n etanol 70.

Din rezultatele studiului se confirma faptul ca atat frunzele cat si tulpinile plantei Vinca minor
reprezintd o sursa valoroasa de substante antibacteriene, iar formularile farmaceutice
analizate pot reprezenta o alternativd in realizarea unor noi preparate farmaceutice cu

aplicatie topica pe baza extractelor alcoolice obtinute din planta Vinca minor.
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