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rilor postoperatorii ale flebohemodinamicii membrelor
inferioare, insd cu un rol predictiv limitat al evolutiei
clinice postoperatorii 1n cazurile insuficientei venoase
cronice avansate. In conditiile clinice mentionate mai
sus suprimarea doar a refluxului safenian nu va ameliora
suficient hemodinamica venoasa, normalizarea acesteia
survenind mult mai frecvent dupa asocierea intreruperii
venelor perforante gambiere incompetente.
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Rezumat

Studiul curent reflecta rezultatele evaluarii in timp a
hemodinamicii venoase dupa suprimarea refluxului safe-
nian si/sau perforant, utilizand fotopletismografia. Pe un
lot de 19 pacienti (25 extremitati) cu insuficientd venoasa
cronica avansata s-a stabilit o rata de 16,17% de rezultate
non-interpretabile ale curbei fotopletismografice, ce indica
asupra unui rol predictiv limitat al metodei cu referinta la
evolutia clinica postoperatorie a patologiei venoase croni-
ce. Totodata, prin fotopletismografie s-a stabilit ca supri-
marea izolatd a refluxului safenian nu va ameliora suficient
hemodinamica venoasa, normalizarea acesteia survenind
mult mai frecvent dupa asocierea intreruperii perforantelor
gambiere incompetente.

Cuvinte-cheie: Insuficientd venoasa cronicd, membre
inferioare, fotopletismografie.

Summary

Current study reflect the results of venous haemodyna-
mic assessments after surgical removal of saphenous and/
or perforator vein reflux, using photoplethysmography.
Basing on small group, including 19 patients (25 extremi-
ties) with advanced chronic venous insufficiency a rate of
16,17% of non-interpretable results of photoplethysmogra-
phic curves was established, that indicate on limited pre-
dictive role of respective method concerning postoperative
clinical evolution of chronic venous pathology. However,
using photoplethysmography was showed that removal of
saphenous reflux alone leading to insufficient improve-
ment of venous haemodynamic, their normalization being
observed more frequent after adding of perforator vein in-
terruption.

Keywords: Chronic venous insufficiency, lower limbs
photoplethysmography.

Pe3ome

B Hacrosiieir paboTe OTpa)KeHBI Pe3yJbTaThl HCCIIe-
JIOBaHUsI TpU oMo (oToruieTu3Morpaduu BEHO3HOM
TeMOIUHAMUKHA HIDKHHX KOHEYHOCTEH IOCIe XHPYPrH-
YECKOTO YCTpaHCHUs pedirokca B TTOIKOKHBIX H/HIIH
nepopaHTHEIX BeHaX. Y 19 OonbHBIX (25 KOHEYHOCTEH )
C TSDKEJIOW XPOHHYCCKON BEHO3HOW HEIOCTATOYHOCTHIO
pe3ynbTatel (POoTOIUIETH3MOTpagH OKa3aIuch HEHH(OpP-
MaTuBHBIMU B 16,17% ciydaeB, 4TO CBUAETEILCTBYET O
HU3KOW MPOTHOCTHYECKOM IIEHHOCTU 3TOTO MCCIICIOBAHHUS
JUI OIICHKH TIOCJICOTIEPAIIMOHHON JBOJIOIUN XPOHHYEC-
CKHX BEHO3HBIX 3a00JeBaHUi. B TO e BpeMs, ¢ TOMOIIBIO
(ororiernsmorpaduu ObLIO YCTAHOBJICHO, YTO HU30JIHPO-
BaHHOE yCTpaHCeHHE pediItoKca 10 MOIKOKHBIM BEHAM HE
MIPUBOIUT K JIOCTATOYHOMY YITyUIICHUIO BEHO3HOW reMo-
nuHaMukd. Hopmanmusarust mokasareneit (poTorieT3Mo-
rpaduu yaiie OTMEYaeTCs MPU COYCTAHUH CTPHUIIITUHTA C
MpephIBAHIEM HECOCTOSATEIBHBIX MEeP(HOPAHTHBIX BECH.

KuaroueBrbie cioBa: XpoHUYecKkass BEHO3HASI HEIOCTA-
TOYHOCTh, HIDKHUE KOHEYHOCTH, ()OTOIICTU3MOTpadusl.
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Introducere

Centaurea cyanus L. este o planta anuala, ce cres-
te spontan in Europa si Asia de est, indeosebi prin se-
manaturile de cerealiere. Costituentii chimici princi-
pali ai plantei sunt derivatii flavonoidici ca: apigeni-
na-4’-0-(6-0O-malonil-glucozida)-7-O-glucuronida,
apigenina-4-O-glucozida, cosmosiina, apiina, metil-
apigenina si metil-vitexina, centaurocianina, cianidi-
na, rutozida, izoramnetina, izoramnetina-7-O-gluco-
zida, naringenina $i naringenina-7-O-gluco-ramnozi-
da [4]; derivatii fenilcarboxilici (acizii cis- si trans-
cafeic, protocatehic si clorogenic, acizii p-hidroxi-
benzoic, p-cumaric, vanilic, siringic, ferulic, salicilic,
benzoic, cis- si trans-sinapic) [5]. Costituentii respec-
tivi 1i confera plantei un spectru larg de actiune: an-
tiinflamator, antioxidant, imunologic, gastroprotectiv,
astringent, antibacterian si antiviral [2,4,5,6]. Gratie
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acestor virtuti terapeutice, ne-am propus obtinerea
unui extract polifenolic pentru a fi utilizat ulterior la
realizarea unor forme farmaceutice.

Material si metode

Produsul vegetal

Parti aeriene, flori (marginale si centrale), inflo-
rescente de albastrita colectate la Centrul de Cultivare
a Plantelor medicinale al USMF “Nicolae Testemita-
nu” Republica Moldova, mai-iulie 2006-2011 si ma-
terial vegetal recoltat Tn luna iunie 2012 din colectia
Gradinii Botanice a Universitatii din Bologna, Italia.

Prepararea extractelor

Metoda 1

Partile aeriene si florile (20-30 g) uscate pulve-
rizate se extrag sub actiunea ultrasunetului 3 ore: a)
consecvent cu n-hexan, cloroform si metanol (3 x 10
ml/g, pentru fiecare), b) metanol, ¢) solutie hidroalco-
olica 60%, urmata de actiunea ultrasunetului in toate
cazurile. Dupa 24 ore de agitare continud extractele
se filtreaza prin hartia Whatman n.2 in vid, utilizand
palnia Buchner. Extractele combinate se evapora pana
la uscat la presiune redusa, temperatura de 40°C si se
pastreaza la -4°C pana la analiza [3].

Metoda 2

Partile aeriene (20 g) uscate si pulverizate se ex-
trag cu diclormetan in aparatul Soxhlet, pentru inla-
turarea clorofilelor, lipidelor si altor compusi lipofi-
lici pana la obtinerea solutiei putin colorate (aprox 48
ore). Urmeaza extragerea timp de 20 min cu solutie
hidroalcoolica 60 si 80%, sub actiunea ultrasunetului
la temperatura camerei (temperatura se mentine cu
ajutorul ghetei) si agitare periodica. Extractul se fil-
treaza prin hartia Whatman n.2 in vid, utilizand palnia
Buchner. Reziduu se reextrage de 4 ori (etanol 60 si
80%), repetand toata procedura. Solventul se evapora
la presiune redusa, temperatura de 40°C si se pastrea-
za la -4°C pana la analiza [1].

Determinarea totalului polifenolic

Continutul totalului polifenolic in extracte de C.
cyanus L. a fost determinat prin metoda Folin-Cio-
calteu. 50 pl extract (1 pg/ml) se amesteca cu 250 pul
reactiv fenolic Folin—Ciocalteu (10 x diluat), 500 pl

apa si se lasa 1n repaus 1 minut. Apoi se adauga 800
ul solutie 20% Na,CO,, se agitd si se lasd 2 ore la
temperatura camerei (sau 30 min la 40°C). Absorban-
ta solutiei se citeste la 760 nm. Totalul polifenolic a
extractului se exprimad In mg echivalentului acidului
galic pe gram material vegetal masa uscata [§].

Determinarea totalului flavonoidelor

Totalul flavonoidelor in extracte a fost determinat
spectrofotometric prin tehnica descrisda de Quettier-
Deleu [7]. La 50 pl extract s-a adaugat 450 ul de me-
tanol si 500 ul AICI, (2% solutie metanolicd). S-a
lasat in repaus 15 minute dupa care s-a masurat absor-
banta la 430 nm. Totalul flavonoidelor in extracte s-a
exprimat Tnh mg rutozida (Img/ml in DMSO) pe gram
material vegetal (masa uscatd).

Analiza statistica

Rezultatele sunt reprezentate ca o valoare me-
die a patru determinari cu abaterea medie statistica
+ SD, calculatd in programul Excel. Corelatia a fost
examinata utilizand coeficientul de corelatie Pearson
aplicand programul GraphPad Prism (version 4.0,
GraphPad Software, San Diego, California, 2003).
Diferentele P<0.05 au fost considerate semnificative.

Rezultate si discutii

Actiunea diferitor factori asupra totalului poli-
fenolic si flavonoidelor in extractele de C. cyanus L.
obtinute prin metoda 1:

e Tehnica extractiei

Materialul vegetal (Cyani herba) a fost divizat
in doua parti: o parte a fost supusa extractiei consec-
vente cu n-hexan, cloroform si metanol, alta — doar
cu metanol. S-au stabilit diferente semnificative in
totalul polifenolilor si flavonoidelor in extractul me-
tanolic dupa n-hexan si cloroform si a celui metanolic
(P<0.0005). Extractia metanolica directa este capabi-
la sa extragd compusi polifenolici si flavonoide mai
bine comparativ cu metanolul utilizat dupa extractia
cu solventi nepolari (Tabelul 1).

o Tipul solventului

S-a analizat capacitatea urmatorilor solventi de
a extrage polifenolii si flavonoidele: n-hexan, cloro-

Tabelul 1
Totalul compusilor polifenolici si flavonoidelor in extractele de C. cyanus L. obtinute prin metoda 1
Totalul polifenolic, exprimat Totalul flavonoidelor, Randamentul
Extractul Cyani herba, solvent | in echivalentul acidului galic exprimat in echivalentul extractiei
(mg/g masa uscata) rutozidei (mg/g masa uscata) %
N-hexan 2.21+0.10 6.544+0.90 0.6
ClorofO{m (dupa extractia 4.9040.60 0.6
hexanica)
Metanol (dupd extractia hexanica 156.63+3.96 115.96+5.80 12.26
si metanolica)
Metanol 180.47+5.66 163.29+5.17 14.47
Solutie hidroalcoolica 60% 350.92+42.07 274.28+28.92 22.76
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Tabelul 2

Totalul compusilor polifenolici si flavonoidelor in extractele de C. cyanus L. obtinute prin metoda 1
(diferite perioade de colectare)

= . . . Totalul flavonoidelor,
53 Totalul polifenolic, exprimat ) . .
”§ §0 Faza de vegetatie in echivalentul acidului galic «p rzmgt " echzvalentyul Randan?e.n toul
S (mg/g masd uscatd) rutozidei (m%/g masda extractiei, %
~ g8 uscata)
Butonizare 2011 388.81+4.6278 351.06+1.20 21.79
E .§ 2011 348.87+12.05 249.55+14.97 20.39
oL inflorire 2007 307.72+17.03 189.02+1.19 19.17
2010 28046.30 169.75+7.18 16.01
Butonizare 2011 231.06+14.97 175.68+64.36 21.90
% Inflorire 2011 136.97+10.80 90.78+4.24 21.90
S Sfarsitul infloririi 2011 159.08+10.88 60.50+2.83 19.28
E‘ 2006 232.77+10.58 151.28+6.13 23.97
% inflorire 2007 345.44+24.02 124.15+0.69 22.02
2008 337.74+10.39 152.03+1.20 17.29
2009 352.92+4.57 70.47+6.24 20.72

form (dupa extractia cu n-hexan), metanol (dupa ex-
tractia hexanica si cloroformicd), metanol si solutie
hidroetanolicd 60%. Selectarea corectd a solventului
este foarte importanta astfel incat acesta va influenta
direct cantitatea si calitatea compusilor extrasi. Re-
zultatele demonstreaza ca totalul compusilor fenolici
si flavonoidelor este maximum in extractul hidroal-
coolic 60% (350.91 mgGAE/g masa uscata si 274.28
mg rutozidd/g masa uscata, respectiv). Randamentul
acestei extractii este cel mai mare — 22.76% (Tabelul
1).

e Perioada de colectare

In baza rezultatelor anterioare, solutia hidroalco-

299,69

256,45

B60% all
B80% all

mg GAE/g masé uscati

Figura 1. Totalul polifenolic exprimat in echivalen-
tul acidului galic (mg/g masa uscata), metodd 2

olica 60% a fost selectata in calitate de solvent pentru
studiul influentei perioadei de colectare asupra totalu-
lui compusilor fenolici si flavonoidelor. In calitate de
material vegetal au servit partile aeriene si inflores-
centele de albastritd colectate in anii: 2006-2011, di-
ferite perioade de vegetatie (inceputul infloririi, peri-
oada de inflorire si sfarsitul infloririi — inflorescentele;
fazele de butonizare si Inflorire in masa — partile aeri-
ene). Luand in consideratie perioada de vegetatie, to-
talul compusilor fenolici si flavonoidelor in extractele
din parti aeriene este mai mic semnifivativ (P<0.01)
in perioada de inflorire in masa (348.87 mgGAE/g
masa uscatd si 249.56 mg rutozidd/g masa uscata,
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Figura 2. Totalul flavonoidelor in extracte Cyani
herba exprimat in echivalentul rutozidei (mg/g masd
uscata), metoda 2
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Figura 3. Efectul numarului extractiilor asupra
continutului totalului polifenolic

respectiv) comparativ cu cea de butonizare (388.81
mgGAE/g masa uscata si 351.06 mg rutozida/g masa
uscata, respectiv). Au fost observate diferente sem-
nificative intre extractele de Cyani herba colectate
in 2011 si cele din 2007 (P<0.01) si 2011 compara-
tiv cu 2010 (P<0.001). Pentru extractele Cyani flo-
res continutul total polifenolic si flavonoide difera
semnificativ. De exemplu, totalul fenolic este cel mai
mare 1n extractul din inflorescentele colectate in 2009
(352.92 mgGAE/g masa uscatd), comparativ cu tota-
lul flavonoidelor colectate in aceeasi perioada (70.47
mg rutozidd/g masa uscatd). Continutul polifenolic si
flavonoidelor este mai mare in inflorescentele colec-
tate Tn 2006-2009 (337.74-352.92 mgGAE/g masa
uscatd) comparativ cu cele colectate in 2011 (136.97
mgGAE/g masa uscata). Valoarea continutului poli-
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Figura 4. Efectul numarului extractiilor asupra
continutului totalului flavonoidelor

fenolic si flavonoidelor este cea mai mare 1n faza de
butonizare (231.06 mgGAE/g masa uscata si 175.68
mg rutozidd/g masa uscata, respectiv) (Tabelul 2).

* Produsul vegetal

Rezultatele obtinute pentru extractele din Cyani
herba si Cyani flores demonstreaza ca atat partile
aeriene cat si inflorescentele pot fi folosite ca sursa
de polifenoli si flavonoide. Randamentul extractiilor
este aproximativ acelasi (Tabelul 2).

Actiunea diferitor factori asupra totalului poli-
fenolic si flavonoidelor in extractele de C. cyanus L.
obtinute prin metoda 2:

o Concentratia solutiei hidroalcoolice

Efectul concentratiei solutiei hidroalcoolice
asupra totalului compusilor polifenolici si flavonoi-
delor in extractele din Cyani herba este reprezentat

Tabelul 3
Totalul compusilor polifenolici si flavonoidelor in extractele de C. cyanus L. obtinute prin metoda 2
Totalul polifenolic, exprimat Totalul flavonoidelor,
Solventul " fzchzvalentul cyzczduluz exprlmfzt " echlvalen{ul Randamentul extractiei, %
galic (mg/g masa uscata) rutozidei (mg/g masa ’
uscata)

Diclormetan 0.11£0.02 9.50+0.09 2.5
extractia 1, Etanol 60% 151.73+0.52 188.21+£22.19 11
extractia 2, Etanol 60% 38.22+1.97 70.00+0.75 3.5
extractia 3, Etanol 60% 10.95+0.01 15.09+1.78 1
extractia 4, Etanol 60% 4.98+0.1 6.58+0.29 0.5
extractia 1, Etanol 80% 92.62+0.05 148.49+7.18 7.5
extractiile 2, 3, 4, Etanol 87.73:2.11 145.84+7.32 7.0
80%

0,
Etanol 60% (extractele 256.45 267.36:0.64 16
combinate)

0,
Etanol 80% (extractele 299,69 285.68+1.43 14.5
combinate)
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in figurile 1 si 2. Solutia hidroalcoolica 80% mani-
festd capacitate de extractie semnificativ mai mare
(P<0.0008 pentru totalul fenolic si P<0.0001 — totalul
flavonoidelor), valoarea totalului compusilor fenolici
fiind 299.69 mg GAE/g masa uscata si totalul flavo-
noidelor — 285.68 mg rutozidad/g masa uscatd, com-
parativ cu solutia hidroetanolica 60% (256.45 mg
GAE/g masa uscata — totalul fenolilor si 267.36 mg
rutozidd/g masa uscatd — totalul flavonoidelor).

o Numarul extractiilor

Numarul extractiilor este un alt factor capabil sa
influenteze procesul de extractie. Continutul totalului
polifenolilor descreste de la 151.73 (prima extractie)
pana la 4.98 (a patra extractie) mg GAE/g DW. Pentru
totalul flavonoidelor observam aceeasi succesiune -
de la 188.21 (prima extractie) pana la 6.58 (a patra
extractie) mg rutozidd/g masa uscatd, vezi figurele
3 si 4. Rezultatele efectului numarului de extractie
asupra randamentului sunt reprezentate in tabelul 3.
Randamentul extractiei descreste semnificativ de la
11 la 0.5%.

Concluzii

Au fost obtinute extracte polifenolice din parti
aeriene si inflorescente de albastritd. S-a studiat ac-
tiunea diferitor factori asupra totalului polifenolic si
flavonoidic 1n extractele de Cyani herba si Cyani flo-
res. S-a demonstrat ca maximul de compusi fenolici
si flavonoide se extrag cu alcool etilic de 60% sub
actiunea ultrasunetului 3 ore (3x10 ml/g). in calita-
te de produs vegetal se pot utiliza atat partile aeriene
(colectate in perioada de butonizare si inflorire) cat si
inflorescentele de Centaurea cyanus L.

Bibliografie

1. Dae-Ok Kim and Chang Y. Lee. Extraction and
isolation of poliphenolics. In: Current Protocols in Food
Analytical Chemistry, 2002; Unit 11.2.1-11.2.12. John Wi-
ley & Sons, Inc.

2. Garbacki Nancy, Gloaguen V., Damas J., Bodart
P., Tits M., Angenot L. Anti-inflammatory and immunolo-
gical effects of Centaurea cyanus flower-heads. Journal of
Ethnopharmacology, 1999; 68(1-3): 235-241.

3. Karamenderes C., Konyalioglu S., Khan S. and
Khan 1. A. Total phenolic contents, free radical scaven-
ging activities and inhibitory effects on the activation of
NF-kappa B of eight Centaurea L. species. Phytotherapy
research 2007; 21: 488-491.

4. Litvinenko V. 1., Bubencikova V. N. Phytoche-
mical study of Centaurea cyanus L.Chemistry of Natural
Compounds, 2007; 24(6): 672—674.

5. Muravieva D. A., Bubencikova V. N. Phenolcar-
boxylic acids of the flowers of Centaurea cyanus L. Che-
mistry of Natural Compounds, 2007; 22(1): 102.

6. Pirvu L., Coprean D., Schiopu D., Colceru Mihul
S. Vegetal extracts with gastroprotective activity. Part 1.
Extracts obtained from Centaurea cyanus L. raw material.

Romanian Biotechnological Letters, 2012; 17 (2): 7169—
7176.

7. Quettier-Deleu, C. et al. Phenolic compounds and
antioxidants activities of buckwheat hulls and flour. Jour-
nal of Ethnopharmacology, 2000; 72: 35-42.

8. Singleton V. L.,Orthofer R. and Lamuela-Raven-
tos R.M. Analysis of total phenols and other oxidation sub-
strates and antioxidants by means of Folin—Ciocalteu re-
agent. Methods 1n enzymology, 1999; vol. 299: 152-177.
Academic Press, San Diego, California.

Rezumat
Obiectivul prezentei lucrari a fost de a obtine extracte
polifenolice din Centaurea cyanus L. In vederea optimi-
zarii conditiilor extractiei s-au analizat parametrii care pot
influenta procesul: tipul si concentratia solventului (etanol
60 si 80%), produsul vegetal, perioada de colectare a pro-
dusului vegetal, numarul extractiilor. S-a demonstrat ca to-
talul compusilor fenolici si flavonoidelor este maximum in
extractul hidroalcoolic 60% (350.91 mgGAE/g si 274.28
mg rutozidd/g masa uscatd, respectiv), obtinut din parti ae-
riene colectate la inceputul infloririi.
Cuvinte-cheie: Compusi fenolici, flavonoide, Centa-
urea cyanus L.

Summary

The work was carried out to optimize the extraction
conditions for the best recovery of phenols and flavono-
ids from Centaurea cyanus L. The extracts were obtained
through different extraction techniques. Many factors have
been established to influence the extraction efficiency,
such as solvent type, solvent concentration (ethanol 60 and
80%), harvesting stage, vegetal product, number of extrac-
tions. The results indicated that the total content of phenols
and flavonoids was maxima in hydroalcoholic 60% extrac-
tion (350.91 mg GAE/g DW and 274.28 mg rutin/g DW,
respectively), using aerial parts of the plant collected in the
budding stage.

Keywords: Phenols, flavonoids, Centaurea cyanus L.

Pe3iome

Lenb manHOM pabOTHI sABIsIETCS pazpaboTka crocoba
nosyueHus: nonudeHonpHoro skcrpakra uz  Centaurea
cyanus L. BbIJIO MCCIIENIOBAHO BIMSHHUE PA3IMYHBIX (ak-
TOPOB Ha YPPEKTUBHOCTD IKCTPAKIMHU: TUIT IKCTPATEHTA U
ero koHneHTpanusa (60 u 80% STHIOBBIA CHUPT), TEPHO
cbopa, JIEKapCTBEHHOE ChIPhE, KPATHOCTh HKCTPArHpPOBa-
Hust. ONTUMAIBHBIMU [TApAMETPaMU IIPU BbIACICHUH (e-
HOJIFHOTO KOMILICKCa SIBISIOTCS: dKCcTpareHT — 60% 3Tu-
JIOBBIU CITHPT, UCHOJIB3Ys TPABY BACHIIbKA CHHETO B Havase
[BETEHUS.

Karouesble cioBa: OeHonbHbIE coenHEHUS, (1aBo-
nousl, Centaurea cyanus L.



