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Summary. This study investigates the application of modern extraction techniques for isola-
ting bioactive compounds from Cannabis sativa L. (hemp) seeds and characterizes the resulting
extracts in terms of total phenolic content, flavonoid concentration, and antioxidant activity. The
results demonstrate that hemp seed extracts contain a diverse range of biologically active com-
pounds, including approximately 239 mg GAE/g seeds of polyphenols and 177 mg QF/g seeds of
flavonoids. The ultrasound-assisted extraction (UAE) method was optimized using a 50% ethanol
and water solvent system, which enhanced the recovery of these compounds. Furthermore, the
antioxidant capacity of the extracts was confirmed via the ABTS cation radical decolorization
assay, with inhibition values ranging from 9.55% to 101.91%, indicating a strong potential for
use in cosmetic products.
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INTRODUCERE

Canepa (Cannabis sativa L.) este o planta erbacee din familia Cannabaceae, culti-
vata pe scara larga la nivel global. In ultimele decenii, interesul stiintific pentru aceasta
specie a crescut considerabil, ca urmare a valorii sale nutritionale, farmaceutice si cos-
metice. Desi, in mod traditional, canepa era cultivatd pentru obtinerea fibrelor textile din
tulpina si a uleiului din seminte, multiplele sale utilizari terapeutice sunt documentate de
peste 5000 de ani [1].

Semintele de canepa sunt mici, rotunde, de culoare maro inchis, avand un diametru
cuprins intre 3 si 5 mm. Acestea contin 20—38% proteine, 30-40% fibre si 19-38% ulei.
Studiile aratd cd coaja semintelor contine o cantitate mai mare de polifenoli decat mie-
zul. In compozitia plantei se regisesc numerosi compusi fenolici, precum acizi fenolici,
amide fenolice, flavonoide (flavone, flavanoli, flavanone) [1, 2]. Dintre compusii bio-
activi specifici Cannabis sativa L., canabinoizii (fitocanabinoizii) ocupa un loc central.
Cei mai cunoscuti sunt tetrahidrocanabinolul (THC) si canabidiolul (CBD). Extractele
din frunze si inflorescente de canepa industriald sunt bogate in terpene volatile si fitoca-
nabinoide, CBD-ul fiind apreciat pentru numeroasele proprietati terapeutice. Produsele
care contin CBD, precum uleiuri, creme, unguente sau capsule, sunt asociate cu amelio-
rarea unor afectiuni dermatologice (eczeme, psoriazis), inflamatorii (artritd reumatoida),
oncologice sau neurologice (scleroza multipld). Pe langa canabinoizi, canepa contine
o gama variatd de compusi bioactivi valorosi, precum polifenoli, flavonoide, peptide
bioactive, tocoferoli, carotenoizi si fitosteroli, al caror continut este influentat de factori
genetici si agroecologici. Inflorescentele soiurilor industriale sunt o sursa importantd de
polifenoli, responsabili pentru efectele antioxidante, antiinflamatoare, neuroprotectoare,
antihipertensive, antiproliferative si hipocolesterolemiante [1-3].

Interesul crescut pentru utilizarea ingredientelor naturale in industria cosmetica a
condus la dezvoltarea unor tehnologii moderne si ecologice pentru extractia compusilor
activi. Metodele conventionale, bazate pe solventi organici si temperaturi ridicate, pot
duce la degradarea compusilor sensibili. Din acest motiv, tehnologiile verzi de extractie,
cu eficientd crescutd si impact redus asupra mediului, au devenit o alternativa viabila.
Dintre acestea, extractia asistata cu ultrasunete (UAE) s-a remarcat prin avantajele sale
multiple: timp redus de extractie, temperaturi scazute, consum minim de solvent si ener-
gie, si eficienta ridicata in extragerea compusilor termolabili. In plus, UAE contribuie
la inactivarea enzimelor degradative si a microorganismelor, ceea ce poate extinde pe-
rioada de valabilitate a extractelor. Mai multe studii confirma eficienta metodei UAE in
extragerea canabinoizilor si flavonoidelor din frunze si inflorescente de Cannabis sativa
L. [1-3].

In acest context, scopul prezentului studiu constd in optimizarea procesului de
extractie a compusilor cu activitate antioxidantd din semintele de Cannabis sativa L.,
caracterizarea compozitiei chimice a extractelor obtinute si evaluarea potentialului aces-
tora de utilizare in formulari cosmetice de tip crema.
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MATERIALE SI METODE

Cercetarea a fost efectuata in Laboratorul de Cercetari Stiintifice a Departamentului
Chimie Industriala si Ecologica ,,Academician Gheorghe Duca”, Facultatea de Chimie si
Tehnologie Chimica, Universitatea de Stat din Moldova.

Reactivi si aparate

Substantele utilizate in studiu au fost chimic pure. Seminte de canepa (Cannabis
sativa L.), supliment alimentar procurat de la distribuitorul ,, MIRA OSF SRL”, carbonat
de sodiu; nitrit de sodiu; persulfat de potasiu; acid clorhidric; clorurda de aluminiu; hi-
droxid de sodiu (NaOH); alcool etilic (C,H,OH), Ecochimie, 3-etilbenzotiazolina-6-acid
sulfonic (ABTS); reactivul Folin-Ciocélteau; trolox; Sigma-Aldrich, Germania. Omo-
genizator, model IKA Eurostar 60 digital; ultrasonificator, model JP Selecta; pH-metru,
model Consort C11; cantar analitic; etuva model SNOL 4/1300; exicator; termostat, mo-
del Memmert WTB6; centrifuga, model Gyrozen 416; spectrofotometru UV-VIS model
T80+, baie ultrasonica cu incélzire Bandelin Sonorex.

Organizarea experimentului
Prepararea extractelor

Semintele de Cannabis sativa L. au fost macinate fin intr-un mojar de portelan,
dupa care s-au cantarit probe reprezentative de material vegetal. Acestea au fost tratate
cu un solvent hidroalcoolic (etanol 50%) sau cu apa distilata, in rapoarte solid—lichid
1. Amestecul rezultat a fost supus extractiei asistate cu ultrasunete (UAE), utilizand un
generator cu frecventa controlatd (30 kHz), timp de 10—-60 minute, la temperatura con-
stanta de 40 °C. Dupa tratament, probele au fost racite la temperatura camerei, filtrate
prin hértie de filtru si extractele lichide colectate. Extractele au fost concentrate prin
evaporare, conform metodologiei descrise in literatura de specialitate [2, 3].

Determinarea continutului total de compusi fenolici (CTP)

Cantitatea totald de compusi fenolici a fost determinatd prin metoda Folin—Cio-
célteu. In mediu bazic, compusii fenolici reduc ionii de molibden, formand un complex
albastru, cu absorbtie maxima in intervalul 750765 nm. Acidul galic a fost utilizat ca
standard de referinta, iar rezultatele au fost exprimate in mg echivalenti acid galic/L de
extract (mg EAG/L), pe baza ecuatiei dreptei y = 0,005x + 0,0112, (R* = 0,9972)
obtinute din curba de etalonare [4].

Determinarea continutului total de flavonoide (CTF)

Continutul total de flavonoide a fost determinat prin metoda colorimetrica cu clorura
de aluminiu. Reactia dintre flavonoide si ionii de aluminiu conduce la formarea unui com-
plex stabil, detectabil spectrofotometric. Quercetina a fost utilizata ca standard, iar rezulta-
tele au fost exprimate in mg echivalenti quercetind/L de extract (mg EQ/L), calculandu-se
pe baza ecuatiei dreptei y=0,016x+0,0574, (R°=0,9912), din curba de etalonare [5].

708



STIINTE EXACTE SI ALE NATURII
Chimie si Tehnologie Chimica

Evaluarea activitatii antioxidante

Activitatea antioxidanta a fost evaluata utilizind metoda cation radicalului ABTS™.
Metoda se bazeaza pe capacitatea antioxidantilor din extract de a reduce radicalii ABTS™,
determinand o scadere de absorbtie masurabild spectrofotometric [6].

REZULTATE SI DISCUTII

Aceasta cercetare are ca obiectiv evaluarea compozitiei extractelor obtinute din
semintele de Cannabis sativa L., investigarea influentei unor parametri operationali asu-
pra procesului de extractie in vederea optimizarii randamentului de compusi fenolici si
explorarea potentialului de aplicare a acestora 1n industria cosmetica.

In etapa preliminari a fost evaluati calitatea semintelor prin analiza caracteristici-
lor organoleptice, iar continutul de umiditate a fost determinat prin metoda gravimetrica.
Rezultatele au aratat ca semintele utilizate prezentau un continut de umiditate de 5,59%,
ceea ce indica o stare corespunzatoare pentru extractie. Conform recomandarilor privind
pastrarea, umiditatea semintelor de canepa trebuie sa fie sub 10%, pentru a preveni de-
gradarea si contaminarea microbiologica (bacterii, mucegaiuri). Astfel, semintele anali-
zate au respectat standardele de depozitare.

Procedura de extractie a fost realizata la temperatura de 40 °C, utilizand sonicare
cu frecventa controlatd, in prezenta celor doi solventi mentionati. Pentru determinarea
raportului optim solid—lichid (S/L), au fost testate mai multe variante: 1:20, 1:15, 1:10,
1:7,5 si 1:5 (m/v).

Fiecare dintre probele pregatite pentru extractie a fost supusa tratamentului cu ul-
trasunete pentru durate diferite: 10, 20, 30, 40 si 60 de minute. Temperatura in timpul
tratamentului a fost mentinutd constanta 40 °C, iar frecventa ultrasunetelor utilizate a
fost de 30 kHz. Dupa tratamentul cu ultrasunete, toate probele au fost filtrate si utilizate
pentru determindrile cantitative.

Determinarea continutului total de compusi fenolici (CTP)

Extractele obtinute s-au folosit pentru determinarea CTP prin metoda cu utilizare a
reactivului Folin-Ciocalteau, rezultatele sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. CTP in extractele din seminte de canepa, pretratate cu ultrasunet timp
de 10-60 min, metoda Folin-Ciocalteau [date proprii|

nr. probei Solvent C H OH Solvent H O
10 min | 20 min | 30 min |40 min| 60 min 40 min
C de po- 1 8 7 38 73 73 123
ltio%enoli 2 28 19 29 82 44 239
me EAG’/g 3 28 26 53 88 39 150
seminte 4 10 57 56 38 50 123
i 5 54 44 50 75 73 34

1—-1:208/L;2—-1:158/L; 3—1:10S/L; 4—1:7,58/L, 5—1:5S/L.
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Rezultatele obtinute indica faptul ca cea mai eficienta extractie a polifenolilor s-a rea-
lizat atunci cand raportul solid-lichid (S/L) a fost de 1:10 si a atins valori de pana la 88 mg
EAG/g, continut similar cu cele prezentate n literatura de specialitate. Atat cresterea, cat
si reducerea acestui raport au condus la scaderea continutului total de polifenoli In extract.
La fel s-a stabilit ca timpul optim de pretratare cu ultrasunete este 40 min.

Comparand extractele hidroalcoolice cu cele apoase, s-a constatat ca continutul de
polifenoli a fost de aproximativ doud pana la trei ori mai mare in extractele apoase si a
atins valori de pana la 239 mg EAG/g seminte de canepa, care sunt de 2 — 3 ori mai mare
decat cele raportate in literatura. La fel s-a stabilit ca raportul optim solid—lichid (S/L)
atunci cand apa s-a folosit in calitate de solvent, a fost de 1:15. Acest rezultat poate fi
explicat prin localizarea polifenolilor predominant in stratul extern al semintelor (coaja),
sub forma de compusi solubili n apa, cum ar fi acidul ferulic, acidul cafeic s.a. Acesti
compusi prezintd caracter polar, fiind extrasi mai eficient in apd, in special dacad sunt
prezenti sub forma de glicozide. Aplicarea ultrasunetelor a condus la cresterea eficientei
extractiei apoase, prin efectul de cavitatie care determind schimbarea structurii semintei
si favorizeaza transferul de masa. De asemenea, tratamentul cu ultrasunete faciliteaza
eliberarea polifenolilor localizati in vacuole sau legati de macromolecule celulare.

Continutul de polifenoli din extractele apoase obtinute din semintele de canepa a
fost cuprins in intervalul 34 — 239 mg EAG/g seminte de canepa. Pe baza rezultatelor
experimentale, extractiile ulterioare au fost realizate utilizind un timp de pretratare cu
ultrasunete de 40 de minute.

Determinarea continutului total de flavonoide (CTF)

Continutul total de flavonoide (CTF) din extractele obtinute a fost determinat uti-
lizand metoda bazata pe reactia cu clorura de aluminiu, care formeaza complexe stabile
cu flavonoidele, cuantificabile spectrofotometric. Aceastd metoda este frecvent utilizata
in analiza flavonoidelor datorita specificitatii si sensibilitatii inalte. Rezultatele obtinute
sunt prezentate in Tabelul 2.

Tabelul 2. CTF in extractele din seminte de canepa, pretratate cu ultrasunet timp 40
min, metoda cu clorura de aluminiu [date proprii|

Extractele Nr. probei [Flavonoide], mg EQE/g seminte

Extracte hidroalcoolice 1 24,6
2 26,3
3 12,4
4 26,9
5 20,9

Extracte apoase 1 82,0
2 1779
3 105,6
4 103.,9
5 79,1

1—-1:208/L;2—-1:158/L; 3—1:10S/L; 4—1:7,5S8/L, 5—1:5S/L.
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Rezultatele obtinute indicad faptul cd continutul flavonoidelor in extractele etano-
lice din semintele de canepa este moderat, variind intre 12,84 si 26,9 mg EQ/g seminte
de canepa, dar sunt mai mari decat cele raportate in literatura de specialitate. Aceasta
concentratie relativ redusa este justificatd prin faptul ca semintele contin flavonoide in
cantitati mai mici comparativ cu frunzele sau partile aeriene ale plantei. Desi etanolul fa-
vorizeaza extractia compusilor fenolici mai putin polari, randamentul global al extractiei
ramane scazut 1n cazul flavonoidelor din seminte.

In contrast, extractele apoase au prezentat un continut semnificativ mai ridicat de
flavonoide, cu valori cuprinse intre 79,1 si 177,9 mg EQ/L. Acest rezultat poate fi atribuit
solubilitatii ridicate a flavonoidelor glicozilate in apa, combinata cu efectul cavitatiei ul-
trasunetelor, care faciliteaza degradarea peretilor celulari si eliberarea compusilor activi
in mediu lichid.

Pe baza acestor date, s-a stabilit cd parametrii optimi pentru obtinerea extractelor
din semintele de canepa sunt: raportul solid—lichid (S/L) de 1:15, pretratare cu ultrasu-
nete timp de 40 de min si utilizarea apei distilate ca solvent.

Evaluarea activitatii antioxidante

Una dintre metodele recunoscute lanivel international pentru determinarea activitatii
antioxidante este metoda bazata pe utilizarea cation radicalului ABTS (2,2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonic acid)). Aceasta tehnicd permite evaluarea activitatii antioxi-
dante totale (AAT) a probelor analizate. Folosind troloxul ca standard de referinta, s-au
determinat concentratiile echivalente de antioxidanti in extractele obtinute din semintele
de canepa (mM ET) si procentul de inhibitie (%) a cation radicalului ABTS. Rezultatele
sunt prezentate in Tabelul 3.

Tabelul 3. Activitatea antioxidanta totala, concentratia antioxidantilor recalculatd in
mM ET si procentul de inhibitie a extractelor din seminte de canepa [date proprii)

Solventul Nr. probei C., mMET AAT Inhibitia, %

Alcool etilic 1 0,48 0,12 12,99
(50%) 2 0,85 0,24 25,09

3 0,81 0,23 23,82

4 0,73 0,20 21,14

5 1,36 0,41 41,65

Apa distilata 1 0,62 0,17 17,57
2 1,92 0,59 68,78

3 1,58 0,48 57,32

4 1,89 0,58 67,51

5 2,94 0,92 101,91

1—-1:208/L; 2—1:158/L; 3—-1:10S/L; 4—1:7,58/L, 5—1:5S/L.
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Rezultatele obtinute indica faptul cd, odatad cu cresterea concentratiei extractelor
testate, capacitatea de inhibitie a cation-radicalului ABTS creste corespunzator, inre-
gistrand valori cuprinse intre 9,55% si 101,91%. Aceste date se aliniaza cu valorile ra-
portate in literatura de specialitate, confirmand faptul ca extractele din seminte de ca-
nepa prezintd o activitate antioxidanta totala (AAT) remarcabila. Similar cu tendintele
observate pentru continutul total de polifenoli (CTP) si flavonoide (CTF), activitatea
antioxidanta este semnificativ mai ridicata in cazul extractelor apoase comparativ cu
cele hidroalcoolice. Astfel, in timp ce extractele obtinute cu etanol 50% au prezentat
o inhibitie cuprinsa intre 12% si 41%, cele cu apa distilata au inregistrat valori mult
mai mari, intre 9,55% si 101,91%. Aceasta diferenta poate fi explicata prin solubilita-
tea crescutd in apa a polifenolilor cu caracter polar, in special a celor glicozilati, care
sunt responsabili in mare masura de activitatea antioxidantd. De asemenea, aplicarea
ultrasunetelor sporeste eficienta extractiei, contribuind la eliberarea compusilor activi
din matricea vegetala.

Astfel, extractele apoase din seminte de Cannabis sativa L. se dovedesc a fi surse
valoroase de compusi bioactivi cu potential antioxidant si pot fi utilizate eficient in for-
mulari cosmetice cu efecte protectoare si anti-aging.

CONCLUZIIL

Ca rezultat al studiului, au fost stabilite conditiile optime de extractie a compusilor
fenolici din semintele de Cannabis sativa L., si anume: raport solid—lichid (S/L) de 1:15,
pretratare cu ultrasunete timp de 40 de minute, utilizind apa distilata ca solvent.

Analiza compozitionald a extractelor a evidentiat un continut total de polifenoli,
in conditiile optime de extractie, de aproximativ 239 mg EAG/g seminte, dintre care
flavonoidele au reprezentat 178 mg EQE/g de seminte, ceea ce subliniaza potentialul
fitochimic al acestora.

Activitatea antioxidanta a extractelor din seminte de Cannabis sativa L. a fost con-
firmata prin metoda ABTS, valorile capacitétii antioxidante totale (AAT) fiind exprimate
ca echivalent trolox (ET) si s-au incadrat in intervalul 0,086-0,407 mM ET. Totodata,
procentul de inhibitie al cation radicalului ABTS a variat intre 9,55% si 101,91%, ceea
ce demonstreaza o capacitate antioxidanta ridicata, in special in cazul extractelor apoase
pretratate cu ultrasunete.

Datele obtinute demonstreaza ca extractele apoase din semintele de Cannabis sati-
va L. constituie surse valoroase de compusi bioactivi cu activitate antioxidanta, ceea ce
le recomanda pentru utilizare in produse cosmetice cu efecte protectoare, antiinflamato-
rii si anti-aging.
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