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Abstract

Background: Traditionally artichoke has been cultivated as a vegetable for human food in some Mediterranean regions and has been used in folk
medicine since Roman times. Biological compounds of artichoke are mostly concentrated in leaves which contain high levels of caffeoylquinic acid
derivatives. Obvious interest in this plant with hepatoprotective and cholesterol lowering qualities persuaded artichoke’s introduction in the collection of
the Centre for the Cultivation of Medicinal Plants at the NicolaeTestemitsanu State University of Medicine and Pharmacy in 2002. This study is focused
on optimized ultrasound-assisted extraction parameters of polyphenols and flavonoids from artichoke leaves without the risk of thermal degradation
for their main phytoconstituents.

Material and methods: In this study we have investigated the influence of some variables on extraction of polyphenols and flavonoids compounds
from artichoke leaves based on ultrasound-assisted method. For this purpose an experimental design with 5 variables and 2 levels was used. The studied
variables were: concentration of extraction solvent, temperature, extraction time and also the influence of parameters of ultrasonic processor pulse and
amplitude; the total polyphenolic and flavonoid content were dependent variables.

Results: The results of composite design indicated that the optimal extraction parameters were as follows: concentration of ethanol solution 70%,
temperature 80°C, ultrasound time 30 minutes, with ultrasonic power output and pulse mode factor 100%.

Conclusions: The influence of various parameters on the extraction of total flavonoid and polyphenolic content from artichoke’s leaves was studied.
The ethanol concentration, the temperature and the time were found to be the most effective in extracting phenolic compouds with ultrasound-assisted
method respectively.
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Optimizarea metodei de extractie cu ultrasunet a principiilor
active din specia Cynara scolymus L.

Introducere

Astézi putem constata cd plantele sunt tot mai frecvent
obiecte de investigatii in institutiile de cercetare stiintifica in
vederea utilizérii lor in scop terapeutic. Valorificarea unor noi
surse de materie primd vegetald pentru producerea prepara-
telor medicamentoase in acest sens reprezinta o necesitate.

Un grup important de constituenti chimici ce se contin in
plante si formeaza o mare clasd de metaboliti secundari sunt
compusii fenolici. Acest grup neomogen de compusi organici
se intalnesc fie liberi in formd monomerica sau legati cu oze.
Din compusii fenolici fac parte flavonoidele (flavonozide,
flavone, antociani), acizii fenolici, derivati ai acizilor hidro-
xicinamici, compusii fenolici polimeri etc. [11]. Biosinteza
compusilor fenolici este parte din mecanismul de apérare al
plantei cu implicare in adaptarea plantelor la conditiile de
stres [1], astfel, se poate constata, ci conditiile aride stau la
baza formarii unui complex bogat de constituenti chimici.

O planta arhicunoscutd ca produs comercial dietetic
sandtos si ca sursa de principii active fenolice, localizati pre-
ponderent in frunzele plantei, este specia Cynara scolymus L. -
anghinare. Gratie componentei chimice a plantei, in care
dominanti sunt compusii polifenolici si flavonoidici [6, 19],
care cunosc un spectru vast de actiuni fiziologice si terapeutice
[2,7,14, 15, 16], specia Cynara scolymus L. a fost introdusa in
colectia Centrului de Cultivare a Plantelor Medicinale a Insti-
tutiei Publice Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
«Nicolae Testemitanu» [3].

In prezent, in vederea sporirii continutului de principii
active in produsele extractive obtinute din plante, comparativ
cu metodele clasice de extractie prin macerare si percolare, tot
mai des se folosesc metode cu intensificarea procesului de ex-
tractie, in special prin metoda asistata de ultrasunete [10, 12].

Ultrasunetul emis in lichide cauzeazi la nivel local efecte
extreme: undele de intensitate mare cauzeaza alterndri de
presiune inalta (compresie) si presiune joasd (depresie) cu
rate in functie de frecventa undelor. In timpul ciclului de
presiune joasd, undele ultrasonice creaza bule de vid sau goluri
in lichid. Cand bulele ating un volum in care acestea nu mai
pot absorbi energie, apare un colaps violent in timpul ciclului
de presiune inaltd. Prin aceste forte extreme apare fenomenul
de liza sonicd, peretii celulelor se distrug, iar principiile active
sunt extrase [18].

Extractia asistatd de ultrasunet este o alternativa ieftind,
simpld si eficientd, in comparatie cu tehnicile de extractie
conventionale, deoarece suprafata dintre faza solidé si lichida
este semnificativ mai mare, datorita dispersiei particulelor. Un
alt avantaj substantial al ultrasunetelor consta in faptul, ca in
procesul de extractie pot fi influentati importanti parametri
cum ar fi: timpul, temperatura, presiunea si vascozitatea, iar
in calitate de extragenti, pot fi utilizati atat solventi polari cat
si nepolari [20].

Datorita faptului cd conditiile metodei de extractie cu

ultrasunet diferd in dependentd de natura constituentilor
chimici si structura histologica a produselor vegetale [8, 17,
21, 22], ne-am propus studiul de optimizare a metodei de
ultrasonare in vederea extractiei principiilor active din specia
Cynara scolymus L., care pe langa cercetarea influentei fac-
torilor de extractie, cum ar fi temperatura de lucru, durata si
concentratia solventului, sa stabileasca influenta intervalului
de puls si amplitudinea aparatului de ultrasonare.

Material si metode

Materiale

Frunzele de anghinare au fost colectate la inceput de
inflorire a plantei din colectia Centrului de Cultivare a Plan-
telor Medicinale a Institutiei Publice Universitatea de Stat de
Medicina si Farmacie «Nicolae Testemitanu». Frunzele au
fost uscate natural, la loc ferit de lumina.

Reactivi

In procesul de cercetare au fost folositi urmatorii reac-
tivi: substanta standard - acid galic, rutozida - producétor
Sigma-Aldrich; reactiv Folin-Ciocalteu - producétor Sigma-
Aldrich; metanol, alcool etilic - producator Titolchimica,
toate substantele chimice folosite in experimente au fost de
calitate analitica.

Aparate: spectrofotometru - JASCO V-530; aparat de
ultrasunet - UP100H; baie de apd cu stabilizator de tempe-
raturd - Julabo.

Planul de experienta. Pentru realizarea scopului propus,
a fost folosit un model matematic pentru a determina relatia
dintre factorii care actioneaza asupra extractiei si propri-
etdtilor sistemului. Astfel, se planifica si se efectueazd ex-
perimentele necesare cu o maximad eficientd, folosind resurse
tinanciare si materiale optimizate spre a atinge obiectivul cat
mai sigur, cu cea mai buna precizie, respectind si restrictiile
care se impun [9].

Realizarea planului de experienta, calcularea coeficientilor,
a parametrilor statistici si a fitdrii datelor pentru evaluarea
rezultatelor s-a efectuat cu ajutorul programului de optimizare
Modde 9.0 (Umetrics, Suedia).

Pentru studiul optimizarii extractiei prin metoda cu ul-
trasunete a principiilor active din produsul vegetal Cynarae
folia (frunza de anghinare) s-a folosit un plan experimental
fractionat rezolutie V+ cu cinci factori si doud niveluri 22,
In calitate de variabile independente de formulare au servit
temperatura de lucru, durata extractiei, concentratia etano-
lului, amplitudinea si pulsul aparatului de ultrasonare, iar
continutul totalului polifenolic si flavonoidic extras serveste
drept variabile dependente (tab. 1).

Obtinerea extractelor. Conform matricei planului ex-
perimental au fost obtinute 19 extracte, preparate in raport
1:100, prin metoda de ultrasonare (tab. 2). Pentru obtinerea
extractelor au fost utilizati ca extragenti apd purificatd si
etanol de 35% si 70%. Studiul influentei duratei procesului
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de extractie a cuprins intervalul de la 5 la 30 de minute. In-
fluenta temperaturii de extractie a fost cercetata de asemenea
in 3 niveluri, extractele fiind obtinute la temperaturi de 25°C,
52,5°C si 80°C; intervalul de puls a cuprins 0,3-1 minut, iar
amplitudinea — dela 201a100 kHz. Extractele obtinute au fost
supuse analizei cantitative prin metode spectrofotometrice
de dozare.

Tabelul 1

Variabile independente si dependente de formulare

Niveluri

Variabile de formulare simbol | -1 0 1
Temperatura de lucru, °C X, 25 | 525 | 80
Durata extractiei, minute X, 175 | 30
Concentratia solventuluiin alcool, % X, 0 35 70
Intervalul de puls la ultrasunete, X, 0.3 | 0.65 1
minute
Amplitudinea ultrasunete, kHz X, 20 60 | 100
Raspunsuri
Concentratia in flavonoide, mg/ml Y,
Concentratia in polifenoli, mg/ml Y,

Dozarea principiilor active. Totalul compusilor polifenolici
a fost determinat prin metoda utilizata pe larg Singleton &
Rossi cu folosirea reactivului Folin-Ciocalteu [4, 13]. Con-
form metodei, la 300 pl probé de extract se adaugd 150 ul

reactiv Folin Ciocalteu (1/10). Dupd incubare timp de 10 min
la temperatura camerei, se adaugd 1,2 ml solutie de hidrocar-
bonat de sodiu 10% si 1,35 ml de apa purificata. Probele au
fost depozitate timp de 45 de minute in intuneric. Absorbanta
a fost citita la lungimea de undé 765 nm la spectrofotometru
fatd de solutie blanc. Masuratorile au fost inregistrate in tri-
plicdri. Totalul compusilor polifenolici in probele extractive
a fost exprimat in miligrame, echivalent acid galic per ml
(mgGAE/ml). Pentru construirea graficului de calibrare s-a
utilizat acid galic in concentratii de 0-5 pug/ml, coeficient de
corelatie (R?) — 0,999.

Determinarea cantitativa a continutului total de flavonoide
a fost realizata prin metoda descrisd in Farmacopeea Roma-
nd, ed. a X-a, pentru Cynarae folium [5]. Conform metodei,
10 ml extract sunt diluate cu metanol intr-un balon cotat
de 25 ml, si incubat timp de 10 minute. Ulterior, proba este
filtratd, iar primele portiuni de filtrat sunt eliminate. La 5 ml
de filtrat se adauga 5 ml de acetat de sodiu (100 g/1) si 3 ml de
clorura de aluminiu (25 g/1), totul se agitd si se completeaza
cu metanol la cota de 25 ml. Dupd 15 minute, se determina
absorbanta solutiei la lungimea de unda de 430 nm, folosind
ca lichid de compensare o solutie obtinuta in conditii simi-
lare probei. Curba de calibrare a fost preparatd prin obti-
nerea solutiei de rutozidé in concentratii cuprinse de la 4 la
16 mg/ml in metanol, coeficient de corelatie (R?) - 0,999.
Continutul total de flavonoide a fost exprimat in miligram
echivalent rutozida per ml.

Tabelul 2
Matricea planului experimental cu raspunsuri
Exp Name Run Order X, X, X, X, X, Y, Y,
N1 3 25 5 0 03 100 0.06058 0.29498
N2 16 80 5 0 0.3 20 0.05430 0.16173
N3 10 25 30 0 03 20 0.05112 0.34923
N4 6 80 30 0 0.3 100 0.11666 0.45055
N5 4 25 5 70 0.3 20 0.09467 0.26296
N6 8 80 5 70 0.3 100 0.15859 0.40125
N7 18 25 30 70 0.3 100 0.16286 0.54823
N8 1 80 30 70 0.3 20 0.19987 0.51685
N9 14 25 5 1 20 0.06689 0.33531
N10 15 80 5 1 100 0.11518 0.37800
N11 1 25 30 1 100 0.04672 0.08234
N12 17 80 30 1 20 0.10062 0.50397
N13 12 25 5 70 1 100 0.15888 0.53283
N14 9 80 5 70 1 20 0.19071 0.47985
N15 7 25 30 70 1 20 0.12650 0.33179
N16 13 80 30 70 1 100 0.27760 0.76901
N17 2 525 17.5 35 0.65 60 0.11263 0.33313
N18 5 525 17.5 35 0.65 60 0.09895 0.26394
N19 19 525 17.5 35 0.65 60 0.10971 0.52019

Nota: X, - Temperatura delucru; X, - Durata extractiei; X, - Concentratia solventului in alcool; X = Intervalul de puls la ultrasunete; X, - Amplitudinea

ultrasunetelor; Y, — Concentratia in flavonoide, Y, — Concentratia in polifenoli.

(a8)

(25)
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Rezultate si discutii 1.0 1.0
Fitarea datelor obtinute s-a ficut, utilizind metoda Sumei
pdtratelor partiale. Aceastd metodd permite evaluarea mai o8 o8
multor raspunsuri simultan, ludnd in consideratie covariatia o6 0.6
lor [9]. Parametrii statistici calculati pentru validarea mode- — e
lului au fost R?, Q* si analiza variatiei. Din rezultatele obtinute 0.4 0.4 B Nemaaviity
la fitarea datelor, prezentate in fig. 1, se observa ci valorile R?
si Q*se apropie de 1, astfel putem conchide, cé capacitatea de 02 02
prevedere a planului experimental este bund. Analiza vari- o0 oo
atiei (testul ANOVA) este utilizatd pentru a determina daca Y1~ Y2
existd sau nu diferente semnificative si stabileste dacd variatia Fig. 1. Rezultatele obtinute la fitarea datelor.
rezultatelor se datoreaza intr-adevir modificérii factorilor de Y, - concentratia in flavonoide, Y, - concentratia in polifenoli.
Tabelul 3
Rezultatele testului ANOVA pentru factorul Y, (total flavonoide)
Y1~ DF SS MS (variance) F P SD
Total 19 18.5472 0.976169
Constant 1 17.7128 17.7128
Total Corrected 18 0.834425 0.0463569 0.215307
Regression 1 0.828986 0.0753623 96.9886 0.000 0.274522
Residual 7 0.00543916 0.000777023 0.0278751
Lack of Fit 5 0.00367161 0.000734322 0.830893 0.626 0.0270984
(Model Error)
Pure Error 2 0.00176755 0.000883775 0.0297284
(Replicate Error)
N=19 Q2= 0.934 Cond. no.= 1.09
DF =7 R2 = 0.993 RSD = 0.02788
R2 Adj. = 0.983
Tabelul 4
Rezultatele testului ANOVA pentru factorul Y, (total polifenoli)
Y2 DF SS MS (variance) F p SD
Total 19 3.56449 0.187605
Constant 1 3.13362 3.13362
Total Corrected 18 0.430865 0.0239369 0.154716
Regression 9 0.386521 0.0429468 8.71641 0.002 0.207236
Residual 9 0.044344 0.00492711 0.0701934
Lack of Fit 7 0.0259218 0.00370311 0.402026 0.847 0.0608532
(Model Error)
Pure Error 2 0.0184223 0.00921113 0.0959746
(Replicate Error)
N=19 Q2= 0.597 Cond. no.= 1.061
DF=9 R2= 0.897 RSD = 0.07019
Comp.=1 R2 Adj. = 0.794
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Fig. 2. Curbele reziduale ale raspunsurilor observate in functie de raspunsurile estimate.

Y, - concentratia in flavonoide, Y, - concentratia in polifenoli.

formulare sau reprezintd o variatie naturala a fenomenului.
Rezultatele testului ANOVA, obtinute pentru cele 2 rispun-
suri, sunt prezentate in tabelele 3 si 4.

Testul Anova a demonstrat, cé rezultatele sunt bune la toate
raspunsurile studiate, pentru toate rispunsurile p este mai mic
de 0,05 pentru model si este mai mare de 0,05 pentru eroare.

Pentru evaluarea calitétii fitarii s-au trasat curbele de
dependenta ale valorilor observate in functie de valorile esti-

-0.05

X1 X2 X3 X4 X5  XI*X2 X1*X4 X1*X5 X2*X3 X2*X4 X4*X5

mate de model (curbele reziduale ale raspunsurilor observate
in functie de raspunsurile estimate). Graficele prezentate in
fig. 2 indica o aliniere satisfacdtoare a punctelor experimentale
pe o dreapta (diagonala la 45°) si o suficienta fitare a datelor
experimentale cu modelul ales.

Conform datelor prezentate (Q*+R?, ANOVA, reziduale),
sa poate trage concluzia ci toate raspunsurile se fiteazi satis-
facdtor cu modelul ales.
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Fig. 3. Influenta factorilor de formulare asupra procesului
de extractie a totalului flavonoidic, (Y,).

@)

Fig. 4. Influenta factorilor de formulare asupra procesului
de extractie a totalului polifenolic, (Y,).
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Analiza coeficientilor ecuatiilor, cu ajutorul cérora s-a
realizat fitarea datelor experimentale, sunt prezentate in
fig. 3 si fig. 4 sub forme de histograme si curbe de izordspuns.

In baza rezultatelor prezentate in fig. 3, se observa ca va-
riabila independenta de formulare cu cel mai mare impact in
procesul de extractie a continutului total de flavonoide este
reprezentatd de solventul extractiv.

In literatura de specialitate, pentru obtinerea extractelor
din anghinare, este indicaté utilizarea apei purificate [4, 5].
In cercetarea proprie am constatat, ci odatd cu micsorarea
polaritatii extragentului, este avantajat procesul de extractie
a principiilor active. Din analiza histogramelor si curbelor
de izordspuns (fig. 3 si 4) se observa faptul ci la cresterea
concentratiei de etanol de la 0 la 70% si a temperaturii de la
25°C la 80°C, este influentatd semnificativ concentratia atat
a flavonoidelor, cat si a polifenolilor prin intensificarea pro-
cesului de extractie in probele experimentale.

Rezultatele evaludrii temperaturii au demonstrat faptul
cd aceasta este a doua variabild independentd de formulare
dupd impact, in procesul de extractie a compusilor fenolici.
Odatd cu cresterea temperaturii pana la 80°C, continutul
total de favonoide si continutul total de polifenoli a crescut
semnificativ. Astfel, putem concluziona, ca compusii fenolici
sunt termostabili, iar in procesul de miscare a moleculelor
cu vitezd sporitd, cauzatd de temperatura inalta, este influ-
entatd difuzia si desorbtia flavonoidelor si polifenolilor din
produsul vegetal.

Influenta duratei de extractie pentru ambele rdspunsuri s-a
constatat ca fiind mai putin semnificativa, aspect care avan-
tajeazd metoda de extractie cu ultrasunete, prin posibilitatea
de a reduce timpul de extractie.

In experimentul prezentat, s-au obtinut date experimentale
noi cu referintd la metoda de extractie cu ultrasunet, in care
a fost demonstratd influenta intervalului de puls si amplitu-
dinea aparatului de ultrasonare, ceea ce favorizeazi extractia
la capacitatea maxima de lucru.

In rezultatul studiului, a fost stabilita formula optima de
extractie prin metoda asistatd de ultrasunet a principiilor
active din produsul vegetal Cynarae folia, dupa cum urmeazi:
concentratia etanolului - 70%, temperatura — 80°C, durata
procesului de extractie - 30 de minute; interval de puls al
undelor ultrasonice - 1 minut, amplitudinea - 100 kHz.

Concluzii

Pentru prima dati a fost aplicatd metoda de optimizare a
extractiei cu ultrasunet a compusilor fenolici din frunze de
anghinare, cultivate in conditiile pedo-climaterice ale Repu-
blicii Moldova.

A fost determinatd influenta factorilor de extractie cu
utilizarea planului de design experimental, in care rezultatele
apropiate de cele prezise, au demonstrat validitatea modelului
de optimizare.

S-au obtinut noi date experimentale, in baza cérora s-au
stabilit conditiile optime de extractie a compusilor fenolici
din frunzele de anghinare: extragent — etanol 70%, tempera-

tura — 80°C, durata extractiei - 30 de minute, puls - 1 minut,
amplitudine - 100 kHz.

Conditiile optimizate evaluate pot fi aplicate in procesul
de fabricatie a formelor farmaceutice extractive, obtinute pe
baza de produs vegetal Cynarae folia.
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