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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Anghinarea - Cynara scolymus L. (C. scolymus L.) este una din cele mai
stravechi plante cultivate de omenire si inscrie un istoric deosebit in tezaurul de aur al plantelor
medicinale. Planta este originara din bazinul Marii Mediterane, Africa de Nord si insulele Canare
[30]. Solicitarea acestei plante pentru fortificarea §i asigurarea alimentului sdndtos a determinat
sporirea studiilor asupra anghinarei axate pe dezvoltarea tehnologiilor moderne de cultivare. In
Republica Moldova (RM) anghinarea a fost introdusa in colectia Centrului de Cultivare a Plantelor
Medicinale a IP USMF ,Nicolae Testemitanu” (CC PM) in anul 2002. Anghinarea reprezintd un
adevarat depozit natural de compusi biologici cu proprietati farmacologice remarcabile. In prezent este
elucidatd compozitia chimicd a plantei determinatd de prezenta: compusilor polifenolici [10,20],
flavonoidelor [22], principiilor amare, compusilor sterolici, substantelor tanante si antocianilor [21,24].
Raportul cantitativ al acestor compusi variaza in functie de zona de cultivare, varsta plantei, perioada
de vegetatie, calitatea solului si regimul de temperaturi [4,8]. Totalul substantelor active este direct
proportional cu perioada recoltdri [16]. Particularitatile fiziologice si terapeutice ale principiilor active
din plantd au condus la utilizarea produsului vegetal in calitate de remediu colagog si coleretic
[11,19,27], hepatoprotector [12,28], hipolipemiant [6,15,23], antioxidant [7,11,17,18], hipoglicemiant
[5], diuretic si antimicrobian [13,26] ceea ce demonstreazd oportunitatea elaborarii de noi produse
farmaceutice standardizate cu folosirea noilor metode de design in cercetare si metode actuale de
optimizare a formularii medicamentelor. Din cele expuse reiese ca valorificarea speciei C. scolymus L.
este destul de actuald pentru teoria si practica farmaceuticd ceea ce a justificat realizarea acestei
lucrari.

Scopul si obiectivele lucrarii. Scopul tezei constd in studiul complex al speciei C. scolymus L.
cultivatd in conditiile pedoclimatice ale RM, identificarea si dozarea compusilor chimici, obtinerea
produselor extractive, evaluarea actiunii biologice, obtinerea si standardizarea formelor farmaceutice.
Reiesind din scopul cercetarii au fost definite urmatoarele obiective: studiul biometric, morfo-anatomic
si fitochimic al speciei C. scolymus L.; evaluarea parametrilor de calitate pentru produsul vegetal,
studiul dinamicii de acumulare a principiilor active; optimizarea obtinerii si studiul produselor
extractive din anghinare; formularea si standardizarea formei farmaceutice cu continut de produs
extractiv standardizat; studiul activitétii antioxidante in functie de continutul polifenolic si flavonoidic;
determinarea toxicitatii acute a produsului extractiv standardizat; elaborarea Monografiilor
Farmacopeice si Regulamentului Tehnologic privind produsul vegetal si forma farmaceutica.

Metodologia cercetarii stiintifice. Cercetarea s-a axat pe principii moderne care vizeaza
introducerea 1n culturd a plantelor medicinale, studiul biometric, macroscopic si microscopic,
determinarea compozitiei chimice §i optimizarea extragerii principiilor active (PA) cu folosirea
metodelor matematice de planificare a experientelor. Procesul de elaborare a formei farmaceutice a
fost efectuat punand la baza principiile si regulile de bund practicd de fabricatie a medicamentelor cu
utilizarea metodelor noi tehnologice, chimice si fizico-chimice: extractie cu ultrasunete a principiilor
active, obtinerea granulatului in pat de aer fluidizat, cromatografia in strat subtire, spectroscopia in UV
si cromatografia lichida de inalta performanti. In calitate de suport metodologic al studiului au servit
principiile generale si metodologia cercetarii farmaceutice (Drug Developement).

Noutatea si originalitatea stiintifica. In premiera a fost studiata: biometria plantelor, macro- si
microscopia produsului vegetal al speciei C. scolymus L. cultivat in conditiile pedoclimatice ale RM;
optimizata obtinerea extractelor standardizate din produsul vegetal Cynarae folia,; studiata actiunea
antioxidanta in functie de continutul polifenolic si flavonoidic; studiata toxicitatea acuta a produselor



extractive; formulatd compozitia comprimatelor cu continut de extract standardizat; elaboratad
documentatia analitica si tehnica de normare la produs vegetal si comprimate.

Problema stiintificA importantd solutionata in aceastd teza, constd in studiul biologic si
farmaceutic complex al speciei C. scolymus L. in vederea elabordrii documentelor analitice de normare
a calitdtii pentru produsul vegetal si comprimate, ca premisd in vederea autorizarii lor in calitate de
noi produse farmaceutice.

Semnificatia teoretica a lucrarii consta in generalizarea stadiului actual al cunoasterii despre
specia C. scolymus L. si completarea tezaurului plantelor medicinale cu noi aspecte ce se refera la
biometria anghinarei, principiile de extractie a compusilor chimici si obtinerea formelor farmaceutice
in baza acestora.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele actualei cercetari sunt benefice pentru dezvoltarea
industriei farmaceutice din RM 1n vederea completarii sortimentului cu noi forme farmaceutice cu
continut de produse extractive standardizate din plante medicinale introduse in culturd. Studiile
efectuate pot servi drept suport initial in dezvoltarea metodelor de preformulare si formulare a
comprimatelor cu produse extractive in laboratoarele de cercetare si dezvoltare ale producatorilor de
medicamente. Lucrarea este o parte componenta a planului de cercetari stiintifice a [P USMF "Nicolae
Testemitanu".

Rezultatele stiintifice principale inaintate spre sustinere:

1. Introducerea in culturd a speciei C. scolymus L. ca sursa de materie primd pentru obtinerea
produselor extractive cu continut de polifenoli si flavonoide.

2. Obtinerea extractelor fluide din frunze de anghinare prin metoda asistata de ultrasunete.

3. Compozitia granulatului standardizat de anghinare obtinut prin metoda de uscare in pat de
aer fluidizat si fluxul tehnologic de obtinere a comprimatelor.

4. Validarea metodelor de dozare spectrofotometrica in UV si de cromatografie lichida de
inaltd performanta a totalului polifenolic si flavonoidic

5. Stabilirea activitatii antioxidante in functie de totalul principiilor fenolice continute in
frunzele de anghinare.

Implementarea rezultatelor stiintifice. In baza rezultatelor experimentale obtinute au fost
elaborate: monografia farmacopeica ,, Frunza de anghinare, 50 g” implementatd la intreprinderea
farmaceuticd autohtond , Medfarma” S.R.L., confirmatd prin actul din 10.02.2015; monografia

’

farmacopeica si regulamentul tehnologic de producere ,,Comprimate de anghinare, 5 mg”,
implementate la intreprinderea farmaceuticd autohtona M. _RNP Pharmaceuticals” S.R.L.,
confirmate prin actul din 12.02.2015.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarilor stiintifice efectuate au fost relevate
in cadrul unor foruri nationale si internationale: conferinte stiintifice anuale ale colaboratorilor si
studentilor IP USMF ,Nicolae Testemitanu" (Chisindu 2011, 2012, 2014); congresul international
medical pentru studenti si tineri cercetatori ,,MedEspera” (Chisindu 2012, 2014); congresul
international ,,Phytopharm” (Saint Petersburg 2012; Viena 2013); conferinta internationald ,,Modern
Phytomorphology” (Lvov 2012); congresul bucovinean international medical pentru studenti si tineri
cercetatori (Cernauti 2014).

Publicatii la tema tezei. In baza materialelor cercetarii au fost publicate 15 lucrari stiintifice in
volum de 2,8 coli de autor.

Volumul si structura tezei. Teza este prezentatd in limba romana cu titlul de manuscris pe 108
pagini text de baza tehnoredactat; sub aspect structural constd din urmaitoarele compartimente:
introducere, 4 capitole, concluzii si recomandari. Teza este ilustrata cu 32 tabele, 59 figuri, 17 anexe si
indice bibliografic ce enumera 168 surse.



Cuvinte cheie: Cynara scolymus L., Cynarae folia, anghinare, biometrie, macroscopie,
microscopie, polifenoli, flavonoide, extracte fluide, granulat, extractie cu ultrasunete, granulare n pat
de aer fluidizat, spectrofotometrie, cromatografie lichidd de finaltd performantd, optimizare,
standardizare, validare, comprimate, antioxidant, toxicitate acutd, documentatie analiticd de normare.

CONTINUTUL TEZEI

1. CARACTERISTICA GENERALA A SPECIEI CYNARA SCOLYMUS L.

In capitolul 1 sunt relatate informatii din literatura de specialitate cu referire la caracteristica
generald a speciei C. scolymus L. Sunt prezentate date bibliografice generale din istoricul utilizarii,
incadrarea sistematicd a genului Cynara, descrierea botanicd, ecologia si raspandirea plantei,
compozitia chimica si actiunea farmacologica. Studiul bibliografic a evidentiat, ca specia C. scolymus
L. poseda un spectru vast de actiuni terapeutice, dintre cele mai importante fiind: hepatoprotectoare si
hepatostimulatoare, colereticd, hipocolesterolemicd, hipoglicemiantd, diureticd, antimicrobiana si
antioxidanta. De remarcat este faptul ca produsul vegetal - Cynarae folium, este inclusa in Farmacopea
Romana, ceea ce sugereazd importanta acestui produs pentru fitoterapie.

Gratie proprietatilor terapeutice incontestabile ale frunzei de anghinare, planta este cultivatd in
multe tari europene, iar din anul 2002 a fost introdusa si in colectia CC PM.

2. STUDIUL MORFO-ANATOMIC SI FITOCHIMIC AL SPECIEI CYNARA SCOLYMUS L.

2.1. Studiul morfologic si anatomic al speciei C. scolymus L.

Deoarece conditiile pedoclimatice ale RM se deosebesc de cele din regiunile de origine ale
anghinarei, pe parcursul anilor 2010-2012 s-au efectuat observatii fenologice asupra etapelor
dezvoltarii ontomorfogenetice ale plantelor de anghinare. Studiul biometric al speciei C. scolymus L. s-
a realizat in cadrul CC PM, care este localizat in partea de Sud - Vest a regiunii Centrale a RM.
Anghinarea in conditiile pedoclimatice ale RM este o planta erbacee, perena, robusta cu inaltimea 1,5
—2,0 m (Figura 1).

a.

Fig. 1. Plante de anghinare cultivate in CC PM. (' a. — faza de butonizare; b. — faza de inflorire)



In primul an de vegetatie planta dezvolti in mediu 7-12 frunze bazale, mari, cu lungimea de
pand la 80 cm, dispuse in rozeta. Frunzele au un petiol dezvoltat, carnos de culoare argintie si limbul
penat - sectat sau fidat, cu 5-8 perechi de lacinii lanceolate, mucronate, marginea mascat seratd, partea
superioara — glabra, iar cea inferioard alb-tomentoasd (Figura 2). Rozeta cu frunze bazale are un mare
rol fitocenotic — protejeaza solul atat de supraincalzire si expunerea directd la razele solare, cat si de
evaporarea si pierderea umiditatii acestuia. Acest fapt asigurd dezvoltarea mai viguroasd a tulpinilor,
frunzelor tulpinale si calatidiilor. Frunzele tulpinale sunt alterne si aproape sesile. De la baza tulpinii
spre apex, dimensiunile frunzelor se micsoreaza.

Tulpina aeriana apare 1n cel de-al doilea an, este erecta, viguroasa, ramificata de la baza si are
aspect tomentos. La varful tulpinilor se dezvolta florile unite in inflorescente de tip calatidiu globulos
(antodiu). Bracteele carnoase la baza, cu apex acut sau obtuz si usor pungente ale involucrului sunt
aranjate acropetal. Pe discul receptaculului carnos sunt dispuse florile centrale tubulare, bisexuate, iar
marginal florile sterile, ambele de culoare rosu-violaceu. Fructele reprezintd achene brune, usor
comprimate, insotite de papus de culoare galben-albicioasa.

b. .

Fig. 2. Aspectul frunzelor de anghinare.
(a. — partea superioara a frunzei ; b. — partea inferioara a frunzei de anghinare)

Studiul biometric a fost realizat pe durata a 3 perioade de vegetatie (2010-2012). Analiza
parametrilor biometrici denotd ca inaltimea maxima a plantelor variaza intre 121-185 cm, fapt ce
favorizeaza dezvoltarea unui numar mare de etaje foliare.

Plantele ramifica in 3-4 1n partea bazala a tulpinii, care, la randul lor, ramifica spre extremitati,
iar fiecare extremitate se termind cu calatidii cu diametru de la 7 la 9 cm. O ramificatie formeaza in
mediu 3-5 calatidii, iar o planta poate dezvolta in mediu 8-19 unitati.

Rezultatele studiului demonstreaza, ca in conditiile pedoclimatice ale RM plantele de
anghinare dezvoltd o suprafata foliara impundtoare cu valorile medii ale etajelor foliare de la 9 la 17,
a lungimii limbului foliar de la 25 la 30 cm si a latimii de la 13 la 17 cm, fapt ce prezintd un interes
deosebit, deoarece frunza de anghinare Cynarae folia este recunoscutd pe plan mondial ca produs
vegetal medicinal [9].

Produsul vegetal (PV) prezintd un amestec fragmentat din frunze de anghinare, cu dimensiuni
in limita cuprinsa intre 3 $i 7 mm, cu miros specific si nervurd mediana pronuntatd. Produsul vegetal
are un aspect paslos de culoare verde-albicioasa, datorita prezentei perilor tectori pe ambele epiderme.

Examenul microscopic a fost realizat in laboratorul fitochimic al Catedrei de farmacognozie si
botanica farmaceutica al I[P USMF ,Nicolae Testemitanu” la microscopul optic binocular Micros
(Austria), cu puterea de marire a obiectivului 4x, 10x, 40x si fotografiate cu o camera digitala, cuplata
la calculator. In calitate de material botanic (proaspit si uscat) pentru cercetare au servit frunzele
bazale si tulpinale de anghinare colectate in perioada de inflorire a plantei din colectia CC PM.
Uscarea s-a efectuat pe cale naturald, fiind aranjate in straturi subtiri, In Incaperi bine aerisite. PV



uscate au fost pastrate in ambalaje din hartie si cutii de carton in locuri uscate, bine aerisite si ferite de
lumina.

Examenul microscopic a fost realizat pe sectiuni transversale, radiale si longitudinale, obtinute
din frunze proaspete si utilizdnd preparate superficiale din material javelizat cu cloralhidrat.

Fig. 3. Sectiune transversala prin limbul frunzei de anghinare (x10).

Pe sectiunile transversale ale limbului, se disting epidermele inferioara si superioara
unistratificate, alcdtuite din celule poligonale cu pereti tangentiali externi usor Ingrosati, iar cei radiari
si tangentiali interni subtiri, la exterior acoperite de un strat de cuticula (Figura 3).

Epiderma superioara si inferioard dezvolta 2 tipuri de peri: tectori si glandulari. Se disting peri
tectori relativ scurti pe ambele epiderme cu concentrare mai mare pe nervuri, dar mai des intalniti pe
epiderma inferioard si In forma de sfichi, lungi, pluricelulari alcatuiti din baza uniseratd si un apex
filamentos subtire si sinuos. Sunt bine dezvoltati pe epiderma inferioard, localizati preponderent pe
nervuri, conferind frunzei un aspect tomentos, cenusiu. Perii glandulari sunt destul de mari, prezenti
din abundentd pe ambele epiderme. Sunt alcatuiti din piciorus scurt format din 1-2 celule si o glanda
sfericd, globuloasa cu continut de culoare bruna (Figura 4).

Stomatele sunt prezente pe ambele epiderme, sunt de tip anomocitic si se intalnesc cu o
frecventa mai mare pe epiderma inferioara (Figura 5).

Fig. 4. Un fragment al marginii epidermei Fig. 5. Un fragment al epidermei
inferioare (x40). inferioare (x40).
(1 - par glandular; 2 - par tector; 3 - cuticula; 4 - stomata)

Pe sectiuni transversale ale limbului foliar, sub epiderma superioara, se distinge mezofilul de
tip dorso-ventral cu unul sau doud randuri de celule palisadice (Figura 6). Aceste celule sunt
poligonale, bine impachetate, cu numar mare de cloroplaste cu pozitie preponderent parietald. Celulele
mezofilului lacunos de forma sferic-lobata cu mai putine cloroplaste si meaturi intercelulare mari vin
in contact cu epiderma inferioard. In mezofilul frunzei sunt prezente fasciculele colaterale inchise,
inconjurate de sclerenchim. In partea externa a coastelor se distinge tesut mecanic — colenchim (Figura
7).

Petiolul frunzei in sectiune transversala are o forma scafoida (Figura 8). Suprafata superioard a
petiolului este usor concava, cea inferioard - convexd, cu nervatiuni. Epiderma este acoperitd cu un
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strat subtire de cuticuld pe toati suprafata. In sectiune transversald celulele epidermei au o forma
patratd sau dreptunghiulard pe care se observa prezenta rard a perilor multicelulari. Colenchimul
angular este situat sub epiderma in regiunea nervurilor. Restul spatiului este ocupat de parenchim in
care sunt prezente un numdr mare de fascicule conducatoare, colaterale de tip deschis, dispuse
in cerc.

Fig. 6. Sectiune transversald  Fig. 7. Sectiune transversala Fig. 8. Sectiune transversala
prin frunza (x40). prin frunza (x10). prin petiol (x10).
(1 - vase libero-lemnoase, 2 - colenchim, 3 — parenchim)

Din rezultatele studiului, caracterele microscopice de diagnostic ale produsului vegetal
Cynarae folia sunt:

e Epiderma cu 2 tipuri de peri: - peri tectori cu baza uniserata si apex filamentos, subtire in forma de
sfichi, in abundenta pe nervuri si peri tectori mai putin numerosi din 4-6 celule globulos-ovoide cu
varful usor tesit; - peri glandulari relativ mari cu piciorus din 1-2 celule si glanda unicelulara cu
continut brunificat prezenti pe ambele epiderme;

e Limb de tip amfistomatic;

e Mezofil diferentiat — dorsoventral;

e Stomate de tip anomocitic, mult mai numeroase $i mai mici pe epiderma inferioara;

e Fascicule vasculare colaterale libero-lemnoase deschise intr-o teaca periciclica lignificatd, localizate

in rilele de pe fata superioara a frunzei;

e Tesut mecanic de tip colenchim angular, localizat sub epidermd in dreptul fasciculelor

conducdtoare, atat in lamina, cat si In petiol.

e Localizarea fasciculelor de conducere 1n petiol pe cerc.

Acest complex de caractere structural-diagnostice va servi ca suport diagnostic la identificarea
produsului vegetal Cynarae folia in cazul examenului microscopic.

A fost realizat studiul comparativ al dimensiunilor diferitor structuri ale frunzelor bazale si
tulpinale de anghinare din colectia CC PM.

Rezultatele analizei denotd ca frunzele bazale dezvolta structuri cu dimensiuni mai mari
comparativ cu frunzele tulpinale. La frunzele bazale, epiderma superioara este expusa permanent la
actiunea razelor solare, in orele amiezii pe perioada estivala, fiind in exces, sub un unghi de 95°, pe
cand epiderma inferioara este mult mai protejata.

Frunzele tulpinale sunt aranjate sub un unghi ascutit fatd de suprafata solului, astfel epidermele
atat superioare, cat si inferioare nu sunt expuse direct actiunii razelor solare si astfel structurile
anatomice a laminei sunt echilibrate, nu este un decalaj mare intre valorile epidermei superioare si
inferioare, comparativ cu frunzele bazale, la care:



- grosimea epidermei inferioare este mai micd, comparativ cu epiderma superioara;

- grosimea parenchimului palisadic mai mare, iar cel lacunos mai mic;

- densitatea perilor tectori pe unitate de suprafatd a epidermei inferioare este mai mica pe frunzele
bazale decat pe cele tulpinale.

Aceste rezultate se explica prin pozitia frunzelor fata de sursa de lumina si radiatie.

2.2. Studiul fitochimic al produsului vegetal Cynarae folia

Studiul fitochimic al produsului vegetal Cynarae folia a inclus: analiza calitativa prin aplicarea
reactiilor specifice de identificare, prin metoda de cromatografie in strat subtire (CSS) si cromatografie
de lichide de 1naltd performanta (CLIP); analiza cantitativa a fost realizatd prin metode
spectrofotometrice de dozare si prin metoda CLIP [9,14].

In calitate de material biologic au servit frunzele de anghinare recoltate in perioada de inflorire
de la plantele din colectia CC PM 1n perioada anilor 2011-2012.

Identificarea compugsilor flavonoidici cu reactii specifice. Pentru identificarea constituentilor
flavonoidici au fost aplicate un sir de reactii specifice de colorare si sedimentare, iar rezultatele
reactiilor calitative au demonstrat prezenta: agliconilor flavonozidelor, flavonelor, flavononelor,
flavonolilor, flavononolilor si catehinelor.

Identificarea compugsilor polifenolici si flavonoidici cu metoda CSS.

Pentru identificarea compusilor polifenolici si flavonoidici a fost aplicatd metoda CSS. Pentru
analiza a fost pregatit extractul frunzelor de anghinare, cu utilizarea in calitate de extragent etanol 70%
(V/V). Valorile Rf-urilor constituentilor fenolici identificati pe cromatogramele extractului etanolic din
frunze de anghinare sunt prezentate in Figura 9. In rezultatul analizei CSS la lumina zilei si in UV,
revelate cu acid difenilboric de 1% al eterului aminoetilic in metanol, macrogol 400 in metanol, prin
compararea Rf-urilor spoturilor substantelor de referinta, putem constata prezenta in Cynarae folia a
rutozidei, cvercetozidei, acidului clorogenic si acidului cafeic.
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Fig. 9. CSS pentru extractul Cynarae folia in UV.
1. Cynarae folia extract; 2 — rutozida; 3 — cvercetozida; 4 — acid clorogenic; 5 — acid cafeic.
(a. — fara revelare, b. - revelare cu acid difenilboric de 1% al eterului aminoetilic in metanol, Macrogol 400
in metanol)



Identificarea si dozarea compusilor chimici din specia C. scolymus L. cu metoda CLIP.
Cercetarile au fost efectuate in laboratorul Departamentului de Tehnica Farmaceutica si Biofarmacie al
Universititii de Medicini si Farmacie ,Iuliu Hatieganu”, Cluj-Napoca, Roménia. In calitate de
materiale biologice pentru analize au servit: frunze bazale, frunze tulpinale, tulpini, inflorescente si
bractei de anghinare. S-a recurs la studiul diferentiat al diferitor parti morfologice pentru a le evidentia
pe cele cu continut maxim de principii active (PA).

Au fost utilizate 18 standarde de compusi fenolici (Figura 10) — 1,2 - acid caftaric, acid
gentisic, 3 - acid cafeic, 4 - acid clorogenic, 5 - acid paracumaric, 6 - acid ferulic, 7 - acid sinapic, 8 -
hiperozid, 9 - isocvercitrin, 10 - rutozida, 11 - miricetol, 12 - fisetina, 13 - cvercitrin, 14 - cvercetol, 15
- patuletinad, 16 - luteolind, 17 - kampferol si 18 - apigenina.

mALl
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Fig. 10. Cromatograma amestecului de 18 polifenoli in detectie UV.

Studiile au fost efectuate la cromatograful pentru CLIP cuplat cu spectrometru de masa,
autosampler HP 1100, termostat HP 1100, detector UV HP 1100, spectrometru de masa Agilent lon
Trap 1100 VL.

Acizii polifenolcarboxilici au fost detectati la lungimea de unda 330 nm, iar flavonoidele si
agliconii acestora la 370 nm. In rezultatul analizei frunzelor bazale si tulpinale, a tulpinilor, bracteilor
si inflorescentelor au fost identificati 7 compusi cu continutul in descrestere dupa cum urmeaza: acid
clorogenic, acid cafeic, apigenind, luteolind, acid ferulic, acid p-cumaric si acid gentisic. in
inflorescentele plantei au fost identificati si dozati doar 4 compusi: acidul clorogenic, apigenind,
luteolina si acidul cafeic.

mg/g PV
30

25

20

15

10

Acid clorogenic Acid cafeic Luteolina Apigenina

E Frunze bazale & Frunze tulpinale Tulpini

Fig. 11. Principii biologic active cu continut maxim dozat CLIP (mg/g PV).
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Continutul compusilor activi cu masa > de 1 mg raportat la g PV a fost determinat doar in
extractele din ambele tipuri de frunze si in extractele din tulpini de anghinare (Figura 11), cantitatile
celorlalti compusi au valori mai reduse de 1 mg/g PV. Compusul cu cea mai mare concentratie s-a
dovedit a fi acidul clorogenic cu concentratia de 25,3 mg/g PV pentru extractul din frunze bazale,
24,42 mg/g PV pentru cel din frunzele tulpinale si 5,4 mg/g PV pentru extractul din tulpini.

Dozarea spectrofotometrica a principiilor active in produsul vegetal Cynarae folia. Din
metodele fizico-chimice de analizd cantitativd a produsului vegetal Cynarae folia in Farmacopea
Roménd ed. a X-a (FR X) sunt mentionate metodele spectrofotometrice de analizd a totalului
flavonoidic si a totalului polifenolic. Aceste metode au fost aplicate pentru determinarea perioadei de
maxima acumulare a totalului polifenolic si flavonoidic in frunzele bazale si tulpinale de anghinare.
In rezultatul studiului s-a demonstrat influenta perioadei de recoltare in procesul de acumulare a PA
(Figura 12, 13).

Rezultatele dozarii spectrofotometrice a totalului de flavonoide (Figura 12) denota faptul ca
acumularea maxima este determinatd in perioada de pana la inflorire a plantei, in faza de butonizare,
caracteristic pentru ambele tipuri de frunze (20,08+1,39 mg/g — frunze bazale si respectiv 19,15+0,93
mg/g — frunze tulpinale).

257

Total flavonoide
|2008,4 45 (mg/gPV)

16,8415,82

20

14,8814,52
15

e Il Frunze bazale

104 .
Frunze tulpinale

; ;
Fazade Tnceput de nflorire in
butonizare inflorire masa

Fig. 12. Dinamica acumuldrii totalului flavonoidic in frunzele de anghinare.

Continutul cel mai inalt a compusilor polifenolici este determinat la inceput de inflorire a
anghinarei (52,66+1,93 mg/g in frunze bazale, 44,32+3,0 mg/g in frunze tulpinale).

601 ’?,66' Total polifenoli

| I (mg /g PV)
44,32
50 43,4157 :
34,8
40 32,64
30 M Frunze bazale
201 #. Frunze tulpinale
0 . .
Fazade Inceput de Inflorire in
butonizare inflorire masa

Fig. 13. Dinamica acumularii compusilor polifenolici in frunzele de anghinare.
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3. OPTIMIZAREA EXTRACTIEI PRINCIPIILOR ACTIVE DIN PRODUSUL VEGETAL
CYNARAE FOLIA

3.1 Obtinerea produselor extractive lichide si dozarea principiilor active.

In scopul studiului comparativ al produselor extractive lichide cu cel mai inalt randament de
extractie a PA din PV Cynarae folia au fost aplicate metodele de obtinere a extractelor fluide 1:1 si 1:2
(repercolare dupa Squibb si Bosin si repercolare cu fractionarea produsului vegetal in parti egale in
ciclu neterminat) si metoda farmacopeica de obtinere a tincturii 1:5.

Produsele extractive obtinute au fost supuse determinarii cantitative prin metoda de dozare
spectrofotometrica descrisd in FR X, cu unele modificari, la spectrofotometru UV-VIS “Perkin Elmer”
Lambda, efectuata la Catedra de chimie farmaceutica si toxicologicd a IP USMF “Nicolae
Testemitanu”. Totalul flavonoidic (%) a fost evaluat in recalcul la rutozida (standard, Sigma Aldrich),
iar cel polifenolic — in recalcul la cinarind (standard, Sigma Aldrich).

Rezultatele dozarii spectrofotometrice (Figura 14), a totalului flavonoidic, au demonstrat faptul
ca in tinctura este prezent continutul maximal de flavonoide (1,381+0,0220%), pe cand in extractul fluid
1:1 este determinatd cantitatea minimd de flavonoide (0,253+0,0130%). Continutul maximal al
totalului polifenolic se regaseste in tinctura de anghinare - 2,062+0,0073%; urmeaza in descrestere
extractul fluid 1:2, obtinut prin metoda Bosin (0,776+0,0117%), extractul fluid 1:2, obtinut prin
metoda Sqibb (0,720+0,0071%), iar continutul cel mai redus de PA s-a determinat in extractul fluid 1:1
(0,339+0,0088%), obtinut prin metode de repercolare cu fractionarea produsului in parti egale in ciclu
neterminat. In studiul dat a fost demonstrati influenta concentratiei etanolului asupra procesului de
extractie in obtinerea extractelor fluide 1:2. Etanolul de 35% a prezentat cel mai redus randament de
extractie a PA.

4 -
35— Total polifenoli, %
3 Total flavonoide, % —
2,5 2,062
) —
1,5 |
1 o595 072 o543 0,776 —
0> 057 o045 0642 o 0,761 z’:zz 0222 -
o : : : 0,411 ’ : 0,25
etanol etanol etanol etanol etanol etanol etanol etanol
35% 70% 90% 35% 70% 90% 70% 70%
— - A - o\ )\ J
Extract fluid (1:2) Extract fluid (1:2) Extract fluid  Tinctura
Metoda Squibb Metoda Bossin (1:1) (1:5)

Fig. 14. Continutul de PA fenolice (%) n produse extractive de anghinare.

3.2. Optimizarea extractiei principiilor active din Cynarae folia.

In vederea sporirii continutului de principii active in produsele extractive obtinute din PV de
anghinare au fost folosite metode cu intensificarea procesului de extractie. Pentru studiul metodelor de
macerare s-a folosit macerarea simpla (metoda descrisa in FR X) si macerarea prin agitare:
turboextractie si extractie cu ultrasunete. Turboextractia s-a efectuat la temperatura camerei, intr-un
recipient de metal inoxidabil cu pereti dubli, in care s-au introdus extractele, iar ulterior au fost supuse
agitarii prin intermediul unui agitator cu 4 cutite la o turatie de 12.000 turatii/minut. Extractia cu
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ultrasunete s-a realizat In conditii analogice turboextractiei, la temperatura camerei, extractele au fost
supuse unei agitari puternice prin intermediul ultrasunetelor.

Pentru realizarea studiului s-a folosit un plan experimental fractionat D optimal cu trei factori
si doud niveluri (plan experimental 1). In calitate de variabile independente au servit: metodele de
extractie (extractie prin metoda clasicd de macerare; turboextractie si extractia cu ultrasunete) (X;);
raportul dintre cantitatea de produs vegetal fatd de cantitatea de solvent (m/v) - 1/50; 1/100; 1/200
(X3); concentratia extragentului - etanol de 30%; 50%; 70% (X3). Continutul totalului de polifenoli
(Y1) si totalului de flavonoide (Y») in extractele obtinute au servit ca variabile dependente.

Realizarea planului de experienta, calcularea coeficientilor, a parametrilor statistici si a fitarii
datelor pentru evaluarea rezultatelor s-a efectuat cu ajutorul programului de optimizare Modde 9.0
(Umetrics, Suedia). Matricea planului experimental i matricea cu raspunsuri contine 21 de categorii
cu rezultate ale determindrii cantitative a totalului polifenolic si flavonoidic.

Fitarea datelor s-a facut utilizind metoda Partial Least Squares (PLS). In Figurile 15 si 16 se
demonstreaza influenta factorilor de formulare asupra suprafetelor de raspuns prin intermediul
coeficientilor ecuatiilor si curbelor de izoraspuns.

Prin cresterea cantitdtii de solvent se micsoreaza raspunsul Y, ¢ Y,, insd pentru totalul
flavonoidic este un factor mai expresiv. Concentratia etanolului influenteazd de asemenea ambele
raspunsuri, odatd cu cresterea concentratiei se observa o sporire a extractiei PA, insd o diferenta
vizibila se constata Intre concentratiile 30% si 70%, mai putin intre concentratiile 50% si 70%.
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Fig. 15. Influenta factorilor de formulare asupra raspunsului - Y;, Concentratia in flavonoide (mg/ml).
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Fig. 16. Influenta factorilor de formulare asupra raspunsului - Y,, Concentratia in polifenoli (mg/ml).

Rezultatele studiului comparativ al metodelor de macerare au demonstrat ca continutul cel
mai ridicat de principii active in probele analizate se regdseste in extractele obtinute prin macerare
asistatd de ultrasunete, In care s-a determinat continutul maximal de polifenoli — 0,64739 mg/ml si
flavonoide — 0,26093 mg/ml, obtinut cu raportul PV:extragent - 2:100 si etanol 70%.

Prin urmare, ca metoda de electie pentru o extractie maxima polifenolica si flavonoidica din
frunze de anghinare este metoda cu ultrasunete, metoda simpld, rapida, eficientd si selectiva de
extractie.

Pentru optimizarea extractiei prin metoda cu ultrasunete a PA din PV Cynarae folia s-a folosit
un plan experimental fractionat rezolutie V+cu cinci factori si doud niveluri 2°° (plan experimental
2), in care s-a studiat influenta temperaturii de lucru (X;) , durata extractiei (X;), concentratia etanolului
(X3), intervalul de puls (X,) si amplitudinea (Xs) aparatului cu ultrasunete. Continutul totalului de
flavonoide (Y,) si polifenoli (Y,) in extractiile obtinute servesc ca variabile dependente.

Realizarea planului de experientd, calcularea coeficientilor, a parametrilor statistici si a fitarii
datelor pentru evaluarea rezultatelor s-a efectuat cu ajutorul programului de optimizare Modde 9.0
(Umetrics, Suedia). Fitarea datelor urmatd de calcularea parametrilor statistici pentru validarea
planului experimental s-a realizat utilizdnd metoda Partial Least Squares (PLS). Rezultatele obtinute
la fitarea datelor sunt prezentate in Tabelul 1.

Rezultatele testului ANOVA obtinute pentru cele 2 raspunsuri demonstreaza cd rezultatele sunt
bune la toate raspunsurile studiate (p este mai mic de 0,05 pentru model si este mai mare de 0,05
pentru eroare). Din analiza curbelor de izordspuns s-a observat cd odatd cu cresterea temperaturii,
concentratiei de etanol si a duratei de extractie este influentatd concentratia polifenolilor si

14



flavonoidelor in probele experimentale, iar intervalul de puls si amplitudinea aparatului de ultrasonare,
la o frecventd constanta de 30kHz, in experimentul prezentat, favorizeaza extractia PA la capacitatea
maxima de lucru.

Tabelul 1. Rezultatele obtinute la fitarea datelor

. Repro-
R | R*Adj.| @ | spy | msp | ~ |vahdareal g i
modelului| . ..

bilitate

Concentratia totalului
flavonoidic (mg/ml) (Y;)
Concentratia totalului

0,99348 | 0,983238 | 0,93389 | 0,21530 | 0,027875 | 19 | 0,882579 |0,980935

0,89708 | 0,794164 | 0,59650 | 0,15471 | 0,070193 | 19 | 0,958509 [0,615192

polifenolic (mg/ml) (Y>)

In rezultatul studiului a fost stabilitd formula optima de lucru: temperatura de extractie - 80°C;
durata de extractie - 30 minute; concentratia etanolului - 70%.

3.3. Obtinerea si studiul produsului extractiv uscat.

Granularea in pat de aer fluidizat se caracterizeaza prin pulverizarea continud a solutiei de liant
peste materialul fluidizat, concomitent cu uscarea umezelii excesive existente, datoritd fluxului
ascendent de aer. Dupd adaugarea intregii cantitati de solutie — liant, continud uscarea granulatului in
acelasi aparat. Tehnica de granulare in pat de aer fluidizat este la ora actuala foarte des folosita in
industria farmaceutica pentru ca permite producerea de granule uniforme [1,2,29]. Cu acest scop a fost
folosit granulatorul in pat de aer fluidizat Aeromatic (Stearea I).

Pentru obtinerea granulatului, care prezintd materie primd in vederea procesdrii ulterioare in
forma farmaceutica solida, au fost selectati excipientii: celulozd microcristalind si lactozd monohidrat
in raport de 6:4, fapt determinat din constatarile referitoare la curgerea amestecului de pulberi, cat si
din considerentele de hidrofobicitate ale substantelor auxiliare, ce impun limite in folosirea lor. in
procesul de obtinere a granulatului, volumul extractului lichid a fost pulverizat in 5 etape: 30%, 25%,
20%, 15% si la final ultimele 10%; dupa fiecare etapa la care s-a adaugat cantitatea respectiva de
extract s-au prelevat probe pentru analiza. In rezultat s-au obtinut 3 serii de granulate, avand cite 5
probe de analiza fiecare (subserii).

Seriile de granulate au fost supuse analizei cantitative prin metode spectrofotometrice de
dozare. Astfel, a fost obtinut granulat, cu continutul totalului polifenolic, in recalcul la acid galic de
0,75 mg/0,1 g granulat (Figura 17), de asemenea a fost demonstrata validitatea procesului tehnologic
de uscare in pat de aer fluidizat prin omogenitatea continutului polifenolic determinat in toate probele
seriilor de granulate.
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Proba 1 Proba 2 Proba 3 Proba 4 Proba 5
Fig. 17. Totalul polifenolic in granulatul de anghinare (mg/0,1 g granulat).
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Rezultatele determinarii cantitative a totalului flavonoidic a demonstrat omogenitatea
procesului de uscare a extractelor fluide (Figura 18). Valoarea medie a continutului totalului
flavonoidic determinat, in recalcul la rutozida, este de 0,40 mg/0,1 g granulat.
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Fig. 18. Totalul flavonoidic in granulatul de anghinare (mg/0,1 g granulat).

Tehnica de granulare 1n pat de aer fluidizat a permis obtinerea unui produs extractiv uscat
(granulat) cu proprietiti farmacotehnice optimale: o curgere conform indicelui Carr - de la mediu
(20,8 g/s) - la excelent (8,9 g/s); raportul Haussner - aproximativ 1,2, ceea ce indica o curgere usoara
pentru seriile de granulate analizate; dimensiunea preponderentd a particulelor - de la 50 la 200 pm,
caracteristica pentru o distributie granulometricd omogena; valoarea unghiului de repaus nu depaseste
30 de grade, ceea ce denota o capacitate buna de curgere a granulatului.
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Fig. 19. Capacitatea de curgere pentru 100 g proba de granulat/secunde.

In rezultatul studiului s-a inregistrat o curgere omogena cu timpul maxim de 1560 secunde si
timpul minim de 1359 secunde, observat in analiza probelor seriilor de granulate (Figura 19).

4. FORMULAREA SI STANDARDIZAREA COMPRIMATELOR. STUDIUL ACTIVITAIII
ANTIOXIDANTE SI TOXICIT:&TII ACUTE.

4.1. Formularea si studiul comprimatelor

Ca materie primd pentru formularea comprimatelor, a fost folosit granulat, cu continut
standardizat in principii active polifenolice si flavonoidice.

La prima etapa a fost obtinut extractul fluid de anghinare cu raportul de materie prima/solvent
2:100. Extractia s-a realizat prin metoda cu ultrasunete la temperatura de 80°C, in calitate de extragent
a servit etanolul de 70%, timpul de extractic a fost de 30 minute, frecventa - 30kHz. Dozarea
principiilor active in extractul fluid a fost efectuatd spectrofotometric [25]. Totalul polifenolic
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exprimat n acid galic a fost de 0,70+0,069 mg/ml si totalul flavonoidic exprimat in rutozida —
0,25+0,0209 mg/ml.

Ulterior, extractul fluid obtinut, a fost supus procesului de uscare prin metoda de granulare in
pat de aer fluidizat cu folosirea in calitate de excipienti celuloza microcristalina si lactoza monohidrat.

Rezultatele determindrii cantitative a totalului polifenolic in recalcul la acid galic au fost de
0,75+0,08 mg/0,1 g granulat, iar valoarea medie a continutului totalului flavonoidic determinat in
recalcul la rutozida, a fost de 0,40+0,021 mg/0,1 g granulat.

Pentru standardizarea comprimatelor cu continut de PA extrase din Cynarae folia au fost
formulate 3 loturi de comprimate obtinute la masina de comprimat cu excentric Korsch EK (Korsch,
Germania). Formula comprimatelor este prezentata in Tabelul 2.

Pentru imbunatatirea calitatii amestecului de comprimat s-au utilizat substante auxiliare precum
stearatul de magneziu ca agent de glisare, talcul ca lubrifiant si amidon ca dezagregant.

Tabelul 2. Componenta pentru un comprimat

Ne Denumirea materiei prime Cantitatea, mg
1 | Extract uscat standardizat de anghinare* 475,00
Stearat de magneziu 5,00
4 | Talc 5,00
5 | Amidon de cartofi 15,00
Total 500,00

Nota - extract uscat de anghinare sub forma de granulat, standardizat dupa continutul totalului
polifenolic (0,75+0,08 mg/0,1g granulat) si a totalului flavonoidic (0,40+£0,021 mg/0,1g granulat); celuloza
microcristalind 60% si lactoza monohidrat 40%.

Identificarea principiilor active din comprimate s-a efectuat cu aplicarea a 2 metode:

1. metoda spectrofotometrica in UV — s-a comparat spectrul UV al probei cercetate cu spectrul
UV al solutiei standard de acid clorogenic care se determind in regiunea de la 250 nm la 400 nm. A
fost Inregistrat maximul de absorbtie la lungimea de unda 327 nm, iar la lungimea de unda 300 nm a
fost observat un umar (Figura 20).

2. metoda CSS - Spoturile principale de pe cromatograma solutiei proba, trebuie sd corespunda
dupd valoarea Rf, dimensiunea si intensitatea culorii, cu spoturile de pe cromatograma solutiilor
standarde de acid clorogenic si luteolind-7-glucozid.
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Fig. 20. Spectrul in UV al acidului clorogenic cu un maxim de absorbtie la A 32742 nm.
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Comprimatele au fost obtinute prin presarea directa, avand urmatorii parametri farmacotehnici

(Tabelul 3):
Tabelul 3. Rezultatele controlului farmacotehnic al comprimatelor

‘ Seria | ‘ Seria 11 ‘ Seria III
Determinarea friabilitatii comprimatelor
Numadr de determinari 3 3 3
Masa pierduta, % 0,138+0,004 0,137+0,0044 0,141+0,0045
Determinarea timpului de dezagregare a comprimatelor
Numar de determinari 3 3 3
Media timpului de dezagregare, minute 2,923+0,1318 2,542+0,1730 2,698+0,1491
Determinarea rezistentei mecanice
Numar de determinari 10 10 10
Valoarea medie a rezistentei mecanice, Kg 6,0+0,1290 6,08+0,2006 6,16+0,2108

Testul de dizolvare a fost efectuat in mediu de apa distilata, prin metoda oficializata cosul
rotativ”’. Rezultatele testului de dizolvare peste 45 minute: pentru totalul polifenolic - 76,4%; pentru
totalul flavonoidic - 77,1%, parametri ce se incadreaza in cerintele farmacopeice pentru comprimate.

A fost determinatd cinetica de dizolvare a totalului polifenolic (Figura 21) si flavonoidic (Figura 22)
din comprimate.
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Fig. 21. Grafic semilogaritmic (In Qo-Qt) de dizolvare a totalului polifenolic.
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Fig. 22. Grafic semilogaritmic (In Qo-Qt) de dizolvare a totalului flavonoidic.
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Dozarea principiilor active din comprimate. Dozarea totalului polifenolic s-a efectuat
spectrofotometric la lungimea de unda 327 nm, in cuva cu grosimea stratului de 10 mm, utilizand in
calitate de solutie blanc alcool etilic de 20%. Cantitatea totalului polifenolic In comprimat trebuie sa
fie cel putin 3,0 mg si de cel mult 4,0 mg. Totalul flavonoidic a fost determinat la spectrofotometru la
lungimea de undd de 430 nm intr-o cuva cu grosimea de 10 mm, utilizand solutia blanc: 5 ml solutie de
clorurd de aluminiu 2,5%, 7 ml de solutie de acetat de sodiu 10%, alcool etilic de 50% pana la cota de
25 ml. Cantitatea totalului flavonoidic in comprimat trebuie sa fie cel putin 1,3 mg si cel mult 1,7 mg.

4.2. Studiu de stabilitate si standardizare a comprimatelor

Pentru validarea testului de stabilitate in conditii normale si de stres termic, au fost realizate
studiile de stabilitate ale produsului ,, Comprimate de anghinare, 5 mg”, cu utilizarea a trei serii de
comprimate conform programului stabilit.

Studiu de stabilitate in conditii normale. Programul pentru termen lung de studiu a stabilitatii a
inclus testele realizate la temperatura 25+2°C si umiditatea relativa a aerului de 60+5%. Pentru
evaluarea stabilitatii comprimatelor au fost determinati urmatorii indici de calitate: "Descriere",
"Masa medie", "Uniformitatea masei", "Dezagregare", "Friabilitate", "Dozare" determinati cu
frecventa din 3 in 3 luni la fiecare etapd a studiului, conform planului.

Determinarile s-au efectuat paralel pentru toate trei serii. Pe perioada testarilor comprimatele
si-au pastrat proprietatile fizico-chimice si au corespuns cerintelor atribuite calitatii Tn conformitate cu
DAN. Rezultatele confirma stabilitatea compusilor polifenolici si flavonoidici in comprimate pe
perioada a 18 luni de pastrare. Continutul totalului polifenolic (3,5 mg +15%) si totalului flavonoidic
(1,5 mg +15%) prezinta valori incadrate 1n limita cerintelor FR X.
ambalajului primar, in absenta luminii, a fost testat pe durata a 6 luni la temperatura 40+2°C si
umiditatea relativa 75+5%. S-a demonstrat stabilitatea pentru toate trei serii de comprimate pe durata a
18 luni, temperatura de pastrare recomandata este sub +25°C, ferit de lumina. Studiile continua.

Validarea metodelor de dozare a principiilor active. Validarea metodelor analitice de dozare,
utilizate pentru determinarea cantitativa a totalului polifenolic si flavonoidic in comprimatele cu
continut de extract din Cynarae folia, s-a efectuat in baza normelor ISO cuprinse in nota explicativa a
Comisiei de specialitate a CE, in “Ghidul privind metodologia de validare a procedeelor analitice —
3AQl4a” elaborat de ICH pentru inregistrarea medicamentelor de uz uman, ce include evaluarea
parametrilor de validare si in USP 27-NF22, in care este inclus un ghid de linii directoare specifice
pentru validarea metodelor utilizate pentru determinarea unor componenti.

Validarea metodelor de dozare spectrofotometrice in UV si CLIP a principiilor active din
anghinare prin determinarea selectivitatii, liniaritdtii, exactitatii, preciziei, limitelor de detectie si
cuantificare a demonstrat utilitatea folosirii acestor metode pentru dozarea totalului polifenolic si
flavonoidic in comprimate.

In baza studiului efectuat au fost determinati principalii indici de calitate ai comprimatelor care
au stat la baza intocmirii monografiei farmacopeice: ,, Comprimate de anghinare, 5 mg”.

4.3. Studiul activitatii antioxidante.

Determinarea activitdtii antioxidante a speciei C. scolymus L. cultivatd in conditiile
pedoclimatice a RM s-a realizat in cadrul Laboratorului de Ficobiotehnologie a Institutului de
Microbiologie si Biotehnologie al Academiei de Stiinte al RM.

In calitate de material pentru cercetare au servit extracte hidroetanolice din frunze bazale,
frunze tulpinale, tulpini, inflorescente si bractei de anghinare, dar si granulat standardizat de anghinare.
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Studiul activitatii antioxidante a avut drept scop evaluarea comparativd a capacitatii de scavenger a
radicalilor liberi de catre compusii biologic activi extrasi din specia C. scolymus L.
In studiu s-au aplicat metode nespecifice, in baza reactiilor de oxido-reducere cu utilizarea

radicalilor non-biologici si metode specifice cu utilizarea, in calitate de substrat, a radicalilor specifici
organismului uman [10].

Aplicarea metodelor nespecifice.

Metoda radicalului liber DPPH’". In rezultatul evaludrii capacitatii antioxidante a extractelor din
anghinare prin metoda radicalului DPPH" a fost stabilit ICsy (ug/ml) pentru extractele din frunzele
bazale (96,14+0,17 pg/ml), frunze tulpinale (125,82+0,22 pg/ml), tulpini (412,89+0,48 ng/ml), bractei
(2182,68+0,65 pg/ml) si inflorescente (6960,92+0,21 pg/ml). Valorile obtinute demonstreaza o
capacitate antioxidantd foarte buna pentru frunzele bazale si tulpinale de anghinare, iar pentru
extractele din bractei si inflorescente activitatea antioxidanta s-a constatat a fi minima.

Pentru granulate ICsy constituie 142,03+0,04 pg/ml in comparare cu Trolox, 1%= 90,60398
pentru concentratia de 25 pg/ml, DPPH" - 12,47%, valori ce denota o activitate antioxidantd buna.

Metoda radicalului liber ABTS™".

Cea mai mica activitate antioxidantd a fost determinata pentru extractele obtinute din bractei,
valorile testului ABTS"" fiind de 38% inhibitie. Rezultatele testului antioxidant ABTS' sunt
prezentate in Figura 23.

Cele mai mari valori ale testului antioxidant ABTS'" au fost inregistrate pentru extractele
obtinute din frunze bazale, frunze tulpinale si tulpini de C. scolymus L. Pentru granulat activitatea
antioxidanti, determinati cu aplicarea testului ABTS™" este de 49% inhibitie si se inscrie in limita
valorilor determinate pentru extractele etanolice a produselor vegetale din frunze.
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Fig. 23. Activitatea antioxidanti (1%) ABTS" a produselor extractive
(1 mg/ml) din Cynara scolymus L.

Cele mai reprezentative valori ale testului ABTS'" au fost obtinute prin echivalentul TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) in care s-a stabilit faptul ca 1 mg extract antioxidant, obtinut
din PV de frunze bazale si frunze tulpinale de C. scolymus L., poseda activitate antioxidantad
echivalenta cu cea de 134-150 uM Trolox. Pentru extractele, obtinute din tulpini si inflorescente de C.

scolymus L., indicele TEAC este de 112-118 uM Trolox. Activitatea antioxidantd pentru granulat,
exprimata in valorile indicelui TEAC, este de 120 uM Trolox.
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Evaluarea activitatii antioxidante cu aplicarea metodelor specifice.

Metoda de reducere a radicalului oxidului nitric NO'. Analiza datelor testului de determinare a
capacitatii de reducere a oxidului nitric a stabilit o activitate antioxidantd sporitd pentru toate tipurile
de extracte. Valorile testului au prezentat valori minime de 5,2 pg echivalent acid ascorbic/mg
substantd uscatd pentru inflorescente si bractei de anghinare. Activitatea extractelor din frunze de
anghinare este si de data aceasta mai mare comparativ cu activitatea extractelor obtinute din alte parti
vegetale. Extractele etanolice din frunze de anghinare (bazale si tulpinale) au cele mai mari valori ale
testului de reducere a radicalului oxidului nitric - 6,0 pg echivalent acid ascorbic/mg substanta uscata.

Analiza granulatului prin metoda de reducere a radicalului oxidului nitric NO® a demonstrat
capacitatea reducatoare a granulatului, avand valoare medie de 6,4 pg echivalent acid ascorbic/mg.

Determinarea capacitatii de inhibitie a oxidarii lipoproteinelor cu densitate joasa (LDL).

Lipoproteinele cu densitate joasd au fost obtinute din serul sangvin prin metoda sedimentarii cu
heparina. Valoarea gradului de oxidare al LDL s-a determinat spectrofotometric, la lungimea de unda
de 535 nm, prin concentratia substantelor reactive ale acidului tiobarbituric cu dialdehida malonica
(MDA).

In scopul comparirii valorilor testului MDA, obtinute cu aplicarea extractelor de anghinare in
calitate de antioxidant al procesului de oxidare a LDL cu antioxidanti recunoscuti, a fost studiat efectul
acidului ascorbic in concentratia de 1,0 mg/ml.

Rezultatele testului antioxidant, de supresare a oxidarii LDL sunt prezentate in Figura 24.
Rezultate obtinute au stabilit cd 17,5% din lipoproteine sunt oxidate in lipsa sulfatului de cupru, proba
control negativ (Cu’) in conditii de 37°C timp de 24 ore.

Cea mai mare activitate in contracararea oxidarii LDL a fost stabilitd pentru probele cu
aplicarea extractelor din frunze (60,8-61,6% inhibitie). Pentru extractele obtinute din bractei si tulpini
de anghinare, valorile testului MDA prezintd valori de 57,4% si 54,5% respectiv. Extractul din
inflorescente nu a manifestat efect antioxidant in conditiile de oxidare indusa a lipoproteinelor.
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Fig. 24. Efectul de supresare a oxidarii LDL (I %) determinat pentru extractele
de C. scolymus L. 1 mg/ml substanta uscata.
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Rezultatele testului de determinare a capacitatii de inhibitie a oxidarii a LDL de catre granulatul
standardizat de anghinare au stabilit procentul de inhibitie a oxidarii in limita de 59,5-59,9% (Figura
25).
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Fig. 25. Efectul de supresare a oxidarii LDL (I%) a granulatului de anghinare 1 mg/ml.

4.4. Studiul toxicitatii acute.

Determinarea toxicitdtii acute a granulatului cu continut de extract standardizat in compusi
polifenolici si flavonoidici din Cynarae folia s-a realizat in cadrul Laboratorului de cercetare morfo-
functionald a Universitatii Nationale de Farmacie din Harkov, Ucraina.

Toxicitatea acutd a fost determinatd conform , Recomanddrilor metodice pentru studiul
preclinic al substantelor medicamentoase”, aprobate de Centrul de Stat de Farmacologie a Ministerului
Protectiei Sanatatii din Ucraina in anul 2011, pe doud grupe de animale: soareci albi (masculi si
femele) cu masa corporald intre 18-26 g si sobolani (masculi si femele) cu masa corporala intre 190-
210 g. Masa corporala, varsta si conditiile de viatd a animalelor din laborator au corespuns cu cerintele
recomandarilor metodice. Animalele au fost grupate omogen dupa masa corporald. Pentru studiul
toxicitatii acute (dupd doza unica de administrare), granulatul a fost introdus sub forma de suspensie
per os — intragastral cu ajutorul unei sonde metalice atraumatice timp de 40 minute: pentru soareci in
doza de la 900 mg/kg pana la 5400 mg/kg corp; pentru sobolani - in doza de 1300 mg/kg pana la 8000
mg/kg.

Rezultatele obtinute privind toxicitatea acutd conform dozei unice de administrare per os au
stabilit LD 0% pentru doza de 5400 mg/kg (doza maxima administrata la soareci) si 8000 mg/kg (doza
maxima administrata la sobolani). Astfel, studiile au demonstrat faptul, ca produsul farmaceutic studiat
cu continut de extract uscat din Cynarae folia recoltat in conditiile pedoclimatice ale RM, in
conformitate cu clasificarea substantelor toxice propuse de Sidorov K.K., la administrarea dozei unice
orale, face parte din categoria de compusi cu toxicitate redusa (clasa IV).

CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

1. In baza rezultatelor studiilor biometrice ale speciei C. scolymus L. si a studiilor fitochimice
s-a identificat posibilitatea utilizarii atat a frunzelor bazale, cat si a frunzelor tulpinale de anghinare in
calitate de materie prima suplimentara pentru elaborarea formelor farmaceutice noi.

2. Determinarea calitatii produsului vegetal Cynarae folia (amestec fragmentat din frunze
bazale si tulpinale) a inclus: examenul micro- §i macroscopic, ce au evidentiat caracterele de
diagnostic comune, dar si de diferentiere a dimensiunilor structurilor celulare; cercetarea indicilor
numerici; analiza calitativa, cu aplicarea reactiilor specifice de colorare si sedimentare si de CSS, in
care s-au pus in evidentd prezenta grupelor de flavonoide (flavone, flavonone, flavonoli, flavononoli) si
a constituentilor fenolici (rutozida, cvercetozida, acid cafeic si acid clorogenic); prin analiza
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cantitativa CLIP au fost identificati si dozati urmatorii compusi: acid clorogenic, acid cafeic,
apigenind, luteolind, acid ferulic, acid p-cumaric si acid gentisic.

3. Au fost stabilite perioadele de recoltare a produsului vegetal cu continutul maxim de PA:
faza de butonizare - pentru continutul maxim de flavonoide (20,08 mg/g - frunzele bazale si 19,15
mg/g - frunze tulpinale) si inceput de inflorire - pentru continutul maxim de polifenoli (52,66 mg/g -
frunzele bazale si 44,32 mg/g frunze tulpinale).

4. Studiile de optimizare a metodelor de extractie au inclus aplicarea planurilor experimentale,
in care s-a demonstrat continutul cel mai sporit de principii active in extractele obtinute prin metoda
asistata de ultrasunete, in raportul PV: extragent - 2:100 si etanol 70%.

5. Folosirea tehnicii de granulare in pat de aer fluidizat a permis obtinerea unui granulat
standardizat in compusi polifenolici, determinati in recalcul la acid galic (0,75 mg/0,1 g granulat) si
compusi flavonoidici, determinati, in recalcul la rutozida (0,40 mg/0,1 g granulat), folosit la
formularea §i prepararea comprimatelor prin metoda de presare directd, cu parametri farmacotehnici,
care se incadreaza 1n cerintele farmacopeice pentru comprimate si cu metodele de dozare
spectrofotometrice in UV si CLIP validate.

6. Determinarea in vitro a capacitatii antioxidante a extractelor din frunze bazale si tulpinale de
anghinare, prin metode nespecifice: metoda DPPH" a stabilit ICs, pentru frunzele bazale - 96,14 pg/ml,
pentru frunzele tulpinale - 125,82 pg/ml; metoda ABTS™™, prin echivalentul TEAC, a stabilit ICsg la
frunzele bazale - 150 uM Trolox, la frunzele tulpinale - 134 ngM Trolox; si metode specifice: metoda
NO’ a demonstrat valori de reducere a radicalului oxidului nitric in limitele 5,2-6,0 pg echivalent acid
ascorbic/mg PV; metoda contracardrii oxidarii LDL — a stabilit procentul mediu de inhibitie pentru
extractele din frunze de anghinare — 61,4%.

7. Studiul toxicitatii acute, la administrarea per os a unei doze unice de granulat standardizat,
a determinat LD 0 % pentru doza maxima de 5400 mg/kg - administrata la soareci si LD 0 % pentru
doza maxima de 8000 mg/kg - administratd la sobolani, valori caracteristice pentru compusi cu
toxicitate redusa (clasa I'V).

8. In baza rezultatelor experimentale obtinute au fost elaborate monografiile farmacopeice
, Frunza de anghinare, 50 g”, implementata la intreprinderea farmaceutica autohtond ,,Medfarma”
S.R.L.; monografia farmacopeicd si regulamentul tehnologic de producere pentru ,,Comprimate de
anghinare, 5 mg”, implementate la intreprinderea farmaceutica autohtond, IM ,,RNP Pharmaceuticals”
S.R.L.

In temeiul rezultatelor obtinute se inainteazi urmitoarele recomandiri:

1. Introducerea in culturd, in arealul natural al RM, a speciei C. scolymus L., pentru obtinere
cantitativa si calitativa de produs vegetal autohton.

2. Pentru intreprinderile de elaborare si fabricare a produselor farmaceutice de origine vegetala
recomandam utilizarea produsului vegetal Cynarae folia alcatuit atat din frunze bazale cat si
tulpinale, caracterizate cu un continut inalt de principii active fenolice.

3. Se recomanda colectarea diferentiatd a frunzelor in functie de acumularea maximd a
principiilor active in produsul vegetal Cynarae folia determinat in faza de butonizare si
inceput de inflorire a plantei.

4. Schema tehnologica de obtinere a granulatului, in baza extractului fluid de anghinare, poate fi
recomandata 1n calitate de model pentru alte forme farmaceutice de origine vegetala.

5. Rezultatele experimentale si aspectele metodologice obtinute si expuse in tezd se recomanda
a fi utilizate in instruirea studentilor la disciplinele farmacognozie, botanica farmaceutica si
tehnologie farmaceuticd industriald, rezidentilor facultatii de farmacie si in cadrul
perfectiondrii tematice a farmacistilor la ciclurile ,,Actualitdti In Tehnologia farmaceutica” si
“Utilizarea plantelor medicinale si a fitopreparatelor autorizate in Republica Moldova”.
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ADNOTARE

Ciobanu Cristina ,,Specia Cynara scolymus L. — sursa de noi produse farmaceutice”,
tezd de doctor 1n stiinte farmaceutice, Chisindu 2015. Teza este expusa in limba romana cu titlul de
manuscris pe 108 pagini text de baza tehnoredactate electronic si sub aspect structural constd din
urmatoarele compartimente: introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari. Teza este
ilustratd cu 32 tabele, 59 figuri, 17 anexe, indicele bibliografic enumera 168 de surse. Rezultatele
obtinute sunt publicate in 15 lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: Cynara scolymus L., Cynarae folia, anghinare, biometrie, macroscopie,
microscopie, polifenoli, flavonoide, extracte fluide, granulat, extractie cu ultrasunete, granulare in pat
de aer fluidizat, spectrofotometrie, cromatografie lichidda de 1inaltd performanta, optimizare,
standardizare, validare, comprimate, antioxidant, toxicitate acuta, documentatie analiticd de normare.

Domeniul de studiu: 316.01- Farmacie.

Scopul cercetirii: studiul complex al speciei C. scolymus L. cultivatd in conditiile
pedoclimatice ale RM, identificarea si dozarea compusilor chimici, obtinerea produselor extractive,
evaluarea actiunii biologice, obtinerea si standardizarea formelor farmaceutice.

Obiectivele cercetarii: studiul biometric, morfo-anatomic si fitochimic al speciei C.
scolymus L.; evaluarea parametrilor de calitate pentru produsul vegetal; studiul dinamicii de acumulare
a principiilor active; optimizarea obtinerii si studiul produselor extractive din anghinare; formularea si
standardizarea formei farmaceutice cu continut de produs extractiv standardizat; studiul activitatii
antioxidante in functie de continutul polifenolic si flavonoidic; determinarea toxicitdtii acute a
produsului extractiv standardizat de Cynarae folia; elaborarea Monografiilor Farmacopeice si
Regulamentului Tehnologic privind produsul vegetal si forma farmaceutica.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera a fost studiati: biometria plantelor,
macro- si microscopia frunzelor bazale si tulpinale ale speciei C. scolymus L., cultivata in conditiile
pedoclimatice ale RM; optimizatd obtinerea extractelor standardizate din PV Cynarae folia; studiata
actiunea antioxidantd in dependentd de continutul polifenolic si flavonoidic; formulatd compozitia
comprimatelor cu continut de extract standardizat; elaboratd DAN la produs vegetal si comprimate.

Problema stiintifica solutionata consta in valorificarea speciei C. scolymus L. prin studiu
biometric, morfo-anatomic, fitochimic, farmacotehnic si biologic in vederea elaborarii documentatiei
analitice de normare a calitdtii i obtinerii produselor farmaceutice standardizate: produs vegetal
medicamentos i comprimate.

Semnificatia teoretica consta In generalizarea studiului actual al cunoagsterii despre specia
C. scolymus L. si completarea tezaurului acesta cu noi aspecte referitor la biometria plantei, principiile
de extractie a compusilor chimici si obtinerea formelor farmaceutice in baza acestora.

Valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele actualei cercetari pot servi la introducerea in
culturd a speciei C. scolymus L. in vederea obtinerii materiei prime locale pentru fabricarea produselor
farmaceutice cu continut de compusi polifenolici si flavonoidici.

Implementarea in practici a rezultatelor cercetirii. In baza rezultatelor experimentale
obtinute au fost elaborate monografiile farmacopeice ,, Frunza de anghinare, 50 g’ — implementata la
intreprinderea farmaceutica autohtona ,,Medfarma” SRL; monografia farmacopeica ,, Comprimate de
anghinare, 5 mg” si regulamentul tehnologic de producere , Comprimate de anghinare, 5 mg” -
implementate la intreprinderea farmaceutica autohtoni IM ,,RNP Pharmaceuticals” SRL.
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AHHOTAIIUA

Yoo0any Kpucruna «Bun Cynara scolymus L. - HCTOYHMK HOBBIX JIEKAPCTBEHHBIX (popm»,
JicCepTalusl Ha COMCKaHWE YYE€HOW CTereHW JOoKTopa (apmameBThdeckux Hayk, Kummuizy 2015.
HMuccepTarus nznoxeHa Ha 108 cTpaHHUIIax OCHOBHOTO TEKCTa M BKJIIOYAET B ceOs BBENIEHUE, 4 TIIaBHI,
BBIBOJIBI U peKOMeHaanuu, Oubnuorpadus u3 168 wmcrounukos, 32 Tabmunpsl, 59 pucynkos, 17
NpUIIOKEeHUH. Pe3ypTaTel uccnenoBaHuii omyOIuKOBaHbI B 15 cTaThsX.

KimroueBbie caoBa: Cynara scolymus L. Cynarae folia, Ouomerpusi, MaKpOCKOIHS,
MHUKpPOCKOMHSI, (DEHOJNbHbIE COEAUHEHMSI, (PIAaBOHOWIBI, AKCTPAKTHI, TPAHYJAT, YJIbTPa3BYKOBas
OKCTpaKIUs, TPAaHYJIUPOBAHHE B KHUIIALIEM CJO€, CHEKTPOPOTOMETpUs, BBICOKOI(P(EKTUBHAS
KHUJKOCTHAsI XpoMaTorpadusi, ONTUMH3AIMS, CTAHIAPTU3AINS U BATUIAINS, TA0JIETKH, CTA0OMILHOCTD,
AHTHOKCHJIAaHTBI, OCTpasi TOKCUYHOCTh, aHAIMTUYECKasi HOpMAaTUBHAs TOKyMEHTALUs.

CneunanabHoctb: 316.01 - @apmarus

Leap uccaenoBanusi: KOMIUIEKCHOe HccnenoBanue Buna C. scolymus L., BbIpalieHHOTO B
KIIMMaTH4YecKuX ycnoBuax PecmyOnuku MonjoBa; KaueCTBEHHOE M KOJIMYECTBEHHOE OINpeeeHHE
XUMHUYECKUX COCIUHEHMH; ONTHUMM3AlMs TONY4YeHHMs] OSKCTPAaKTUBHBIX BEIIECTB; H3Y4YECHHE
AHTHOKCHJIAHTHOW aKTHBHOCTH; pa3paboTKa, aHaIM3 W CTaHAApTU3alUs TBEPAbIX JIEKapCTBEHHBIX
(dhopM — TabNeToK.

3agaum wucciaenoBanmsa: Ouomerpuyeckoe wuccienoBanue C. scolymus L.; makpo- u
MUKpocKonnueckoe uccienoBanue Cynarae folia; onieHKa KadecTBa JIEKAPCTBEHHOTO PACTUTEIHLHOTO
CBIPBSI;  ONTHUMM3AIUMS METOJOB  OKCTpakUuUM U  pa3zpaboTka crmoco0a  MOMydYeHUs U
CTaHJapTHU3AIMs SKCTPAKTa KUJKOTO M3 apTHUIIOKA; UCCIECOBAHHE aHTHOKCHIAHTHOW aKTUBHOCTH B
3aBUCHMOCTH OT COJEp:KaHWs TNOJIU(PEHOTOB U (PraBOHOUIOB; pa3paboTKa W CTaHAAPTU3ALUS
JIEKapCTBEHHBIX CPEACTB, COAEPKAIIMX CTAaHAAPTU3UPOBAHHBIN DKCTPAKT; OINpPEACIEHUE OCTPOU
TOKCUYHOCTH; COCTaBJICHHE HOPMAaTUBHO-aHATUTUYECKON U TEXHUYECKOHN TOKyMEHTALINH.

Hayunas HOBHM3HA M OpUIMHAJIBHOCTBH. BrepBele ObUIM HccienoBaHbl  Mopdo-
AHATOMUYECKHUE OCOOCHHOCTH MPHUKOPHEBBIX U CTEOJIEBBIX JIUCTHEB ApPTHUINOKA, OBLIM MPOBEICHBI
UCCIICZIOBAaHUSI TI0 ONTHMHU3ALMM TpoIlecca  OKCTPAKIMH C  HCIOJIb30BaHHEM  (PaKTOPHBIX
9KCIIEPUMEHTAJIBHBIX IJIAHOB IPU MOJYYEHUH CTaHAAPTU3UPOBAHHBIX 3KCTpakToB u3 Cynarae folia,
Oblla M3yuyeHa AHTUOKCHJAHTHAs aKTUBHOCTh B 3aBUCHUMOCTU OT COJEpKaHUS MOJU(EHOJIOB U
(h1aBOHOUIOB; BIEpBble ObUIM CHOPMYIHPOBAHBI TAaOMETKH W3 CTAHAAPTU3UPOBAHHOTO HKHJKOTO
HKCTPAKTa apTHILIOKA KOJIOYEro, BEIPAILICHHOTO B KIIMMATUYECKUX YCIIOBHUIX CTPaHBbI.

Hayunasa npo0aema coctouT B BbIsIBIeHMHM 3HauuMoctu Buna C. scolymus L. B xoxe
OMoMeTpuUYecKnX, MOp(]o-aHATOMUYECKUX, (PUTOXUMHUUYECKHX, OMOJOTHUYECKHX HCCICAOBAHHMIX U
KOMIUIEKCHOM (hapMalleBTUYECKOM HCCIIEIOBAaHUH JIEKAPCTBEHHBIX (OPM C MLENBI0 COCTaBJICHUS
HOPMaTHBHO-aHAIUTUYECKON U TEXHUUYECKOW JOKYMEHTAIMU U 00eCIeUeHUs] HaJIeXKAIero KayecTa
KaK YCJIOBHE Ul UX PErHCTpalLiH.

Teoperuyeckasi 3HAYMMOCTD JUCCEPTAIMH 3aKJIIO4YaeTcss B 0000meHuu 3Hanuii o Buae C.
scolymus L. 1 ¢ TOCIEIyIONIMMH HUCCIECIOBAaHUSIMH Jid TodydeHus (apmareBTudyeckux ¢GopM Ha
OCHOBE JIEKapPCTBEHHOI'0 PACTUTENIBHOT'O ChIPbSI - TUCThs aPTHUILOKA KOJIIOUETO.

IIpuxnagHoe 3HavyeHue padoThbl. Pe3ynbTarhl TaHHOTO HCCIEAOBAHUS MOTYT CIIY>KUTh JUIS
BBeleHus1 B KynbTypy Buzma C. scolymus L. ¢ 1enpio MOJy4eHHsS HOBBIX JIEKApPCTBEHHBIX (hopm,
coziepkanux (heHOIbHbIE COSTMHEHUSI.

IIpakTnyeckasi peanu3anusi pe3yJabTaToB HcciaeloBaHMsl. Ha oOcCHOBe moiTydeHHBIX
HKCIEPUMEHTAIBHBIX PEe3yJbTaTOB OBUIM pa3padoTaHbl (hapMakomneiHble cTaThu «JIMCThs apTHIIOKa,
50 r» u «TabneTku U3 apTUIIOKa, 5 MI», KOTOpble ObuTH BHEAPeHBI B ipeanpustue OO0 "Medfarma"
u OO0 ,,RNP Pharmaceuticals”.
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ABSTRACT

Cristina Ciobanu '"Species Cynara scolymus L. - source of new pharmaceuticals", PhD
thesis in pharmacy, Chisinau 2015. The thesis has 108 pages of basic text and consists of the following
sections: introduction, four chapters, conclusions and recommendations. The thesis is illustrated with
32 tables, 59 figures, 17 appendices, 168 bibliographic sources. The results are published in 15
scientific papers.

Keywords: Cynara scolymus L., Cynarae folia, biometrics, macroscopy, microscopy,
polyphenols, flavonoids, fluid extracts, granulation, ultrasonic extraction, spray drying granulation,
spectrophotometry, high performance liquid chromatography, optimization, standardization,
validation, tablets, stability, antioxidant, acute toxicity, analytical normative documentation.

Field of study: 316.01-Pharmacy

The purpose of the thesis consists in complex study of the species C. scolymus L. cultivated in
the Republic of Moldova, qualitative and quantitative determination of chemical compounds,
obtaining extractive products, evaluation of biological activity, obtaining and standardization of
pharmaceutical solid forms.

The objectives of the paper: biometric study of C. scolymus L; macroscopic and microscopic
study of Cynarae folia; quality assessment of Cynarae folia; dynamic accumulation of active
principles; obtain and study the optimization of extractive products from artichokes; study of
antioxidant activity according to polyphenol and flavonoid contents; formulation and standardization
of pharmaceutical products containing standardized liquid extract; determine the acute toxicity of the
extracts obtained from Cynarae folia; development of pharmacopoeia monographs and technological
regulations of pharmaceutical production.

Novelty and scientific originality. For the first time were evaluated biometric, macro- and
microscopic artichokes grown in the climatic conditions of the country; were applied experimental
design plans for phenolic compounds extraction optimization; was studied the antioxidant activity of
whole plant; were formulated tablets with standardized extract.

The scientific problem consists in emphasizing the species C. scolymus L. by biometric
study, morphological and anatomical, phytochemical, biological pharmacotechnical and to develop
analytical documentation of quality standards for artichoke leaves and artichoke tablets.

The theoretical significance of the thesis consists in the current state of knowledge about the
species C. scolymus L. and supplementing them with new treasury issues relating to plant biometrics,
principles of chemical compounds extraction and obtaining of pharmaceutical forms out of them.

The value of work. The results of the current research can serve in introducing to cultivation
of C. scolymus L. and in obtaining pharmaceutical products with local raw materials standardized in
polyphenolic and flavonoid content.

Practical implementation of the research results. Based on experimental results were
developed the pharmacopoeia monographs "Artichoke leaves, 50 g", approved by pharmaceutical
manufactory “Medfarma” PLC; pharmacopoeia monograph "Artichoke tablets, 5 mg", technological
and production rules of "Artichoke tablets, 5 mg" approved by pharmaceutical manufactory "RNP
Pharmaceuticals" PLC.
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