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(54) Procedeu de determinare cantitativa a flavonoizilor in materia prima

vegetala
(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la domeniul farmaceutic,
in special la un procedeu de determinare
cantitativd a flavonoizilor in materia prima
vegetala.

Conform procedeului revendicat, se
efectucaza extragerea materiei prime vegetale
cu etanol de 70...75%, tratarea cu clorura de
aluminiu, determinarea fotometricd a densitatii

optice a extractului §i calcularea cantitdtii de
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flavonoizi, iar inainte de extragerea cu etanol
materia primd se extrage cu cloroform, dupd
care cloroformul se decanteazi, iar faza solida
se usuca, totodata densitatea optici a
extractului se determina la 404 nm si grosimea
stratului de absorbtie de 0,1 c¢m, iar cantitatea
de flavonoizi se exprimd prin cantitatea de
quercetind.

Revendicari: 1



(54) Method for quantitative determination of flavonoids in egetable raw

material

(57) Abstract:
1
The invention relates to the pharmaceutical

field, in particular to a method for quantitative
determination of flavonoids in vegetable raw
material.

According to the claimed method, it is
carried out the extraction of vegetable raw
material with 70...75% ethanol, treatment with
aluminum chloride, photometric determination
of the optical density of the extract and
calculation of the amount of flavonoids, and

prior to ethanol extraction the raw material is
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extracted with chloroform, then the chloroform

is decanted, and the solid phase is dried, at the
same time the optical density of the extract is
determined at 404 nm and the thickness of the
absorbed layer of 0.1 cm, and the amount of
flavonoids is expressed through the amount of
quercitin.

Claims: 1

(54) Cnocod KOJIMYeCTBEHHOr0 onpeaeaeHuss (JIaBOHOUIO0B B PACTUTEIBHOM

ChIpbe

(57) Pedepar:
1

W3o0perenne oTHOCHTCS K (papMarieBTH-
4ecKOH 001acTH, B YacTHOCTH K CIIOCOOY
KOJIIYECTBEHHOTO OIIPEACICHUS ()IaBOHOHIOB
B PACTUTEIHHOM CHIPBE.

CoriracHO 3asIBICHHOMY croco0y,
OCYIIECTBIIIOT OKCTPAKIMIO PACTHTEIHLHOTO
ucxomHoro ChIpbg 70...75%-HBIM 3TaHOIOM,
00pabOTKy XJIOpHJIOM  QIIOMUHHSA, (POTO-
METPHUIECCKOE OIPEICICHHE ONTHICCKON III0T-
HOCTH

OKCTpaKTa H pacyeT KOJIUYCCTBA
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(1').]'IaBOHOI/II[OB, a Iepea BKCT‘paKHI/Ieﬁ JATaHOJIOM

HCXOJTHOC ChIpLC

9KCTParupyrorT

dopMoM, Tociae Yero ximopodopm JIEKaHTH-

XI0pO-

PYIOT, a TBepAylo a3y BBICYIIHBAIOT, IIPH

9TOM  ONTHYECKYI0 IUIOTHOCTH — JKCTpaKTa
ompemengior npu 404 HM B TONIIMHE
abcopoupyemoro ciog B 0,1 ¢cM, a KOTHIECTBO
(HITABOHOMJIOB BBIPAJKAIOT UEpe3 KOIUUECTBO
KBEPIUTHHA.

I1. popmymsr: 1
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Descriere:

Inventia se referd la domeniul farmaceutic, in special la un procedeu de determinare
cantitativa a flavonoizilor in materia prima vegetala.

Este cunoscut procedeul de determinare cantitativd a flavonoizilor in materia prima
vegetald pe baza schimbdrii densitétii optice la maximumul de absorbtie al complecsilor de
flavonoizi cu clorurd de aluminiu (AlCL). in acest scop se propune fierberea cantititii exacte
de material vegetal timp de 20...30 min cu etanol 30...70% in raport de 1:(100...200) intr-un
balon cu un récitor cu reflux, dupé care se efectueaza racirea, se aduce cu etanol corespunzator
la masa initiald, proba alicvota filtratd a extractului se trateaza cu solutie de clorurd de aluminiu
(AICL) in etanol 70% si se mdsoard densitatea opticd a solutiei la lungimea de unda analiticd
de 410...415 nm la un spectrofotometru pe fonul probei care nu este tratatd cu clorurd de
aluminiu si este acidulatd cu acid acetic. In paralel, in aceleasi conditii se efectueazi experienta
si cu proba cu 1,5 ml de solutie de rutind 0,1%. Continutul de flavonoizi se calculeaza in unitati
de rutind [1].

Dezavantajele principale ale procedeului cunoscut sunt: la determinare se presupune cd
numai flavonoizii (FL) formeaza un complex cu AICI;, nu se ia in consideratie efectul de
denaturare asupra rezultatelor analizei de formare a complexului compusilor secundari cu
AICl. In primul rand se denatureaza rezultatele analizei din cauza prezentei clorofilei extrase
din plantd cu alcool etilic. Clorofila in regiunea 350...450 nm are asa-numitele benzi de
absorbtie Sore, intensitatea de absorbtie a cdrora scade dupd actiunea cu AlCl; care afecteazd
rezultatele analizei. Determinarea in mai multe etape duce la o crestere a timpului analizei si
include obtinerea extractului, luarea de proba alicvotd, prepararea solutiei de lucru si a solutiei
de referinta cu si fara adaos de AlCl;, prepararea solutiei standard de rutind, de asemenea, cu si
fard adaos de AICl;. Rezultatele analizei se exprimd in unitdti de rutind, dar dacd materialul
analizat contine FL, altii decat de rutind, este necesard recalcularea ludnd in consideratie
diferenta dintre masele lor moleculare. Deci, In dependentd de raportul probei de rutind :
quercetind se observd o schimbare In intensitatea de absorbtie a luminii, diferenta dintre
absorbtia de rutind si quercetind creste la deplasarea absorbtiei totale la lungimi de unda mai
lungi, ceea ce duce la o denaturare foarte puternica a rezultatelor de determinare a FL. Daca
masurile fotometrice se efectueaza in intervalul 410...415 nm, atunci rezultatele analizei
depind foarte mult de compozitia flavonoizilor extractului.

Problema pe care o solutioneaza inventia constd in elaborarea unui procedeu de determinare
cantitativd a flavonoizilor in materia prima vegetald cu un numar mai mic de operatii ludnd in
consideratie impactul asupra rezultatelor de determinare si a compusilor extractibili secundari.

Conform procedeului revendicat, se efectueazd extragerea materiei prime vegetale cu
etanol de 70...75%, tratareca cu clorurd de aluminiu, determinarca fotometricd a densititii
optice a extractului si calcularea cantitdtii de flavonoizi, iar inainte de extragerea cu etanol
materia prima se extrage cu cloroform, dupa care cloroformul se decanteaza, iar faza solida se
usucd, totodatd densitatea opticd a extractului se determind la 404 nm si grosimea stratului de
absorbtie de 0,1 cm, iar cantitatea de flavonoizi se exprima prin cantitatea de quercetina.

Avantajele inventiei propuse constau in aceea ca la extractia preliminard cu cloroform se
reuseste lichidarea influentei componentelor secundare, inclusiv a clorofilei, asupra
determindrii flavonoizilor, aplicarea unui exces mare de etanol 70...75% permite extragerea
completd a FL si simplificarea procedurii de determinare; fotometria extractului cu adaos de
AICl; in punctul isosbestic la 404 nm, unde se¢ intersectecaza curbele de absorbtic ale
complecsilor de rutind si quercetinad cu AlCl; permite de a calcula printr-un mod mai comod i
de a exprima cu exactitate rezultatele de determinare a FL intr-un extract din materie primd
vegetala.

Rezultatul inventiei constd in: simplificarea procedeului de determinare, reducerea
numarului de operatiuni in determinarea FL, micsorarea influentei compusilor secundari §i a
clorofilei asupra rezultatului analizei.

Procedeul de determinare cantitativa a flavonoizilor se realizeazd in modul urmator: la 20
mg de materie primd se toarnd 10...15 ml de cloroform si se incdlzeste intr-un balon conectat
la un rédcitor cu reflux la temperatura de fierbere timp de 85...95 min. Dupa racire faza lichida
se decanteaza. Inainte de eliminarea fazei solide din balon se efectueazi uscarea ei intr-o etuva
la temperatura de 50...60°C. La faza solidd uscatd se toarnd 10 ml de etanol 70...75% si se
efectueaza extractia intr-un balon cu racitor cu reflux la temperatura de fierbere timp de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

MD 585 Y 2013.01.31

85...95 min. Dupa racire, balonul se deconecteaza de la racitor. La 3 ml de extract se adauga 1
ml de solutie apoasd de AlCl; 0,1 M.

Peste 20...30 min se fotometreaza solutia complexului flavonoizilor cu AICl; la 404 nm la
grosimea stratului de absorbtie de 0,1 cm.

Rezultatele analizei se exprima in procente de greutate ale agliconului (quercetina — CQ)
prin formula:

_17,6xDxnxV x100
mx (100 —W)

cQ ,
unde:

CQ — cantitatea de quercetind, in %o;

D — densitatea opticd a extractului, valori absolute;

n — coeficientul de diluare a extractului alcoolic cu solutie de clorura de aluminiu, valori
absolute;

V — volumul de etanol, ml;

m — masa materiei prime, mg;

W — umiditatea materiei prime, %.

Umiditatea materiei prime vegetale se determind prin metoda prevazuta In Farmacopeea de
Stat [[ocymapcrBennas dapmakones CCCP, uzmanue 11-¢, Tom. 1, Memuiuna, Mocksa, 1987,
c. 285-286].

Recalcularea rezultatului analizei pentru altd flavonoida rutina se efectueaza prin Inmultirea
raportului masei moleculare a flavonoidei rutind anhidra Cy7H3001¢ (RUT) la masa molecularad
de quercetina anhidrda C;sH;007 (CQ), care este aglicon al rutinei:

cQ_\7.6:DnV 100 My,
m-(100-W) = M,

Masa moleculard a rutinei Mgyt = 610,5 [http:/pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/

summary.cgi?cid=5280805&loc=ec_rcs].

Masa moleculard a quercetinei Mcqg=302,2 [http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/

summary.cgi?cid=5280343&loc=ec_rcs].

La determinarea cantitativd a FL. conform procedeului propus la extragerea preliminard a
materiel prime vegetale cu cloroform este eliminat cel putin componentul principal care
fmpiedica la determinarea flavonoizilor — clorofila, care este prezentd in toate plantele, precum
si alti compusi secundari. FL din materie primd vegetald nu se extrag cu cloroform. Folosirea
unui exces mare de etanol 70...75% (raport 1:500...1000) asigurd extragerea completd a FL,
exclude procedura ulterioard de diluare a extractului la pregatirea solutiilor fotometrice, aceasta
permite reducerea volumelor extractului (pand la 10 ml) si a solutiilor fotometrice (pana la 4
ml), ce simplificd esential procesul de determinare. Extractul cu adaos de AICl; se
fotometreaza n punctul isosbestic la 404 nm, unde se intersecteazd curbele de absorbtie ale
complecsilor de rutind trihidrat 0,001M (RUT-3H,0, M = 664,56)
hitp/fpubchemnohd shinunth. eov/summany/summary.cot Teid= 162183542 &loc=¢c_rcs] si
quercetina  dihidrat 0,001M (CQ-2H,O, M = 3382) [http://pubchem.ncbi.nlm.nih.
gov/summary/summary.cgi?cid=16218542&loc=ec_rcs], obtinuti dupd prelucrarea cu solutie
apoa-sa de 0,1M AICl;, adica in punctul coeficientilor molari de extractie egali ai lor 404 =
1,716 - 10" 1-M".cm™. Se determind concentratia molara totald a componentelor FL anhidre.
Recalcularea continutului (%)oricarui component al amestecului de flavonoizi se efectueaza
prin inmultirea rezultatului de fotometrie la masa moleculard a flavonoidului-standard.
Recalcularea continutului de FL in cantitatea sumard de aglicon (quercetind) este cea mai
comoda s§i precisd, deci in acest caz rezultatele analizei sunt mai putin dependente de
compozitia FL extractului. De asemenea, activitatea biologicd a FL este determinatd in
principal de aglicon, §i, respectiv, evaluarea farmacologica a extractului se determind de
asemenea prin suma totald de aglicon.

Exemplu

La 20,27 mg de frunze uscate de sunatoare (m), cu continutul de umiditate 6% (W) se
toarnd 10 ml de cloroform si se incédlzeste intr-un balon conectat la un racitor cu reflux la
temperatura de fierbere timp de 90 min. Dupa racire faza lichidd se decanteazd. Faza solida
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ramasa intr-un balon se spald cu 5 ml de cloroform. Neeliminadnd faza solidd din balon se
efectueazd uscarea ei intr-o etuva la temperatura de 50...60°C. La faza solidd uscata se toarna
10 ml de etanol 70% (V), se incélzeste intr-un balon cu récitor cu reflux la temperatura de
fierbere timp de 90 min. Dupa racire balonul se deconecteaza de la racitor. La 3 ml de extract
se adaugd 1 ml de solutic apoasa de AICl; 0,1 M. n = 4/3 = 1,33 — coeficientul de diluare a
extractului alcoolic dupa adaugarea la el a solutiei de AlCl;. Peste 20 min se masoard
densitatea opticd a solutiei complexului flavonoizilor cu AlCl; la 404 nm la grosimea stratului
de absorbtie de 0,1 cm. A fost obtinutd valoarea D = 0,207.

Continutul FL in recalcul pe quercetind se calculeazd dupd formula sus-mentionata.
Continutul flavonoizilor in frunzele de sundtoare a constituit 2,43%. Dupa recalcularea pe
rutind continutul FL a constituit 5,13%.

Continutul FL in petalele florilor de sundtoare a constituit 3,19%. Dupa recalcularea pe
rutind continutul FL a constituit 6,44%.

Cercetdrile au fost efectuate in Centrul Stiintific in Domeniul Medicamentului al USMF
»Nicolae Testemitanu” si in Laboratorul Metode Fizico-Chimice de Cercetare si Analizad al
Institutului de Chimie al ASM. Au fost efectuate 34 de cercetari experimentale.

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:
1. SU 1507394 A1 1989.09.15

(57) Revendicari:

Procedeu de determinare cantitativd a flavonoizilor in materia prima vegetald, care
constd in extragerea materiei prime vegetale cu etanol de 70...75%, tratarea cu clorurad de
aluminiu, determinarea fotometricd a densitatii optice a extractului si calcularea cantititii de
flavonoizi, caracterizat prin aceea ca inainte de extragerea cu etanol materia priméd se
extrage cu cloroform, dupa care cloroformul se decanteazd, iar faza solidd se usucd, totodatd
densitatea opticd a extractului se determind la 404 nm si grosimea stratului de absorbtie de
0,1 cm, iar cantitatea de flavonoizi se exprima prin cantitatea de quercetind, care se determina
conform formulei, in %:

co - 17,6 x DxnxV x100
mx (100 —W)
unde:

CQ - cantitatea de quercetina, in %;

D — densitatea optica a extractului, valori absolute;

n — coeficientul de diluare a extractului alcoolic cu solutie de clorurd de aluminiu,
valori absolute;

V — volumul de etanol, ml;

m — masa materiei prime, mg;

W — umiditatea materiei prime, %.
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