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INTRODUCERE

In centrul multor terapii dermatocosmetice se afla de mult timp doui
concepte de perspectivd, cu o solidd sustinere stiintifica si totodatid in
continud analiza experimentala pentru atingerea potentialului estimat: teoria
stresului oxidativ si utilizarea extractelor naturale.

Orice stimul de naturd sociald, psihologica sau fizicd perceput de
organism ca o amenintare sau o solicitare poate fi numit factor stresor. Acesta
determind activarea unor mecanisme neurchormonale de reglare, pentru
mentinerea homeostaziei. Abilitatea organismului de adaptare si impactul
fiziologic al acestor stimuli stresori determind variatii ale cresterii,
dezvoltarii, productivitatii si starii de sdnatate a organismului. Unele variatii
sunt reversibile in conditiile disparitiei stimulului. EXpunerea cronici la
forme de stres duce la alterarea homeostaziei si reducerea eficientei
mecanismelor de adaptare, cresterea riscului de infectii si diverse forme de
boala (Rahal si colab., 2014).

In literatura de specialitate sunt descrise trei forme de stres ca
fenomene distincte ce impacteaza organismul uman: eustres, distres si stresul
oxidativ (Kupriyanov si Zhdanov, 2014). Eustresul este raspunsul fiziologic
ce duce la un comportament adaptativ sau, conform altor autori, reprezinta
absenta reactiilor negative la conditiile de stres (Kupriyanov si Zhdanov,
2014). Distresul este starea de supraincarcare a organismului sub actiunea
stresorilor endogeni si exogeni, fatd de care nu se poate apara. Distresul nu
creeazd adaptare, ci duce la diferite tipuri de deteriorare structurald si
functionala. Stresul oxidativ este dezechilibrul dintre prooxidanti si
antioxidanti in organism, in favoarea prooxidantilor. in conditii normale si
la un nivel incipient acest lucru este inofensiv. Orice alterare a homeostaziei
organismului duce la o crestere a productiei de radicali liberi care depasesc
capacitatea de neutralizare a mecanismelor locale, au capacitate de
autopropagare si, prin interactiuni diverse cu alte molecule genereaza
deteriorari ale componentelor esentiale ale celulei: carbohidrati, lipide
membranare, proteine, acizi nucleici etc.

Teza de doctorat abordeazd o tematicd de actualitate si importanta
incontestabila, care se aliniaza la tendintele moderne de interdisciplinaritate
in cercetarea la nivel national si international. Tema se refera la studiul de
noi surse de ingrediente bioactive cu beneficii terapeutice, precum si avantaje
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economice, prin valorificarea unor reziduuri vegetale, propuneri de noi
asocieri sau formulari Tn scopul utilizarii lor in Ingrijirea pielii, ameliorarea
unor afectiuni dermatologice si mentinerea starii de sdnatate si aspectului
placut al pielii. Ca parte a trendului in plind dezvoltare in cosmetica
medicald, utilizarea extractelor naturale este pe cat de veche pe atat de
provocatoare In continuare, cu multe teme ce nu sunt pe deplin acoperite din
punct de vedere stiintific si experimental (suficiente date clinice, sinergii
diverse, metode sigure si performante de extractie etc.).

In cadrul tezei de doctorat s-au studiat variante noi de asociere a unor
compusi antioxidanti consacrati, caracterizarea fizico-chimica a acestor
asocieri, apoi metode de extractie din noi surse vegetale (reziduuri florale ale
unor plante de cultura, flora spontana, plante cultivate in scop farmacologic)
impreund cu analiza fizico-chimica a extractelor obtinute, selectarea celor
mai eficiente din punct de vedere al randamentului de extractie si
incorporarea in noi formule dermatocosmetice care au fost de asemenea
supuse unor teste microbiologice, de stabilitate si investigatii dermatologice
preliminare de tolerabilitate. Totodata, studiul de literatura prezinta o sinteza
actualizatd a moleculelor antioxidante raportate in literatura de specialitate
ca avand efect benefic in profilaxia si ameliorarea unor afectiuni induse sau
agravate de stresul oxidativ (Tabelul 1.2).

Obiectivul general al tezei de doctorat, il reprezintd formularea si
caracterizarea preliminard a unor noi produse dermatocosmetice care au la
baza ingrediente cu actiune antioxidanta obtinute din surse naturale indigene.
In acest sens s-a propus efectuarea unor investigatii atit pentru resurse
vegetale din flora indigend spontana, cat si din plante de cultura.

Astfel, in cadrul tezei de doctorat intitulatd ,,Noi formuldri
dermatocosmetice utilizand compusi bioactivi din surse naturale indigene”
s-a urmarit determinarea metodelor de extractie cu randament optim pentru
fiecare planta (Sanziene - Galium verum; sofran - Crocus sativus si Acmella
oleracea), evidentierea extractului cu cel mai bun potential antioxidant si
incorporarea extractelor vegetale intr-o formuld dermatocosmetica proprie,
supusd de asemenea unor teste preliminare specifice care sd confirme
tolerabilitatea si potentialul farmacologic in directiile propuse (ingrijirea
optima a pielii sensibile si combaterea stresului oxidativ).

Teza de doctorat este structuratd in doua parti. Prima parte cuprinde
studiul de literaturd ce prezintd stadiul actual al cunoasterii in domeniul
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stresului oxidativ si al antioxidantilor, cu accent pe dermatologie si
implicatiile la nivelul pielii, precum si in domeniul resurselor vegetale ca
sursa de compusi bioactivi cu actiune antioxidanta, alaturi de metode de
extractie lichid — solid pentru obtinerea acestora si a metodelor de
caracterizare fizico-chimica. A doua parte a tezei prezinta contributiile
personale aduse de doctoranda acestei zone de interferenta intre inginerie
chimica si dermatologie. Teza de doctorat contine 283 pagini, 71 de figuri,
47 de tabele si 322 referinte bibliografice.

Partea | este structuratd in patru capitole si se incheie cu referintele
bibliografice aferente. Capitolul 1 sistematizeaza considerente generale
asupra stresului oxidativ si actiunea acestuia la nivelul pielii, impreuna cu
date actuale despre compusi bioactivi in combaterea stresului oxidativ
cutanat. Capitolul 2 prezinta rolul antioxidantilor in sanatatea pielii si
sursele naturale de antioxidanti. Capitolul 3 abordeaza metodele si tehnicile
de obtinere si caracterizare a extractelor vegetale cu rol antioxidant, precum
si metodele de evaluare a activitatii antioxidante. Totodata, in acest capitol
sunt prezentate asocierile de antioxidanti in produsele dermatocosmetice.
Capitolul 4 prezinta concluziile si ideile de perspectiva in acest domeniu.

Partea a ll-a, ce are la baza contributiile personale aduse dezvoltarii
acestui domeniu, este structuratd pe opt capitole, Concluzii generale si
Bibliografia aferenta fiecarui capitol. Capitolul 1 prezinta obiectivele
lucrarii de doctorat, iar in Capitolul 2 sunt descrise succint metodele si
materialele utilizate in realizarea partii experimentale. Capitolul 3 prezinta
strategii de imbunatatire a capacitatii antioxidante a resveratrolului prin
combinarea sa cu acid ferulic si caracterizarea fizico-chimica a acestor noi
amestecuri. Capitolele 4, 5 si 6 sistematizeaza rezultatele studiilor privind
obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale din sofran (Crocus sativus),
sanziene (Galium verum) si Acmella oleracea. Sunt studiate trei metode de
extractie solid — lichid: macerarea, extractia asistatd de ultrasunete
(sonoextractia) si refluxarea. Extractelor obtinute li se determina continutul
total de polifenoli si flavonoide, precum si activitatea antioxidanta.
Capitolul 7 prezintda noi formule dermatocosmetice utilizind extracte
naturale din plante indigene (emulsii si seruri). Sunt abordate protocoale de
obtinere a acestor produse, metode de caracterizare a stabilitatii acestora,
controlul reologic si microbiologic, teste de permeabilitate prin diferite
membrane, teste de tolerabilitate si biocompatibilitate, precum si teste vizand
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potentialul farmacologic in directiile propuse: de ingrijire a pielii sensibile si
de combatere a stresului oxidativ. Capitolul 8 prezinta Concluziile generale,
respectiv o centralizare si sistematizare a concluziilor prezentate in capitolele
anterioare. La finalul péartii de contributii personale este prezentata
bibliografia aferentd acestei parti a tezei si lista de abrevieri utilizate pe
parcursul tezei.

Finalul tezei il reprezintda anexa cu lista activitatilor de diseminare a
rezultatelor obtinute pe parcursul studiilor de doctorat. Astfel, rezultatele
originale obtinute au fost diseminate prin: 6 articole publicate in jurnale
cotate ISl din care 5 in calitate de autor principal, 4 articole publicate in
reviste BDI in calitate de autor principal, 21 lucrari prezentate la
manifestari stiintifice nationale si internationale sub forma de postere sau
comunicari si un contract de cercetare intern (Grant intern pentru finantare
proiecte de sprijinire a finalizarii tezelor de doctorat din cadrul TUIASI nr.
Gl /R 18 Drd/2021 - Noi Formulari Dermatocosmetice Utilizand
Antioxidanti Din Surse Naturale Indigene).
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Partea |
STUDIUL DE LITERATURA

Capitolul 1.1.
COMPUSI BIOACTIVI iN COMBATEREA STRESULUI
OXIDATIV ASUPRA PIELII

1.1.2. Considerente actuale privind actiunea stresului oxidativ asupra
pielii

Pielea este cel mai mare organ al corpului, de o complexitate
structurala si functionala Tnalta, motiv pentru care noile directii care vizeaza
asigurarea calitatii si sanatatii populatiei iau in considerare toate elementele
care ii disturba buna functionare, unul dintre acestea fiind actiunea stresului
oxidativ. In centrul multor terapii dermatocosmetice stau, de multi vreme dar
departe de a se fi epuizat, teoria stresului oxidativ si tendinta in crestere a
utilizarii extractelor naturale in aceasta directie.

Exista studii ample care confirma un impact nociv si puternic asupra
pielii, impact ce consta in:

e inflamatie cu eritem, edem, cresterea temperaturii locale, durere,
e imbatranire prematura a pielii,

e scaderea capacitatii de aparare locala,

e reactii fotoalergice,

e afectiuni autoimune,

e tumori cutanate.

Astfel, antioxidantii devin unele dintre cele mai testate si utilizate
ingrediente utilizate In produse farmaceutice, dermatocosmetice si
suplimente alimentare. Un argument in plus este acela ca fotoprotectia anti
UVA si UVB realizata cu filtre minerale si fizice actioneaza la suprafata
pielii absorbind sau reflectand anumite lungimi de unda, fiind limitata de
lungimea de unda pe care o pot absorbi, de durata de viata a filtrelor organice
sau de alte substante care le pot indeparta pe cele fizice (praf, particule din
aer, apa, transpiratie).



Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

Capitolul 1.2.
ANTIOXIDANTI — RQL §I I\jECESITATE iN ASIGURAREA
SANATATII PIELII

Conform lui Halliwell si Gutteridge in 2007, ,,orice substanta care
intarzie, previne sau elimind deteriorarea oxidativa a unei molecule poate fi
consideratd un antioxidant” (Veskoukis si colab., 2012). Antioxidantii
naturali sau sintetici reusesc sd instituie un echilibru intre productia si
neutralizarea speciilor de radicali liberi pe o perioada determinatd sau
nedeterminatd de timp (Veskoukis si colab., 2012). Existd o varietate de
antioxidanti exogeni ce ofera protectie impotriva deteriorarilor oxidative si a
afectiunilor corelate, astfel, apararea antioxidantd reprezintd prima linie de
aparare impotriva efectelor nocive ale speciilor de radicali liberi.

Pe baza numarului de antioxidanti utilizati deja in suplimentele
alimentare, este nevoie de o analiza suplimentara aprofundata a potentialului
antioxidant al altor compusi similari.

1.2.1. Antioxidantii in produse dermatocosmetice

Industria dermatocosmeticd este in continud dezvoltare si are un
impact direct asupra societatii. Nevoia de noi produse eficiente conduce
cercetarea catre formule avansate cu asocieri de diferite ingrediente active
sau ingrediente similare in diferite concentratii. Mai mult, aceste ingrediente
pot fi obtinute in conditii economice mai favorabile din surse indigene. O
serie de studii au aratat importanta asocierii antioxidantilor pentru cresterea
activitatilor protectoare in celulele si tesuturile corpului, cu dovezi puternice
pentru prevenirea si ameliorarea bolilor importante, fie sistemice, fie
cutanate. Avantajele suplimentare sunt legate de biodisponibilitatea mai
mare si conservarea ingredientului activ. Avantajul major al combinarii
compusilor bioactivi specifici poate fi cresterea actiunii de baza, cu rezultate
terapeutice mai bune si satisfactie mai buna pentru pacienti si specialisti,
imbunatatind astfel atributele produsului si inlocuind totodata compusii
chimici (Turcov si colab., 2020b).

Aplicarea topica a antioxidantilor are rolul de a optimiza protectia
antioxidanta la nivelul pielii si de a limita deteriorarile cutanate induse de
SRO:
> diminueaza eruptia polimorfa la lumina indusa de UVA,
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> diminueaza eritemul indus in terapia PUVA (psoralen +UVA)

> reduce formarea celulelor de tip “sunburn” (celula afectata masiv si
ireversibil de actiunea UVB, si care este supusa de mediatorii pro-apoptotici,
unui proces de moarte celulara indusa, ca preventie a formarii unui fenotip
malign) (McDaniel si colab., 2005).

1.2.3. Antioxidanti din surse naturale

Compusii bioactivi din extracte naturale joacd un rol important in
industria farmaceutica de zeci de ani, cea dermatocosmetica fiind una dintre
ariile majore de aplicabilitate. Beneficiile pentru sanatatea pielii ale
ingredientelor bioactive naturale sunt numeroase si au dus la dezvoltarea
unei categorii speciale de produse, biocosmetice sau cosmeceutice, o forma
intermediara intre medicind si cosmetica. Cu alte cuvinte, acestea contin
ingrediente biologic active si se considerd a fi similare cu produsele
dermatologice cu utilizare topica (Soto si colab., 2018). Literatura de
specialitate ofera urmadtoarele sinonime: produse cosmetice performante,
produse cosmetice functionale, dermaceutice, cosmetice active,
fitocosmetice, skinceutice, nutricosmetice, dermatocosmetice (Roncea si
colab., 2016).

Ingredientele active naturale actioneaza ca un adjuvant eficient cu
activitate importantd de biorevitalizare, protectie si suport trofic, dovedind
activitate farmacologica semnificativa (Ramana si colab., 2014). Tipurile de
compusi naturali regdsiti in dermatocosmetice sunt: hormoni, vitamine,
enzime, alcaloizi, aminoacizi, antibiotice si antiseptice.

Plantele reprezinta o sursd de baza pentru antioxidanti, cu precadere
metabolitii primari si secundari, In continuu studiu si exploatare, datorita
interesului farmacologic si economic exercitat (Pietta si colab., 2003).

Pe langa imbunatatirea aspectului pielii datoritd rolului antiaging,
biocosmeticele sau cosmeceuticele si-au dovedit eficienta ca ingrediente
active 1n prevenirea sau ameliorarea unor variate afectiuni dermatologice
(Tagami si colab., 2006). Unele efecte sunt exercitate simultan, cum sunt
cele antioxidante, antiinflamatoare, anticarcinogenice, modulatoare ale
proliferarii celulare, in angiogeneza, melanogeneza (Ndiaye si colab., 2011).
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Parteaa ll-a
CONTRIBUTII PERSONALE LA
OBTINEREA DE NOI FORMULARI
DERMATOCOSMETICE PRIN UTILIZAREA
COMPUSILOR BIOLOGIC ACTIVI DIN
RESURSE NATURALE INDIGENE

Capitolul 11. 2.
MATERIALE SI METODE UTILIZATE

1. 2.1. Materiale utilizate

In realizarea tezei de doctorat am ales o serie de plante mai putin
utilizate in zona dermatocosmetica si/sau cosmetica, cultivate pe teritoriul
Roméniei :

v" Sofran (Crocus sativus L.),
v Acmella oleracea.
sau din flora spontand, cum sunt Sanzienele (Galium verum).

Aceste plante vor fi prezentate si caracterizate in subcapitolele
urmatoare.

Alaturi de acestea au fost folosite si o serie de reactivi cu proprietati
de principii active, extrase din surse naturale, cum ar fi resveratrolul si acidul
ferulic.

De asemenea, am utilizat numerosi reactivi chimici pentru analizele
calitative, cantitative sau de caracterizare structurala.

I1. 2.2. Metode utilizate in dezvoltarea studiilor experimentale
Realizarea determindrilor experimentale s-a bazat in principal pe doua

tipuri de metode:

A - metode de obtinere a extractelor vegetale;
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B - metode de caracterizare calitativa si cantitativa a extractelor vegetale:
activitate antioxidanta, continut de polifenoli si flavonoide, dar si analize
structurale — calitative (spectroscopia UV-Viz).

In realizarea obiectivelor studiilor experimentale s-au parcurs
urmatoarele etape:
(1) pregatirea materialului vegetal pentru extractie;
(2) obtinerea extractului vegetal brut, folosind diferite variante ale extractiei
lichid — solid.
(3) caracterizarea structurala, calitativa si cantitativa a extractului brut.
11.2.2.1.4. Aprecierea eficientei metodelor de extractie

Eficacitatea metodelor de extractie folosite s-a facut in baza valorilor
randamentului de extractie, calculat In conditii specifice. Pentru calcularea
acestuia s-a respectat urmatorul protocol: 5mL din fiecare extract au fost
introduse Intr-un creuzet de portelan, adus la greutate constanta, si supus
apoi evaporarii la sec intr-0 etuva model Poleko SLW53, la temperatura
constanta de pana la 45-50°C. Dupa racirea creuzetului, in exsicator, acesta
a fost recantarit si s-a calculat randamentul cu relatia I1.2.1.

mresiduu 'Vextract -100 (“21)

n%=

Neytract mproba solida

unde: Mresiduu reprezintd masa reziduului obtinut dupa evaporare la sec
a probei de extract, (g); Vextract - Volumul probei de extract
supus evaporarii la sec, (mL); nextract - volumul total de extract
obtinut Tn urma extractiei lichid-solid, (mL); mproba solida - masa
de material solid vegetal introdus in procesul de extractie lichid-

solid, (Q).

11.2.2.2. Metode de caracterizare a extractelor vegetale

Utilizarea extractelor vegetale in formularea diferitor preparate
dermatocosmetice presupune mai intdi caracterizarea acestora atat din punct
de vedere calitativ, cantitativ cat si al activitatii antioxidante.
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Capitolul 11. 3.
IMBUNATATIREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE A
RESVERATROLULUI PRIN COMBINARE CU ACID
FERULIC

S-a lucrat cu:
e solutii apoase de resveratrol de concentratie 1%, 3% si 5%,
e acid ferulic pregitit sub formad de solutie stoc hidroalcoolica de
concentratie 30% (s-a utilizat etanolul pentru solubilizare).

Au fost luate in considerare urmatoarele amestecuri de resveratrol :
acid ferulic (v/v): 1: 1; 1: 2; 1: 3 i 1: 4.

Am determinat activitatea antioxidantd a acestor amestecuri si am
comparat-o ulterior cu cea a resveratrolului simplu. Amestecurile au fost, de
asemenea, caracterizate fizico-chimic prin analize termogravimetrice si
spectrofotometrie UV-Viz (Turcov si colab., 2022a).

I1. 3.1. Determinarea activitatii antioxidante a amestecului resveratrol
—acid ferulic

6000 -
5000 -
4000 - >;‘;*\.:;—,_—.
<
2
o 3000 +
L
g
= 2000 - —+—R1% + AcF 0.5%
—=—R3% + AcF 0.5%
1000 - —&—R5% + AcF 0.5%
0 T T T 1
0 2 4 6 8

Amestec Resveratrol: Acid Ferulic
(1=1:0.5; 2=1:1; 3=1:1.5; 4=1:2; 5=1:3; 6=1:5)
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6000 - BER1% + AcF 0.5%
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5000 - TR5% + AcF 0.5%
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~ 2000 -
1000 -
0 Bl 1
R1 R2 R3 R4 R5 R6
Amestec Resveratrol: Acid Ferulic
(R1=1:0.5; R2=1:1; R3=1:1.5; R4=1:2; R5=1:3; R6=1:5)

Figura 11.3.1. Evaluarea activitatii antioxidante a amestecurilor de RV si

AF prin metoda FRAP (Valorile capacitatii antioxidante pentru componentii puri:

RV-1% = 794,875 umFeSO4 ; RV-3% = 698,625; pmFeSO4; RV- 5% =905,625;
umFeSO4; AF-0,5% =3186,875; pmFeSO4)

Rezultatele subliniazd cd amestecurile de 1% si 3% resveratrol cu
0,5% acid ferulic intr-un raport de (v/v) 1:1 si 1:2 asigurd imbunatatirea
activitatii antioxidante a resveratrolului. Performantele lor in ceea ce priveste
activitatea antioxidanta sunt aproape similare, criteriul care va face diferenta
fiind proprietatile terapeutice ale preparatului dermatocosmetic final si
raportul cost: beneficiu al produsului final (Turcov si colab., 2022a).

In plus se observi, prin toate cele trei metode utilizate, ci o
concentratie mai mare de resveratrol (5%, asa cum regasim in unele produse
din piatd) nu conduce neapdrat si la rezultate semnificativ marite fata de
concentratia de 3%.
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Capitolul 11. 4.
OBTINEREA SI CARACTERIZAREA EXTRACTELOR
VEGETALE DIN SOFRAN (Crocus sativus L.)

I1.4.2. Caracterizarea cantitativa a extractelor vegetale de sofran

11.4.2.1. Determinarea concentratiei totale de flavonoide

Determinarea continutului de flavonoide (TFC), exprimat in mg
quercitind (QE)/g, s-a facut tratdnd probele de extract vegetal cu solutie
metanolica de AlCl; 2%, conform metodei descrise in capitolul 11.2.2.2.3.
Determinarile s-au facut pe fiecare extract obtinut conform Tabelului 11.4.1.,
respectiv in functie de metoda de extractie si factorii de influenta.

Urmarind compararea metodelor intre ele pentru a o alege pe cea mai
potrivitd, dar intentionand si stabilirea parametrilor optimi pentru o anumita
metoda, am ales reprezentarea rezultatelor in doua moduri:

(i) comparativ intre metodele folosite, selectand aceleasi conditii de operare
(Figura 11.4.2.) si

(i1) pentru fiecare metoda de extractie aplicata in functie de parametrii de
influenta studiati (Figura 11.4.3.).

Influenta concentratiei solventului

250.00 ’
u solvent 30% 22785
w solvent 50%
200.00 solvent 70%
= 150.00 13278 12286
= 120.59
118.92
?( 108,43 104.33
E 100.00 |88.27 85.92
J 80.48
=
E
50.00
0.00

Refluxare (R) 5anne\ﬂrxclle Macerare (M) Soxhlet

I\Tclmlc de extractie

(@)
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Influenta raportului S/L

450.00 Influenta timpului de extractie

a 110 180.00
36586 16339
375.00 al:16 160.00
1:25 140,00
12185
& 300.00 N 119.95 1305 12286
3 120.00 107.73
g 22785
¥ 250 18572 < 1m0 s375 8592
= 80.00
& 12059 146.78 &
Z 15000 | 13189 11389 12286 g oo
B 8505 0 10959 =0
7500 £ s
I 20.00
0.00 0.00
Refluxare (R) M""(“I‘L'J*""* Maserare (M) Sozhlet 30min 60min 2min  4min  Gmin  2zle  dzile  Taile
: Refluxare (R)  Sonoextractie (US) Macerare (M)
Metode de extracfie Metode de extractie

Figura 11.4.2. Continutul total de flavonoide (TFC) in mg QE/g determinat
comparativ pentru metodele de extractie utilizate functie de parametrii fizici
luati in considerare (Turcov si colab., 2022)

Conditii: (a) S/L=1:16; R-60 min., M-7 zile, S-90 min. si US- 4 min.; (b)
concentratia solventului = 50%; R-60 min., M-7 zile, S-90 min. si US- 4 min.;
(c) concentratia solventului = 50%; S/L= 1:16.

11.4.2.2. Determinarea continutului total de polifenoli

Determinarea continutului total de polifenoli (TPC) exprimat in pg
acid galic (GAE)/g extract, s-a facut prin metoda Folin-Ciocalteu, descrisa
in capitolul 11.2.2.2.3. Determinarile au fost realizate pentru fiecare tip de
extract obtinut, identificat conform Tabelului I1.4.1., respectiv urmarind
metoda de extractie si factorii sai de influenta.

Pentru a putea compara metodele de extractie intre ele in vederea
selectdrii pe cea mai potrivitd, dar intentionand si stabilirea parametrilor
optimi pentru o anumitd metoda, am ales reprezentarea rezultatelor in doua
moduri:

e (i) comparativ intre metodele folosite, selectind aceleasi conditii de
operare (Figura 11.4.4.) si

e (ii) pentru fiecare metoda de extractie aplicatd in functie de parametrii de
influentd studiati (Figura 11.4.5.).
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Figura I1.4.4. Continutul total de polifenoli (TPC) in ng GAE/g in cazul extractelor de
sofran, determinat comparativ pentru metodele de extractie utilizate functie de parametrii
fizici luati in considerare (Turcov si colab., 2022). Conditii: (a) S/L= 1:16; R-60 min.,
M-7 zile, S-90 min. si US-4 min.; (b) concentratia solventului = 50%; R-60 min., M-7
zile, S-90 min. si US 4 min.; (¢) concentratia solventului = 50%; S/L= 1:16.

11.4.2.3. Determinarea cantitdtii de polifenoli si flavonoide din extractele
vegetale de sofran-Concluzii

Sintetizdnd concluziile partiale din capitolele 11.4.2.1. si 11.4.2.2.
putem spune ca:
» daca pentru determinarea flavonoidelor se impun metodele bazate pe
refluxare (in Soxhlet sau simpla), pentru determinarea polifenolilor primul
loc revine sonoextractiei urmata de refluxarea in Soxhlet.
» 1in ceea ce priveste conditiile de realizare practicd a acestor metode de
extractie, se remarca faptul ca pentru ambele tipuri de compusi s-au obtinut
rezultate apreciabile lucrand cu un raport S/L de 1:25 si un solvent de
extractie (solutie hidroalcoolica de etanol) de concentratie 50%.
» in functie de tipul de compusi bioactivi de interes, care urmeaza a fi
extrasi, se poate aplica o anumitd metodd de extractie solid/lichid alegdnd
parametrii de influentd (timp de extractie, concentratie extractant, raport
solid/lichid) astfel incat sa se obtina cantitatile urmarite.

11.4.2.4. Evaluarea activititii antioxidante

Capacitatea antioxidanta s-a determinat pe baza metodelor DPPH si
ABTS descrise in capitolul 11.2.2.2.2. Dintre extractele obtinute s-au ales
pentru analiza, aleatoriu, doud, respectiv probele R2 si M5. Rezultatele sunt
prezentate in Tabelul 11.4.3.

Tabelul 11.4.3. Activitatea antioxidanta a unor extracte
hidroalcoolice de sofran (Turcov si colab., 2022)

Proba DPPH ABTS
(mg TE/mL) (mg TE/mL)
R2
(conditii S/L=1:16; 50%; 60 7,38 +0,41 28,23 + 0,60
min.)
Cholifenoli = 26,519 GAE/g
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Chiavonoice = 120,50 mgQE/g
M5
(conditii S/L 1:16; 50%; 7
zile) 5,74+ 0,13 23,60 £ 0,52
Chotifenoli = 29,398 ng GAE/g
Chiavonoice = 122,857 mgQE/g
* Datele sunt prezentate ca medie + abaterea standard (SD) a trei determinari.
Abrevieri: ABTS - acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina) 6-sulfonic; DPPH -
1,1-difenil-2-picrilhidrazil; TE - echivalente trolox.

Extractul obtinut prin refluxare (R) a avut o activitate antioxidanta mai
mare decat cel obtinut prin macerare (M). Valorile parametrilor calculati nu
au fost semnificativ diferiti, ceea ce este In concordantd cu continutul de
polifenoli si flavonoide determinat in compozitia acestora (Figurile 11.4.2. -
11.45)).

11.4.3. Caracterizarea fizico-chimici a extractelor de sofran utilizind
spectrofotometria UV-Viz

Rezulta si In acest caz cd metoda de extractie influenteaza clasele de
substante bioactive extrase, precum flavonoidele, polifenolii sau
carotenoizii, precum si diferitele tipuri de compusi prezenti in extractele de
sofran.
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Capitolul 11. 5.
OBTINEREA SI CARACTERIZAREA EXTRACTELOR
VEGETALE DIN SANZIENE (Galium verum)

I1.5.2. Obtinerea extractelor hidroalcoolice de sianziene (Galium verum)

11.5.2.1. Evaluarea eficientei tehnicilor de extractie utilizate in functie de
parametrii fizici care influenteaza extractia in cazul sinzienelor

Eficienta tehnicilor de extractie utilizate a fost apreciatd folosind
randamentul de extractie, care a fost calculat pentru fiecare varianta in parte,
in functie de parametrii stabiliti, precum: raportul solid/lichid, timpul de
contact, starea plantei (verde sau uscatd) si concentratia solventului de
extractie. Randamentul de extractie a fost calculat cu ajutorul relatiei 11.2.1.
In acest scop 5 mL de extract de proba au fost prelucrate prin evaporarea la
sec intr-o etuva termostatatd Poleko SLWS53 (temperatura pana la 50°C).
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelele 11.5.4. si I1.5.5.

Tabelul 11.5.5. Randamentul extractiei in cazul obtinerii de extracte din

planta uscata (sz) de Galium verum
Caracteristici

Grad de extractie
Concentratie (%)
solvent (%)

Metoda de extractie Proba
Timp RaportS:L

M1 sz 30% 26,59
M2 sz 8 zile 1:15 50% 26,59
M3 sz 70% 22,11
M4 sz 30% 28,34
Macerare (M) M5 sz 8 zile 1:20 50% 28,29
M6 sz 70% 27,54
M7 sz 30% 29,31
M8 sz 8 zile 1:30 50% 28,06

M9 sz 70% 27,43
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M10 sz 4 zile 1:15 50% 34,40

Milsz  1lzile 1:15 50% 33,75

R1sz 60 min. 1:20 30% 33,59

R2 sz 60 min. 1:20 50% 33,19

R3sz 60 min. 1:20 70% 34,38

Extractie IES;‘ refluxare —p s 6omin.  Li5 50% 31,82
R5 sz 60 min. 1:30 50% 31,82

R6 sz 30 min. 1:20 50% 33,60

R7 sz 90 min. 1:20 50% 32,77

US1sz 30% 15,18

US2sz 4 min. 1:20 50% 14,77

Extractia asistata de US3sz 70% 12,30
ultrasunete (US) sz amin. 115 50% 13,80
US5sz 4 min. 1:30 50% 16,19

US6sz  2min. 1:20 50% 15,2

US7sz  6min. 1:20 50% 17,6

Extractie Soxhlet (Sx) Sx1 1:20 70% 57,18
Sx2 1:20 50% 42,79

Sx3 90min. 1:30 70% 23,19

Sx4 1:30 50% 31,52

Cele mai bune randamente de extractie s-au obtinut in cazul plantei
uscate, ceea ce se observd din valorile aproape duble fatd de cazul plantei
umede, in aceleasi conditii. O prima explicatie ar fi aceea cd planta uscata
(cu doar 8,4% umiditate) este folosita in cantititi mai mari in analize,
deoarece in cazul plantei proaspete se adauga si o cantitate considerabila de
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apa (69,25 %) din umiditate, care se pierde prin uscare dar si cu o cantitate
de compusi chimici mai volatili.

11.5.2.2. Caracterizarea cantitativi a extractelor vegetale hidroalcoolice
11.5.2.2.1.1. Calcularea continutului de polifenoli si flavonoide pentru
extractele din planta uscata

Pentru calcularea continutului total de polifenoli (TPC) exprimat in pug
acid galic (GAE)/g extract, am folosit metoda Folin-Ciocalteu (capitolul
11.2.2.2.3). Rezultatele obtinute prin prelucrarea datelor experimentale sunt
sistematizate 1n figura I1.5.1.

Influenta concentratici solventului Influenta raportulul solid:lichid

 Etanol 30%
Etanol 50%
Etanol 70%

TPC, (g GAE ig)
sSB88222EE

TPC, (g GAE/)

i:%
Ll

asistata de Refluxare (R) Extractie asistata  Macerare (M) Soxhlet
ultrasunete

(Us) s)

METODE DE EXTRACTIE METODE DE EXTRACTIE

@) (b)

Influenta timpului de extractie
80

70

P

B

2

TPC, (ng GAE/g)
e
o
SRR
po

= B

30min 60 min Ymin Zmin 4min Gmin 4days Sdays 11 days S0min

Refluxare (R} Extractic asistata de Macerare (M) Soxhlet
ultrasuncte (US)

METODE DE EXTRACTIE

Figura 11.5.1. Continutul total de polifenoli (TPC) (ug GAE/g) din extractele vegetale obtinute
din planta uscata Galium verum) in functie de tipul de extractie si de parametrii fizici luati in
considerare. Parametri variabili de lucru: (a) R: S/L= 1:20; timp de extractie-60 min; M: S/L =
1:15; timp de extractie-8 zile; US:S/L = 1:20; timp de extractie-4 min; Soxhlet : S/L = 1:20; timp
de extractie-90 min ; (b) concentratie solvent = 50%; R: timp de extractie-60 min, M: timp de
extractie-8 zile; US : timp de extractie-4 min si Soxhlet: timp de extractie-90min; (c) concentratie
solvent = 50%; R:S/L = 1:20; M:S/L = 1:15; US: S/L = 1:20; Soxhlet :S/L = 1:20.
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La o privire de ansamblu, se poate spune ca cele mai bune rezultate
pentru extractia polifenolilor din planta uscati de Galium verum au fost
obtinute prin tehnica refluxarii in cele doud variante: refluxare simpla:
78,894 ng GAE/g (in conditii S/L = 1:30; 60 minute si concentratie alcool
etilic 50%), urmata de refluxarea in Soxhlet: 78,21 pg GAE/g (in conditii
S/L = 1:20; 90 minute si concentratie alcool etilic 50%).

Pentru calcularea continutului de flavonoide (TFC) exprimat in mg
quercitind (QE)/g extract, am folosit protocolul prezentat in capitolul
11.2.2.2.3. iar rezultatele obtinute prin prelucrarea datelor experimentale sunt
sistematizate in figura I1.5.2.

Influenta concentratiel salventului Influenta raportului solid lichid

45 40
b RS
&35 =]
I | J S
= E 25
£ = - : n 115
20 wEanol30% ¥ 20
o CE 1:20
E1s Etanol 50% 15 a0
- - "l
0 ® Etanol 70% 10
N I
5
0
Reflusare (R)  Extractle  Macerare (M)  Soxhlet o
asistata de Refluxare (R) Extractic asistata Macerare (M) Soxhler
ultrasunete de ultrasunete
s) (Us)
METODE DE EXTRACTIE METODE DE EXTRACTIE
S0 Influenta timpului de extractic
45
40
& 3 -
5 0
=
g
g2 :
TS
" 11|
0
30 min60 min%0 min 2 min 4 min 6 min 4 days8days 11 90 min

days

Refluxare (R)  Sonoextractie (US) ~ Macerare (M)  Soxhlet

METODE DE EXTRACTIE
(©

Figura 11.5.2. Continutul total de flavonoide (TFC, mg QE/g) din extractele
vegetale obtinute de planta uscata de Galium verum in functie de metoda de
extractie si de parametrii fizici considerati. Parametri de lucru: (a) R:
S/L=1:20 si timp de extractie-60 min; M:S/L=1:15 si timp de extractie -8 zile;
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US: S/L=1:20 si timp de extractie-4 min; Soxhlet: S/L=1:20 si timp de extractie-
90 min; (b) R:concentratie solvent = 50% si timp de extractie-8 zile;
US:concentratie solvent = 50% si timp de extractie- 4 min; Soxhlet:concentratie
solvent -50% si timp de extractie-90 min; (c) R: concentratie solvent = 50% si
S/L=1:20; M: concentratie solvent - 50% si S/L=1:15; US: concentratie solvent -
50% si S/L=1:20; Soxhlet: S/L=1:20; concentratie solvent-50%

Ca o concluzie la obtinerea de extracte din planta de Galium verum
uscata se poate spune ca:
(1) a fost determinatd o cantitate de flavonoide mai mare decét cea de
polifenoli. Aceastd observatie este, de asemenea, in acord cu alte studii din
literatura care specificd o varietate calitativa si cantitativd mai mare de
flavonoide (de exemplu rutin, quercetin si derivatii sai, kaempferol) in
comparatie cu polifenolii (cel mai usor si cel mai frecvent identificat fiind
acidul rosmarinic) (Zaichikova si colab., 2020);

11.5.5. Caracterizarea fizico-chimici a extractelor de sinziene utilizind
spectroscopia UV-Viz

Rezultatele releva peak-uri ale absorbantei specifice pentru principalii
constituenti ai extractului de Galium verum: acid clorogenic (290/330 nm),
rutin (260/356 nm), acid ferulic (310/340 nm), kaempferol (265/365 nm),
quercitina (206/255/369 nm) si isoquercitina (268/370 nm), valori apropiate
de cele oferite in literatura de specialitate. Spectrele confirma faptul ca
extractul mai bogat in compusi este cel obtinut din planta uscata, prin
refluxare.

Se confirma si din aceastd analizd faptul cad metoda de extractie
influenteaza tipul de substante bioactive extrase.
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Capitolul 11.6.

OBTINEREA SI CARACTERIZAREA EXTRACTELOR

VEGETALE DIN Acmella oleracea

11.6.1.2. Randamentul extractiei

Eficienta acestor metode a fost monitorizatda in functie de trei
parametri: raportul solid-lichid (1:15; 1:20; 1:30), concentratia extractantului
(30%, 50% si 70%) si timpul de extractie (specific fiecarei metode de

extractie studiatd), protocol de lucru fiind sistematizat in Tabelul 11.6.1.

n%

randament da extractie,

randamnet de extrractie, 1 %

0

Bus

probe | metoda de extractie

(@)

BUS/15 min: S/L=1:15; solvent 30%
®M20 days; S/L = 1:15; solvent 70%

1

anlld

W florl M frunze M tulpina M toata planta
parte din plantd folosita la extractie

(b)

Figura 11.6.1. Randamentul de extractie: (a) in cazul extractiei din planta

intreagd (notatiile 1..

.6 corespunzand notatiilor probelor din Tabelul 11.6.1.

pentru fiecare metoda de extractie); (b) in cazul extractiei din diferite parti de

planta (Turcov si colab., 2024)
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Folosind experimental intreaga plantd pentru extractie, desi s-au
obtinut randamente apropiate in cazul celor trei metode de extractie testate,
totusi se observa ca macerarea (M) si sonoextractia (US) au condus la valori
usor mai crescute ale randamentului (Figura I1.6.1.a). In Figura 11.6.1b sunt
prezentate rezultatele, exprimate In procente de extractie, obtinute
considerand ca metode de extractie macerarea (M) In conditii de timp de
extractie — 20 zile; raport S/L. = 1:15 si concentratia solventului = 70% si
sonoextractia (US) in conditii de timp de extractie — 15 minute; raport S/L =
1:15 si concentratie de solvent = 30%, iar ca material de extractie s-au folosit
diferite parti ale plantei. Rezultatele obtinute (Figura I1.6.1.b) au condus la
concluzia ca in cazul extractiei din tulpina plantei s-au obtinut cele mai bune
rezultate.

I1.6.2. Caracterizarea cantitativi a extractelor vegetale de Acmella
oleracea

Caracterizarea cantitativdi a extractelor obtinute s-a realizat prin
determinarea continutului total de polifenoli (TPC) si a celui de flavonoide
(TFC) pe baza protocolului descris in capitolul 11.2.2.2.3.

11 6.2.1. Calcularea continutului de polifenoli

Determinarile s-au bazat pe metoda Folin — Ciocalteu, iar
exprimarea continutului total de polifenoli s-a facut in micrograme de
acid galic (ug GAE/mL)/g extract. Determinarea cantitatilor de
polifenoli (TPC), realizata in triplicat, s-a facut pentru toate tipurile de
extracte de Acmella oleracea obtinute, scopul urmarit fiind acela de a gasi
extractului cel mai bogat 1n polifenoli cu identificarea modului de extractie
si a conditiilor experimentale care au condus la aceste rezultate. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in Figura 11.6.2
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Figura 11.6.2. Continutul total de polifenoli (TPC) (ug GAE/g) din extractele de
Acmella oleracea obtinute din planta intreaga (a-c) si din diverse parti ale
plantei (d), functie de metoda de extractie utilizata si factorii care influenteaza
procesul (a-c). Conditii: (a) S/L = 1:15; M-20 zile, US-15 min, US-M-
10min+20zile (Turcov si colab., 2024).

In ceea ce priveste continutul de polifenoli din extractele obtinute din
diferite parti ale plantei, rezultd ca metodele folosite pentru extractie:
macerarea (S/L=1:15, timp de extractie de 20 de zile si concentratie
extractant de 70%) si sonoextractia (S/L=1:15, timp de extractie de 15
minute si concentratie extractant de 30%) au condus la rezultate comparabile
privind cantitatea de polifenoli. Aceste rezultate arata ca din frunze s-a extras
o cantitate de polifenoli usor mai mare, astfel:

v' sonoextractie: 21,69 pg GAE/g din frunze si 20,63 pg GAE/g din
toatd planta;




Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

v macerare: 20,099 pg GAE/g din frunze si 19,46 ug GAE/g din toata
planta.

Aceste rezultate se inscriu pe linia celor rezultate din reprezentarea
grafica din Figura I1.6.1b (chiar daca aici au fost luate in considerare totalul
extractibilelor).

O concluzie preliminara ar fi ca lucrérile ulterioare folosind extractul
din Intreaga planta ar putea oferi rezultate foarte bune in ceea ce priveste
continutul total de polifenoli - substante antioxidante care intervin in
combaterea stresului oxidativ asupra pielii.

11 6.2.2. Calcularea continutului de flavonoide

Caracterizarea cantitativd a extractelor obtinute s-a realizat si prin
determinarea continutului de flavonoide (TFC) pe baza protocolului descris
in capitolul I1.2.2.2.3. Determinarile au avut la baza tratarea extractului cu
solutie metanolica de AICIs (2%) si citirea absorbantei solutiei colorate la
lungimea de unda de 510 nm . Rezultatele s-au exprimat in mg quercitina
(mg QE/g).

Si in cazul determindrilor de flavonoide experimentele s-au realizat in
triplicat si s-au facut pentru toate tipurile de extracte din Acmella oleracea.
Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 11.6.3.
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Figura 11.6.3. Continutul de flavonoide (TFC in mg QE/g) din extractele de
Acmella oleracea obtinute din planta intreaga (a-c) si din diverse parti ale plantei (d),
functie de metoda de extractie utilizata si factorii care influenteaza procesul (a-c).
Conditii: (a) S/L = 1:15; M-20 zile, US-15 min, US-M- 10min+20zile (Turcov si colab.,
2024).

parts do planti

Rezultatele obtinute pentru determinarea celor doua tipuri de compusi
activi permit alegerea metodei si conditiilor de lucru in functie de scopul
urmarit si de conditiile economice disponibile la un moment dat.

11.6.2.3. Evaluarea activititii antioxidante

O altd metoda pentru caracterizarea extractelor vegetale o reprezinta
evaluarea activitatii antioxidante. In acest scop am ales aleatoriu, un extract
cu o compozitie medie de polifenoli si flavonoide, dar cu cel mai mare
randament 1n extractibile (49,8%), respectiv extractul obtinut din toata planta
prin sonoextractie (US1) in conditii de raport S/L=1:15, 15 minute timp de
extractie, folosind ca solvent de extractie etanolul sub forma de solutie
apoasd de 30% concentratie. Am folosit pentru determinarea activitatii
antioxidante doud metode: DPPH si ABTS al ciror protocol a fost prezentat
in capitolul 11.2.2.2.2.

Rezultatele au fost urmatoarele: 737.96 + 20.25 pg TE/g extract prin
DPPH si 2387.67 = 31.34pg TE/g extract prin ABTS (TE reprezinta
echivalenti de Trolox). Aceste rezultate vor fi deosebit de utile la formularea
serului pe baza de extract de Acmella oleracea (Turcov si colab., 2024).
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11.6.3. Caracterizarea fizico-chimica a extractelor de Acmella oleracea
utilizand spectrofotometria UV-Viz

Varful major ar putea fi atribuit spilantholului - componenta principala
in extractele de plante din specia Acmella (Savic si colab., 2021; Stein si
colab., 2021).

De asemenea, in Figura 11.6.5. sunt prezentate spectrele trasate pentru
extractele obtinute prin sonoextractie folosind diferite parti ale plantei de
Acmella oleracea . Sonoextractia a avut loc in urmatoarele conditii
experimentale: raport S/L = 1:15, timp de extractie 15 minute, concentratie
solvent de extractie 30%.

Din Figura I1.6.5 se observd ca aliura spectrelor este foarte
asemanatoare ceea ce sugereazd o compozitie calitativd asemanatoare si a
extractelor respective indiferent de modalitatea de obtinere, ceea ce coincide
cu rezultatele prezentate anterior (Figura 11.6.2.-11.6.3.).

<

200.5

287
3185

199.5

|—287
—321.5

1

260 ' 25‘0 ' 360 ' 35‘0 ' 4(‘)0 ' 45‘0 ' SI‘JD ' 55‘0 ' 6'.“»0
Wavelength (nm)
Figura 11.6.5. Spectrele UV-Viz ale extractelor de Acmella oleracea preparate prin
sonoextratie folosind: 1 — planta intreaga; 2 — tulpind; 3 — frunze si 4 — flori
(Turcov si colab., 2024).
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Capitolul 11. 7.
FORMULE DERMATOCOSMETICE PE BAZA DE
EXTRACTE NATURALE DIN SURSE INDIGENE

Acest capitol reprezinta etapa de concretizare a obiectivului general
prezentat in Capitolul Il.1, prin ,,formularea si caracterizarea preliminara a
unor noi produse dermatocosmetice care au la baza ingrediente cu actiune
antioxidantd obtinute din surse naturale indigene, atat din flora spontana cat
si din plante de culturd”, precum si prezentarea pe larg a produselor
formulate, impreuna cu investigatiile multiple realizate asupra acestora.

11.7.1. Prepararea emulsiilor
11.7.1.1. Componentii emulsiilor

Pentru realizarea emulsiilor ulei/apa (U/A) s-au folosit trei baze
initiale, acestea avand compozitii chimice diferite (emulgator, co-emulgatori
si stabilizator), fiecare component avand un rol bine determinat in formularea
finala (Tabelul 11.7.1.) (Turcov si colab., 2022b).

Aceste trei baze au fost testate pentru a identifica formula unei emulsii
finale care sd ofere cea mai bund compatibilitate cu pielea (absorbtie si
penetrare rapida si uniforma), proprietati senzoriale placute dupa aplicare si
cea mai buna complianta pentru pacient.

I1.7.2. Metode de caracterizare a emulsiilor obtinute

11.7.2.1. Evaluarea omogenititii bazelor din structura emulsiilor

Inainte de pregitirea emulsiilor de lucru, cele trei baze au fost
analizate din punct de vedere al omogenitatii structurii folosind in acest scop
doud metode de analiza: microscopia electronicd (SEM) si spectroscopia cu
dispersie de raze X (EDX).

Sunt prezentate micrografii (Figura 11.7.2) si distributii elementare
pentru fiecare proba de baza (Figura 11.7.3.).
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(a)

(b)

(©)

b ; : L 10m,,
Figura I11.7.2. Imagini SEM pentru cele trei baze folosite: (a) — baza A; (b) —
baza B; (c) — baza C

(@)

Element At No. Netto  Mass%] MassNorr Atom[%] abs. error rel. eror [%]

Carbon 6 133639 8204 8204 8583 916 1116
Oxygen 8 9212 1784 1744 1370 253 1448
Nitrogen 7 8 052 052 047 032 6241

Sum 100 100 100

)
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(b)

Element AL No. Netto  Mass[%] MassNor Atom{%] abs. error
Carbon 6 85772 8409 8400 87,50
Oxygen B 4741 1518 1518 118
Nitrogen 7 o on  on 065

Sum 100 100 100

lement ALNo. Netto  Mass[%] Mass Norr Atom{%] abs. error
o 75,55 8036 858

567 3 397
Nitrogen 7 153 101 101 0% 048 4745
) | Sun 100 100 100
. A o . it

Figura 11.7.3. Spectre EDX pentru cele trei baze folosite: (a) — baza A; (b) —
baza B; (c) —baza C

In Figura I1.7.2.a. emulsia prezintd aspect de fibra, posibil datorat
ingredientelor din baza emulsiei (polyglyceryl stearatului, emulsifiantul
bazei A). In Figura 11.7.2.b. se observi o pelicul care dovedeste scoaterea
apei din sistem in urma vidarii de 24 de ore. Aspectul este omogen, ceea ce
inseamni ca ingredientele sunt compatibile intre ele. in Figura I1.7.2.c. este
identificata reteaua caracteristica gumei de xanthan sau polimerilor naturali.

Compozitia chimicd a bazelor utilizate In formularea unor emulsii
dermatocosmetice a fost caracterizatd folosind spectroscopie cu raze X
(EDX). S-au facut determinari in trei zone de pe suprafata materialului
(Imm?) si s-a folosit o medie. Analiza spectrelor bazelor (Figura 11.7.3.) a
identificat C, O, Na si N la diferite energii de raze X si in proportii
asemdnatoare, si in acord cu datele din Tabelele 11.7.2. — 11.7.4.

bune intre ingredientele acestora.



Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

11.7.2.2. Caracterizarea emulsiilor

Probele supuse oricarei analize au fost aduse la temperatura camerei.
Determinarile de stabilitate (pH, conductivitate si test de centrifugare) au fost
efectuate Tn momente diferite de timp, cum ar fi: imediat dupa preparare,
dupa 7 zile si dupa o luna de la preparare si depozitare in conditii normale
(temperatura de péana la 25 °C, in recipiente fard aer din material care
impiedica patrunderea razelor de lumina - Figura 11.7.4.).

Figura 11.7.4. Recipiente pentru depozitarea emulsiilor

I1.7.3. Emulsii pe bazi de resveratrol — acid ferulic

Folosind cele trei baze pregatite anterior, de compozitii chimice
diferite (emulgator, co-emulgatori si stabilizator) (Figura 11.7.8) au fost
preparate sase tipuri de emulsii comerciale de tipul U/A folosind resveratrol
si acid ferulic sub forma amestecurilor studiate in capitolul I.3. : RV (3%)
si AF (0,5 % (g/g), precum si o emulsie pe baza de resveratrol + acid ferulic
dar si cu adaos de extract vegetal de sofran (6,66 %(v/w). Rolul extractului
a fost de a mari capacitatea antioxidanta a amestecului initial. Aceste emulsii
sunt prezentate in Tabelul 11.7.5.

Table 11.7.5. Tipuri de emulsii pregatite pe baza de resveratrol si acid ferulic

Faze, % (w/w) Substante active, %
Baza y
Dispersi (U) Continui (A) (wiw)
A 28 67,3 47
B 29 67 4
C 37 58,3 47

Notatii: A1—Baza A + 0,5% AF + 3% RV; A3—Baza A + 0,5% AF + 3% RV +1
mL extract sofran; B1—Baza B + 0,5% AF + 3% RV; B3—Baza B + 0,5% AF +
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3% RV + 1 mL extract de sofran; C1—Baza C + 0,5% AF + 3% RV; C3—Baza C
+0,5% FA +3% RV + 1 mL extract de sofran.

Baza A
* Poligliceril-& Stearat
(si) Paligliceril-6

*Behenat=emulsifiant

*Dicaprilil carbonat

“Metil Sesquistearat
plucoza =emulsifiant

“ulei din seminte de
Calofillum Inopfillum (Ulei de
Tamanu)

* Gliceril Stearate =
co-emulsifiant

Alcool Cetilic = co-
emulsifiant

*Apa de Hamamelis
Virginiana

“Apa de Rosa Damascene

“Cosgard (benzil alcohol,
salicilic acid, glicerin, acid
sorbic )

Guma Xanthan =
agent de ingrosare
stabilizator de emulsie

Basza C
* Stearat de zaharoza =
emulsifiant

* Lecitina din soia = co-
emulsifiant

Figura 11.7.8. Compusii chimici ai bazelor implicate in formularea celor trei
emulsii dermatocosmetice comerciale (Turcov si colab., 2022a)

Emulsiile preparate au fost caracterizate din punct de vedere al
comportamentului reologic si stabilititii la posibila contaminare
microbiologica in timpul depozitarii sau utilizarii preparatului
dermatocosmetic. Toate determindrile experimentale care au vizat
stabilitatea emulsiilor au fost efectuate in trei exemplare.

11.7.3.1. Determinarea pH-ului

Determinarea pH-ului a ardtat valori cuprinse intre 4,65-5,005 in
cazul emulsiilor din seria bazei A; 4,7-5,001 pentru emulsii cu baza B si 4,7—
5,004 pentru emulsii din seria C.

11.7.3.2. Determindri conductometrice

Analiza conductometrica a fost utilizatd pentru a determina modul in
care se comporta substanta activa (extractul vegetal) care a fost limitatd in
faza interioard a emulsiei primare. Este bine cunoscut faptul ca ingredientul
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activ este liber sa se deplaseze in faza apoasa externa si ca efectele vor fi mai
putin de lunga durata cu cat un electrolit este eliberat mai mult. Daca valorile
conductivitdtii cresc in timp ce produsul este depozitat, acest lucru se poate
datora faptului ca ingredientul activ difuzeaza, fazele interne si apoase se
coalesceaza sau pelicula de ulei este distrusd de presiunea osmoticd si
scurgerea fazei apoase interne (Mahmood si Akhtar, 2013; Kim si colab.,
2020; Hu si colab., 2017). Valorile masuratorilor demonstreaza stabilitatea
emulsiilor examinate in timp. Determinarile de conductivitate au aratat valori
intre 0,21 si 0,48 mS (Turcov si colab., 2022a).

11.7.3.6. Controlul microbiologic

Emulsiile dermatocosmetice contin, in general, nutrienti favorabili
care sustin cresterea microbiand; prin urmare, mentinerea calitdtii este
extrem de importantd: acestea ar trebui sd fie lipsite de microorganisme
patogene, iar incarcatura bacteriana aeroba totald ar trebui sa fie sub limite
pentru a nu provoca infectii ale pielii (Aleem si colab., 2020). De obicei,
contaminarea microbiand are doud puncte de plecare diferite: procesul de
productie, inclusiv ingredientele, ustensilele si umplerea recipientelor; si,
secundar, in timpul utilizarii de catre consumator/pacient. Tabelul 11.7.8.
prezinta rezultatele testelor microbiologice exprimate prin numarul de unitati

formatoare de colonii masurate per gram de proba (UFC/g) (Turcov si colab.,
2022a).

Tabel 11.7.8. Rezultatul testelor microbiologice la 3 luni (citirea placii
dupa 24/48 h) dupa inoculare pentru proba apartinand formelor inclusiv

baza A,Bsi C
Emulsia  Numarul total de Continutul total de bacterii Continut total de drojdii
microorganisme viabili, viabile, UFC/g si fungi, UFC/g
UFClg
Baza A 0 0 0
Al 0 0 0
A3 10 0 10
Baza B 0 0 0
B1 10 10 0
B3 10 0 10
Baza C 0 0 0
C1 0 0 0
C3 0 0 0
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Valorile din Tabelul 11.7.8 aratd ca emulsiile prezinta o buna
stabilitate, cu valori ale UFC <100 UFC/g, incadrate in limitele stabilite de
standardele in vigoare in acest domeniu (ISO 18415:2007).

11.7.3.7. Activitatea antioxidantdi

Studiile privind activitatea antioxidantd a emulsiilor preparate si
analizate au urmadrit, Tn primd faza, determinarea cantitatii de compusi cu
actiune antioxidanta, respectiv polifenoli (TPC) si flavonoide (TFC), si
determinarea activitatii antioxidante a emulsiilor folosind metoda DPPH si
ABTS. Rezultatele acestor analize sunt prezentate in Tabelul 11.7.9 (Turcov
si colab., 2022a).

Tabel 11.7.9. Continutul de polifenoli, flavonoide si activitatea antioxidanta
a emulsiilor studiate

TPC TFC DPPH ABTS
" GeGaBgemaso  (OFEN (oTEG  (mgTEl
Al 21,32+ 0,40 0,17+0,01 4,38 +£0,02 10,85+ 0,08
A3 6,25 +0,38 0,10+0,01 5,63 +£0,09 12,77 £ 0,26
Bl 20,68 + 1,35 0,29 £0,02 9,41 £ 0,05 13,14+ 0,14
B3 8,24 +0,81 0,65 +£0,05 7,90 +0,01 11,65+ 0,03
C1 23,31 £0,95 0,06 + 0,001 7,74 £ 0,06 12,72 £ 0,22
C3 21,96 + 0,88 0,27 £0,02 8,57+0,11 13,48 £0.15

Datele sunt prezentate ca medie + abaterea standard (SD) a trei determinari.
Abrevieri: ABTS—acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina) 6-sulfonic; DPPH-1,1-
difenil-2-picrilhidrazil; GAE, echivalenti de acid galic; RE—echivalenti de rutina;
TE—echivalenti de trolox; TFC - continut total de flavonoide; TPC - continutul total
de polifenoli.

Diferentele intre rezultatele obtinute se datoreaza aparent doar
activelor din cele doud tipuri de emulsii studiate. In ceea ce priveste
activitatea antioxidantd masuratd prin DPPH si ABTS se remarca o crestere
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usoard in emulsiile care au pe langd RV+AF si extract de sofran, dupd cum
se vede in cazul celor cu bazd A si C, explicatd prin actiunea sinergica a
tuturor componentelor formulei analizate.

11.7.3.8. Teste reologice
Testele reologice ofera informatii cantitative despre proprietatile unui
produs prin masurarea comportamentului la curgere si la deformare a unei
probe (Tabilo-Munizaga si colab., 2005; Adejokun si colab., 2020).
Intelegerea si controlul comportamentului reologic sunt foarte importante
pentru fabricarea, transportul, depozitarea si aplicarea emulsiilor (Dimitrova
et. al. si colab., 2004). Emulsiile cosmetice sunt amestecuri multicomponente
care contin stabilizatori, agenti de ingrosare, agenti tensioactivi, co-
surfactanti si alte ingrediente (Kwak si colab., 2015), cu parametri reologici
care depind de proprietatile si interactiunea componentelor (Dimitrova si
colab., 2004). Aplicarea si acceptarea de citre consumatori a emulsiilor
cosmetice depind de comportamentul reologic al produselor finale (Herh si
colab., 1998; Colo si colab., 2004; Kwak si colab., 2015).
Teste oscilatorii
Baleiajul de amplitudine
Modulul de acumulare (G’) este mai mare decat modulul de pierdere
(G”) indicand un comportament de tip solid (Tabelul I11.7.10, Figura 11.7.10)
(Eren si colab., 2015).

25°C 35°C
A A1 A3 A A1 A3
- - -

G’ I
10° G" 10°5 G

(EEEEEREE S}
N u:“::
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35 ) R
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Strain v Strain y
(a,,) room temperature (a,,) skin temperature
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Figura 11.7.10. Baleiajul de amplitudine al emulsiilor (Turcov si colab., 2022a)

Teste de baleiaj de

temperaturad

Modulii dinamici ai emulsiilor dermatocosmetice scad odata cu
cresterea temperaturii (Figura 11.7.12.).

30
Temperature, °C Temperature, ‘C
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Figura 11.7.12. Teste de baleiaj de temperatura in regim oscilatoriu
pentru emulsii A, Al, A3 (a), B, B1, B3 (b)si C, C1, C3 (c) (Turcov
si colab., 2022a).

Teste de baleiaj de timp

Testele de baleiaj de timp 1n regim oscilatoriu au fost efectuate
pentru a estima stabilitatea structurald in timp a emulsiilor
dermatocosmetice preparate. Aceste teste (Figura 11.7.13.) au
evidentiat o stabilitate foarte buna in timp a probele analizate.
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Figura 11.7.13. Teste de baleiaj de timp in regim de oscilatoriu
pentru emulsii A, Al, A3 (a), B, B1, B3 (b)si C, C1, C3 (c).

Pentru unele emulsii cosmetice, s-a observat o usoara crestere a
modulilor dinamici in timp. Acest lucru poate fi explicat prin posibilele
efecte de evaporare care conduc la concentrarea probei.

Concluzii caracterizare reologicd

Emulsiile dermatocosmetice prezinta valori diferite ale pragului de
curgere, care pot fi corelate cu senzatia pe care consumatorii o au la contactul
produsului cu pielea in timpul utilizarii. Probele analizate prezintd un
comportament pseudoplastic. Acest comportament este corelat cu
capacitatea de etalare a emulsiilor dermatocosmetice atunci cand sunt
aplicate pe pielea umana. Testele oscilatorii confirma comportamentul
vascoelastic al acestor emulsii dermatocosmetice. Probele analizate au un
comportament caracteristic de tip solid, o proprietate care poate explica
stabilitatea la depozitare a emulsiilor dermatocosmetice.
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I1.7.4. Caracterizarea emulsiilor care contin extract de sofran
Caracterizarea preliminara a emulsiilor dermatocosmetice preparate s-
a desfasurat dupd un plan ce include studiul stabilitatii (analiza
organolepticd, determinarea pH-ului, aprecierea omogenitatii, efectul
fortelor mecanice (centrifuga si vibrationald), controlul microbiologic),
tolerabilitatii si eficientei (biocompatibilitate si determinarea actiunii
antioxidante — in vitro, tolerabilitate si efect asupra pielii — in vivo).

11.7.4.3. Microscopie optici

Pentru a studia morfologia si omogenitatea probelor, s-a folosit analiza
la nivel microscopic folosind un microscop binocular Optika B-159
(OPTIKA S.rl., Ponteranica (BG), Bergamo, Italia), a fost folosita
marirea—1000. In acest scop s-au prelevat probe din emulsiile respective
dupa 7 zile si, respectiv, o lund de la preparare si pastrare in conditii normale.
Rezultatele sunt prezentate in Tabelul I1.7.11.

Tabel 11.7.11. Caracterizarea preliminara a emulsiilor pe baza de extract de sofran
Emulsii

Metoda A2 B2 Cc2

FEN v
\fr

imagini
dupa
centrifugare

stabilitate Textura si aspectul sunt Aparitia unui strat Textura si aspectul
dupa intacte superior subtire de sunt intacte
centrifugare spuma usoara
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aspect
microscopic ’ b o
la7 zile de

la preparare

Toate formuldrile au prezentat o bund stabilitate fizica si chimica.
Incorporarea produsului natural nu a afectat negativ stabilitatea formularilor
dermatocosmetice studiate.

11.7.4.6. Activitatea antioxidanti a emulsiilor
Tabel 11.7.13. Continutul de polifenoli (TPC) si flavonoide (TFC) si
activitatea antioxidantd a emulsiilor dermatocosmetice pe baza de sofran

TPC TFC DPPH ABTS
Proba (mg G/—\_E/g (mg RI_E/g (mg TE/g emulsie) (mg TI_E/g
emulsie) emulsie) emulsie)
Al 21,32 +0,40 0,17+0,01 4,38 +0,02 10,85+ 0,08
Bl 20,68 + 1,35 0,29 + 0,02 9,41 +0,05 13,14+ 0,14
C1 23,31 +0,95 0,06 + 0,001 7,74 + 0,06 12,72+ 0,22

Datele sunt prezentate ca medie + abaterea standard (SD) a trei determinari.
Abrevieri: ABTS—acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin) 6-sulfonic; DPPH-1,1-
difenil-2-picrilhidrazil; GAE, echivalenti de acid galic; RE—echivalenti de rutina;
TE—echivalenti de trolox; TFC - continut total de flavonoide; TPC - continutul total
de polifenoli.

Rezultatele prezentate in Tabelul 11.7.13. arata clar ca emulsia cu baza
B prezinta activitate antioxidantd maritd comparativ cu celelalte doud, fiind
urmatd de emulsia cu baza C. Aceste rezultate sunt o sursd valoroasa de
informatii care, impreuna cu rezultatele celorlalte determinari, vor constitui
criterii de selectare a emulsiilor care vor urma cursul testelor in vitro.
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I1.7.5. Emulsii care contin extract din sinziene

Au fost preparate trei tipuri de emulsii comerciale U/A, folosind cele
trei baze prezentate si carcaterizate anterior (subcapitolul I1.7.1.; Tabelul
I.7.1.): A, B si C si ca activ ImL de extract de Galium verum obtinut prin
refluxare (R) realizatd in conditii de raport S/L = 1:20 si concentratie de
solvent = 50% EtOH. Emulsiile au fost notate A4, B4, C4. Aceste emulsii s-
au diferentiat prin compozitia chimicd a bazelor utilizate (emulgator, co-
emulgatori si stabilizator).

In obtinerea emulsiilor s-a respectat protocolul descris in subcapitolul
I1.7.1. Pentru studiile ulterioare pe emulsii, probe de cate 15g au fost cantarite
si ambalate in recipiente brune, fiind pastrate in camere racoroase pana la
analiza, o perioadd de maximum 90 de zile.

Emulsiile au fost caracterizate preliminar printr-o serie de analize
pentru a le evidentia caracteristicile organoleptice, a le determina valoarea
pH-ului, a studia comportarea fazelor sub actiunea unor forte mecanice (forta

Inainte de orice analizi, probele au fost lisate si revina la temperatura
camerei. Rezultatele obtinute sunt sistematizate in tabelul 11.7.14.

11.7.5.6. Teste de permeabilitate cu celula Franz
11.7.5.6.1. Teste de permeabilitate cu celula Franz prevazuta cu membrana
de dializa

Au fost considerate doua tipuri de emulsii care contin extract de
Galium verum ca ingredient activ, cu doud baze diferite (A si B) avand
compozitia (Tabelul 11.7.16) stabilita pentru a permite o performanta crescuta
a produsului caracterizat printr-o permeabilitate ridicata si, de asemenea, o
textura placuta si caracteristici senzoriale optime agreate de pacienti.

Ingredientul activ utilizat la prepararea acestor emulsiilor este un
extract hidroalcoolic din Galium verum-planta uscata, obtinut prin refluxare
in Soxhlet, metoda realizatd in urmatoarele conditii: S/L = 1:20; timp de
extractie = 90 minute; reactiv de extractie EtOH 70%. Concentratia de
polifenoli din acest extract a fost de 35,0182 pg/g.
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Figura 11.7.17. Celula Franz experimentald

Rezultatele obtinute sunt exprimate In trei moduri, cu semnificatii
diferite si anume:
a) polifenolii eliberati in SmL din compartimentul receptor, exprimati in
TPC, pg/mL in functie de timp (Figura 11.7.18),
b) viteza de eliberare a polifenolilor, exprimata in TPC pg/mL/t (Figura
11.7.19);
c) eficienta de penetrare a polifenolilor prin membrana (Figura 11.7.20)
calculate cu relatia I1.7. 1.
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Figura 11.7.18. Cantitatea de polifenoli (TPC), exprimata in
pg GAE/ SmL, eliberatd in compartimentul receptor (SmL), in
functie de timp (Turcov si colab., 2022d)

Viteza de eliberare foarte mare poate fi observatd clar la Inceputul
procesului de eliberare cand gradientul de concentratie este maxim, dupa
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care scade la valoarea minima in aproximativ 24 de ore. Comportamentul
este similar pentru toate cele 3 probe analizate.

Tinand cont de faptul ca sistemul in ansamblu are o dinamica relativ
limitatd, In special in compartimentul donor, dar si de faptul ca formularile
utilizate sunt relativ vascoase, eficienta scazuta de eliberare se explica prin
faptul ca principiile active sunt eliberate in principal din straturile
superficiale, cele situate spre membranele de dializa.
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Figura 11.7.20. Eficienta trecerii polifenolilor prin membrana de dializa
(E%) (Turcov si colab., 2022d)

De asemenea, din analiza datelor prezentate in Figurile I11.7.18-
11.7.20., se pare ca tipul de baza folosit pentru a crea cele doua formule de
emulsie nu influenteazd semnificativ modul in care principiul activ este
eliberat din acestea. De asemenea, folosirea unei cantititi mai mici de
emulsie In compartimentul donor a condus la valori superioare pentru gradul
de trecere al polifenolilor prin membrane.

11.7.5.6.2. Teste de permeabilitate cu celula Franz prevazuta cu membrana
din piele de pui

oy | | ]
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—+— Galium verum+baza A
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Figura 11.7.21a. Cantitatea de polifenoli eliberati in 5SmL din camera
receptorului, exprimati in TPC, pg/mL in functie de timp, in cazul utilizarii ca
mediu de permeatie membrana pielea de pui

0.014
—=— Galium verum +baza B

0.012 —a— Galium verum+baza A

0.01 —s— Galium verum+baza B /membrana piele

0.008

0.006

TPC, pgimLit

0.004

0.002

o 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
t, min

Figura 11.7.21b. Viteza de eliberare a polifenolilor (TPC), exprimata in
pg GAE /mL/t in cazul utilizdrii ca mediu de permeatie membrana pielea de pui
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Figura 11.7.21c. Eficienta de penetrare a polifenolilor prin membrana,
E% in cazul utilizarii ca mediu de permeatie membrana pielea de pui

Obiectivul in apararea antioxidantd vizeaza structuri celulare si
extracelulare atat din epiderm cat si din derm, dar nu urmareste depasirea
acestor zone prin transport total transdermal. Implicatiile absorbtiei sistemice
a compusilor activi sunt vaste si necesita investigatii ample si complexe de
sigurantd legate de impactul moleculelor atat ale activelor cat si ale
excipientilor asupra sistemelor in care sunt transportate, pentru a elimina
riscul de reactie generala cu potential nociv.
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I1.7.6. Teste de biocompatibilitate pentru emulsiile pe baza de sofran si
sanziene

Emulsiile investigate constau in formulari similare, inclusiv
emulgatori si co-emulgatori (ingrediente diferite pentru fiecare emulsie),
fazd apoasa, stabilizator si conservant (acelasi compus pentru fiecare
emulsie) si ingrediente active diferite (Galium verum pentru emulsia A si
Crocus sativus pentru emulsia B).

11.7.6.1. Teste de citotoxicitate

11.7.6.1.3. Studiul biocompatibilitatii prin evaluarea morfologiei celulelor

Evaluarea morfologiei celulelor vii (necolorate) din cultura, dupa o
incubare cu extractele A si B, timp de 24, 48 si 72 ore, a fost efectuata
microscopic, cu ajutorul microscopiei in contrast de fazd, cu ajutorul
microscopului Leica DMIL. Imaginile microscopice au fost preluate la
obiectiv de marire 10x. (Turcov si colab., 2023b).

Contactul celulelor cu un compus potential nociv poate afecta
viabilitatea celulard, dar poate, de asemenea, induce modificari la nivelul
citoscheletului celular, afectdnd forma si capacitatea celulelor de a adera la
substrat sau de a interactiona Intre ele.

In urma evaluarii morfologiei celulelor vii la 24, 48 si 72 de ore de
incubare cu extractele A si B (Tabel 11.7.17), a rezultat ca forma celulelor nu
a suferit modificari in comparatie cu cea din cultura de control.

De asemenea, din imaginile prezentate in Tabelul I1.7.17 rezulta, cd o
crestere constantd a densitatii celulelor, precum si formarea unui monostrat
uniform, fara semne de apoptoza sau moarte celulara.

I1.7.7. Studiu clinic observational in cazul emulsiei pe baza de extract
de sanziene (Galium verum)

Acest studiu in vivo, 1si propune sa obtina un feedback referitor la
confortul pe piele creat de produsul preparat cu ingredientele prezentate in
formulele de mai sus (emulsii si/sau ser) si eventuala sa contributie la
ameliorarea unor parametri ce tin de aspectul pielii pacientului.

Rezultatele monitorizarii timp de o luna sunt prezentate in Figura
11.7.24.
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Figura 11.7.24. Impactul clinic al utilizarii emulsiei timp de 4 saptamani
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Imaginile din Figura 11.7.24 au fost realizate cu echipamentul
profesionist Observ 520x, Sylton Olanda, ce capteaza imagini in diverse
spectre luminoase, aplicand filtre diverse (spectru vizibil, lumina polarizata
si cross-polarizatd, lumina UV si de tip lampa Wood) pentru evidentierea
unor structuri profunde si generarea unor imagini imposibil de vizualizat cu
ochiul liber, legate de textura a pielii, pigmentatie, vascularizatie, productie
de sebum, Incdrcitura microbiologica. Imaginile obtinute confirma
rezultatele bune atat sub aspectul tolerabilitatii (dovedite de lipsa unei reactii
specifice de intolerantd), cat si in privinta eficientei in ameliorarea eritemului
dupa 4 saptamani de utilizare a emulsiei cu bazd A ce contine extract de
Gallium verum, remarcandu-se o imbunatatire a eritemului existent la
momentul evaludrii initiale, inaintea utilizarii preparatului studiat. in acelasi
timp, produsul a fost caracterizat favorabil de catre paciente, sub aspectul
texturii, confortului pielii si satisfactiei de utilizare. Pacientele din fotografie
au folosit exclusiv emulsia din studiu, pe toata durata evaluarii.

Testarea preliminara in vivo cu rezultate bune atat pentru tolerabilitate,
cat si eficientd in ameliorarea eritemului dupa 4 sdptdmani de utilizare a
emulsiei A pe baza de extract de Galium verum, au relevat nu numai o
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tolerabilitate buna doveditd prin lipsa unei reactii specifice de intoleranta,
dar chiar si o Tmbunatatire a rosetii existente.

I1.7.8. Prepararea serurilor pe baza de extracte vegetale
11.7.8.1. Componentii serurilor

Pentru aceste studii s-au preparat doua tipuri de seruri pe baza de acid
hialuronic (HA) multimolecular (cu greutdti moleculare diferite), in doua
formule care diferd intre ele prin existenta in una din formule a unui
ingredient cu rol de a creste a penetrarii in piele (Tabelul 11.7.17) .

11.7.8.3. Seruri care contin extract de Acmella oleracea
Extractul de Acmella oleracea introdus in serurile dermatocosmetice
a fost obtinut prin sonoextractia plantei intregi, un timp de 15 minute, cu
solvent EtOH de concentratie 30% si respectand raportul S/L de 1:15.
Compozitia serurilor de baza a fost prezentata in Tabelul 11.7.17.
Au fost formulate doua tipuri de seruri pe baza de acid hialuronic
multimolecular si extract de Acmella oleracea (Tabel 11.7.18):
e un prim ser a fost cel clasic, notat HA-MM
e al doilea tip de ser are un continut de 0.4% guma xanthan si s-a notat
cu HA—XNTN.

Tabel 11.7.18. Formula serurilor pe baza de acid hialuronic
multimolecular cu extract de Acmella oleracea

Ingredient (denumire INCH)

Ser acid hialuronic multimolecular " HA- MM+ AQO extract "'

3.75 g ser HA -MM + 25 ml extract de Acmella oleracea (1 mL extract la 15 mL ser)

Ser acid hialuronic cu xanthan ""HA-XNTN + AO extract "

3.75 g ser " HA- XNTN" + 25 ml extract de Acmella oleracea (1mL extract + 15mL)

11.7.8.3.1. Teste de caracterizare fizica si de evaluare a stabilitatii serurilor

Pentru evaluarea calitatii unui produs nou sunt necesare pe langa teste
de caracterizare fizica si fizico-chimica si o anumite de analize care urmaresc
stabilitatea. In acest sens, conform standardelor de calitate, am efectuat o
serie de analize pentru serurile preparate in conditii specifice printre care:



Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

evaluari organoleptice, determinarea pH-ului, studiul comportarii fazelor sub
evaluarea omogenitatii dupa protocolul descris pentru emulsii in subcapitolul
11.7.2. Toate probele testate au fost examinate la temperatura camerei.
Rezultatele acestor teste sunt prezentate in Figura 11.7.25.

Analiza organoleptica:
Culoare: translucida

Textura: omogend, ferma,
usoard/negrasd
Miros: al componentelor specifice.

stabilitate/carcateriza
re pentru serurile
HA-MM+AO si

‘Test vortex:

Centrifugare:

Valorile conductivitatii=
1.56yS, respecliv 1.54 pS

Figura 11.7.25. Rezultatele testelor de caracterizare si stabilitate pentru
serurile cu extract de Acmella oleracea (Turcov si colab., 2024)

Rezultatele obtinute in urma acestor determindri (Figura I1.7.25) arata
ca serurile obtinute si analizate au un pH acceptabil in zona
dermatocosmetica si o buna stabilitate sub actiunea fortelor mecanice
(forfecare sau vibratie) care ar putea actiona asupra serului, indirect, in
principal in procesul de transport, depozitare si utilizare. Aceste rezultate le
califica pentru noi teste, de exemplu testarea in vitro privind difuzia prin
membrana.

11.7.8.3.3. Evaluarea continutului de polifenoli si a activitatii antioxidante
a serurilor

Continutul de polifenoli (TPC) s-a determinat prin metoda Folin —
Ciocalteu dupa protocolul descris in 11.2.2.2.3 si s-a exprimat in png GAE/mL
ser. Activitatea antioxidantd a fost evaluatd prin doud metode: DPPH si
ABTS conform protocolului descris in capitolul 11.2.2.2.2. Activitatea



Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

antioxidantd s-a exprimat ca micrograme de echivalenti Trolox (ug TE/mL
ser). Rezultatele obtinute sunt prezentate in Tabelul 11.7.19.

Tabel 11.7.19. Continutul de polifenoli si activitatea antioxidanta a
serurilor ce contin extract de Acmella oleracea (Turcov si colab., 2024)

Probi TPC (ug GAE/g  DPPH (ug TE/g ABTS (ng TE/g
ser) ser) ser)
AO 1057,52 + 34,04 737,96 20,25 2387,67 £31,34
HA + MM 16,25 £0,74 58,52 +1,21 352,64 £ 12,50
HA- MM+AO 131,01 + 8,07 96,48 +3,01 992,53 + 40,69
HA + XNTN 16,78 +0,89 52,04 +1,52 284,91 +7,63
HA + XNTN+AO 121,69 £4,21 83,52 £5,69 740,31 + 18,14

Datele sunt prezentate ca medie + abaterea standard (SD) a trei determinari.
Abrevieri: ABTS - acid 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina) 6-sulfonic; DPPH - 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil; GAE, echivalenti de acid galic; TE - echivalente trolox; TPF
- continut total de polifenoli; AO- Extract de Acmella Oleracea; HA+MM — ser
simplu pe baza de acid hialuronic (HA) multimolecular (MM); HA-MM+AO — ser
simplu pe bazd de HA multimolecular (HA-MM) cu AO; HA + XNTN — ser pe baza
de HA si guma xantan (XNTN); HA+XNTN+AO - ser pe bazd de AO, acid
hialuronic (HA) cu guma xantan

Se observa de aici o imbogétire a continutului total de polifenoli in
cazul serurilor preparate cu extract vegetal comparativ cu serul simplu. De
asemenea, §i activitatea antioxidantd a serurilor a crescut ca urmare a
prezentei extractului de Acmella oleracea. Din aceste rezultate se deduce ca
adaosul de extract de Acmella oleraceea si-a atins scopul urmarit, acela de
a contribui la cresterea activitatii antioxidante totale a formulei
dermatocosmetice obtinute.
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Capitolul 11. 8.
CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Studiul compusilor bioactivi cu actiune antioxidanta are

urmatoarele concluzii:

. Cresterea capacitatii antioxidante a resveratrolului prin asocierea cu

acidul ferulic:

v

v

Asocierea resveratrolului cu acidul ferulic este extrem de benefica,
imbunatatind incontestabil capacitatea sa antioxidanta, mentinand in
acelasi timp si proprietatile sale biologic active recunoscute.
Amestecurile care constau in resveratrol 1% + 0,5% acid ferulic
intr-un raport de (v /v) 1: 1 si 1: 2 sau resveratrol 3% + acid ferulic
0,5% in raport (v /v) 1: 1 s-au dovedit a fi eficiente 1n aceasta directie.
Performanta acestor 3 amestecuri finale in ceea ce priveste activitatea
antioxidantd s-a dovedit a fi similard una fata de alta, dar in mod clar
superioara resveratrolului simplu. Criteriile care vor face diferenta in
utilizarea uneia dintre ele 1n practici vor fi reprezentate de
proprietatile terapeutice ale preparatului dermatocosmetic final si de
raportul final cost-beneficiu.

Analiza termogravimetricd a amestecurilor a condus la concluzia ca
schimbarea temperaturii Tpeak in prima etapa de descompunere la
temperaturi cu 7°C mai mari in esantionul 2 comparativ cu acidul
ferulic poate sugera interactiuni scazute intre acesta si resveratrol.
Analiza spectrelor nu prezintd modificari semnificative in spectrul
amestecului de compusi, ci doar atenudri ale maximelor benzilor
caracteristice, ceea ce sugereazd cd nu existd reactii chimice intre
componentele amestecului, aceastd observatie este in acord cu
concluzia analizei termogravimetrice.

Pe baza rezultatelor experimentale, putem considera asocierea RV :
AF 1n concentratiile si raportul evidentiat, o cale de urmat pentru
valorificarea efectelor biologice ale amestecului, intr-0 formulare
modernd, performantd, documentata stiintific.

Cu o mai buna intelegere a concentratiei ingredientelor si a raportului
amestecului pentru cea mai buna activitate antioxidanta, am castigat o
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perspectiva mai mare de Indeplinire a criteriilor legate de eficacitatea
terapeutica superioara.

Il. Obtinerea de extracte vegetale:
1. Extracte vegetale din reziduuri florale de sofran (Crocus sativus
L.):

v" Procesul de extractie hidroalcoolica din deseuri florale de
sofran (Crocus sativus L.) depinde de tipul metodei de
extractie, de timpul de extractie, de concentratia solventului
de extractie si de raportul solid/lichid.

Considerand eficienta extractiei drept criteriu de evaluare a eficientei
metodelor de extractie studiate (refluxare clasicd, refluxare in Soxhlet,
macerare, extractie asistata de ultrasunete), se pot analiza, Intr-o prima etapa,
rezultatele obtinute prin aceeasi metoda, in functie de factorii experimentali
luati In considerare, cum sunt raportul S/L si concentratia solventului.

v" Cel mai bun randament se obtine in cazul extractiei prin refluxare in
Soxhlet, 86,74%, pentru un timp de extractie de 90 de minute,
concentratie a solventului de 50% si un raport S/L de 1:16. Rezultatul
este superior oricarei alte metode studiate in cadrul tezei.

v" Pentru macerare (M), randamentele maxime de 69,254%, 67,618% si
66,929% au fost obtinute in urmatoarele conditii: timp de macerare de
7 zile si concentratia solventului de 30%. In ceea ce priveste raportul
S /L, s-au obtinut valori mari, dar foarte apropiate, in ordinea: 1:16;
1:25 si 1:10, alegerea unui anumit raport fiind dictatd in acest caz strict
de conditiile economice.

v Pentru refluxare (R), randamentele de 63,53% si 61,15% au fost
obtinute la un timp de extractie de 60 de minute folosind un solvent
hidroalcoolic de 50% si la un raport solid : lichid de 1:16, respectiv,
1:25.

v" Pentru extractia asistatd cu ultrasunete (US), randamentele obtinute
sunt mult mai mici (48.701% - 48.307%), dar cea mai mare a fost
obtinutd pentru un timp de extractie de 4 minute, concentratia de
solvent de 50%, raport solid/lichid de 1:25 si 1:10.

v O concluzie general valabilda implicd in continuare o modelare a
procesului si o analizd de optimizare astfel, se poate spune ca,
indiferent de metoda de extractie utilizata, atunci cand se lucreaza cu
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un raport solid /lichid de 1:25 sau 1:16 si cu un solvent hidroalcoolic

de 50% s-ar putea asigura un randament optim al procesului.

Considerand analiza cantitativa drept criteriu de performantd a
metodelor de extractie si determinand continutul total de polifenoli si
flavonoide, rezultatele sunt urmatoarele:

v In cazul polifenolilor, in functie de concentratia solventului de
extractie, cele mai bune rezultate se obtin in cazul folosirii pentru
extractie a solventul de concentratiec 30% diferit fatd de cazul
flavonoidelor unde optim a fost cel de 50%.

v In functie de raportul S/ L, cele mai bune rezultate au fost inregistrate,
ca si in cazul flavonoidelor, la raportul de 1:25.

v’ In functie de timpul de extractie, cele mai bune valori se obtin in cazul
extractiei asistate de ultrasunete la timpul de 6 minute si cel de 4
minute, la macerare timpul optim este de 7 zile, iar In cazul refluxarii,
rezultatele nu diferd semnificativ cu timpul de extractie.

v’ In ansamblu, cel mai mare continut de polifenoli se observi in cazul
extractiei asistate de ultrasunete (US) la un raport S / L ratio de 1:25,
concentratie solvent de 50% si durata de 4 minute 59,66 ng GAE / g,
urmata tot de US, 52,732 ng GAE/g la 6 minute, 1:16, 50%), apoi de
refluxare In Soxhlet in conditii de raport S / L de 1:25, concentratie
solvent de 50%, timp de 90 minute (51,87 ug GAE / g).

v' In cazul flavonoidelor, luand drept criteriu concentratia solventului de
extractie, s-au obtinut cele mai bune rezultate la folosirea solventului
de 50%.

v In cazul flavonoidelor, avand in vedere valoarea raportului
solid/lichid, cele mai bune rezultate au fost inregistrate in cazul unui
raport de 1:25.

v’ In functie de timp, cea mai mare cantitate de flavonoide se obtine in
cazul macerarii la 6 minute, in cazul refluxarii pentru 30 de minute,
iar in cazul macerarii la timpul de 7 zile.

v’ In concluzie, se poate considera ci pentru flavonoide, cele mai bune
rezultate se obtin prin refluxare in Soxhlet, in conditii de concentratie
a solventului de 50%, raport S/L de 1:25 (385,86 mg QE / g) si 1:16
(227,854 mg QE / g), urmatd de refluxare simpld la aceeasi
concentratie a solventului de 50%, raport S/L de 1:25 si un timp de
extractie de 60 de minute (185,72 mgQE / g).
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v

v

Extractele din plante obtinute prin orice metoda si ulterior analizate
prin metode fizico-chimice contin o cantitate mult mai mare de
flavonoide decat compusi fenolici.

Metodele bazate pe refluxare simpld sau in aparat Soxhlet sunt cele
mai eficiente pentru obtinerea unei cantitati optime de flavonoide, iar
sonoextractia si refluxarea in Soxhlet pot fi considerate mai eficiente
pentru obtinerea polifenolilor.

Raportul de 1:25 si concentratia solventului de 50% pot asigura
rezultate mai bune atat pentru polifenoli cét si pentru flavonoizi.
Metoda de extractie si parametrii de lucru se aleg in functie de
compusii bioactivi de interes.

Evaluarea activitatii antioxidante si caracterizarea fizico-chimica

au dus la urmatoarele concluzii:

v

In cazul celor 2 extracte selectate aleatoriu, extractul obtinut prin
refluxare a avut o activitate antioxidanta mai mare decat cel obtinut
prin macerare, fapt confirmat si de spectrofotometria UV-Viz, care
relevd un continut mai bogat in compusi extrasi decit in cazul
extractului obtinut prin macerare.

De asemenea, impreuna cu principalii metaboliti, exista o serie de alti
compusi secundari, unii cu proprietati antioxidante valoroase.
Metoda de extractie influenteaza clasele de substante bioactive
extrase, cum ar fi flavonoidele, polifenolii sau carotenoizii, precum si
diferitele tipuri de compusi prezenti in extractele de sofran.

Concluzia generala este: extractele hidroalcoolice din reziduuri de

sofran (Crocus sativus L.) (petale, sepale si portiunea superioara a tulpinii)
preparate prin macerare, refluxare simpla, refluxare in Soxhlet si extractie
asistatd cu ultrasunete oferd rezultate satisfacdtoare in functie de tipul
metodei de extractie si parametrii aplicati.

2.

Extracte vegetale din sdanziene (Galium verum):
Considerand randamentul de extractie hidroalcoolica drept criteriu

de performanta a metodelor de extractie, rezultatele sunt urmatoarele:

v

Ca metode de extractie s-au utilizat macerarea, extractia asistatd de
ultrasunete si refluxarea simpld pentru planta proaspatd, iar pentru
planta uscatd macerarea, extractia asistata de ultrasunete, extractia prin
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refluxare simplad si refluxare in aparat Soxhlet, precum si metoda
combinata de sonoextractie urmata de macerare.

v’ Analiza datelor experimentale obtinute subliniaza in mod clar ca
procesul de extractie studiat depinde de starea plantei utilizate pentru
extractie (uscatd sau proaspiti) si tehnica de extractie aplicat. In
cadrul aceleiasi tehnici, este evidentd dependenta randamentului de
extractie de concentratia solventului utilizat pentru extractie, de timpul
de extractie, precum si de raportul solid/lichid utilizat.

v' Este foarte usor de observat ca solventul cu cele mai bune rezultate,
indiferent de tehnica de extractie hidroalcoolica, dar si dupa criteriul
eficientei economice, se dovedeste a fi cel de concentratie 50%.

v" Pentru macerare (M), se inregistreaza randamente maxime intre 34,4%
(conditii S/L = 1:15; 4 zile; solvent 50%) si 33,75% (conditii S/L =
1:15; 11 zile; solvent 50%) in cazul plantei uscate si intre 14,28%
(conditii S/L = 1:30; 8 zile; solvent 70%) si 12,57% (conditii S/L =
1:30; 8 zile; solvent 50%) in cazul plantei proaspete.

v' Pentru extractia prin refluxare (R), s-au obtinut randamente maxime
intre 34,38 (conditii S/L = 1:20; 60 minute; solvent 70%) si 33,59%
(conditii S/L = 1:20; 60 minute; solvent 30%), respectiv 33,6%
(conditii S/L = 1:20; 30 minute; solvent 50%) cand s-a utilizat planta
uscata si Intre 15,59% (conditii S/L = 1:20; 30 minute; solvent 50%)
si 14,4% (conditii S/L = 1:15; 60 minute; solvent 50%), respectiv
14,38% (conditii S/L = 1:20; 30 minute; solvent 70%) in cazul plantei
proaspete.

v" Pentru extractia asistatd cu ultrasunete (US) s-au obtinut urmétoarele
randamente maxime: 17,6% (conditii S/L = 1:20; 6 minute; solvent
50%) si 16,19% (conditii S/L = 1:30; 4 minute; solvent 50%) pentru
planta uscata si intre 6,02% (conditii S/L = 1:30; 4 minute; solvent
50%) si 3,19% (conditii S/L = 1:20; 4 sau 2 minute; solvent 30% sau
50 %) in cazul plantei proaspete.

v" Pentru extractia prin refluxare in Soxhlet (Sx) folositd doar in cazul
plantei uscate, cele mai bune rezultate de 57,18% s-au obtinut in
conditii de: S/L=1:20 si solvent de extractie de 70% concentratie in
alcool etilic, urmata de varianta caracterizata de S/L = 1:20 si
concentratie a solventului de extractie de 50% (42,79%).
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v

v

Cele mai bune randamente de extractie au fost obtinute in cazul plantei
uscate, cu valori aproape duble fata de cazul plantei umede/proaspete,
in aceleasi conditii.

Din punct de vedere al randamentului de extractie obtinut din sanziene
uscate, putem concluziona ca ordinea eficientei tehnicilor de extractie
utilizate este dupa cum urmeaza: extractie prin refluxare in Soxhlet,
extractie prin macerare si refluxare clasica.

Considerand analiza cantitativa drept criteriu de performantd a

metodelor de extractie din planta uscatd si determinidnd (in duplicat)
continutul total de polifenoli si flavonoide, rezultatele sunt urmatoarele:

v

v

In cazul polifenolilor, pentru diferite concentratii ale solventului s-au
extras cele mai mari cantitati de polifenoli la concentratia de 70%
alcool etilic.

Pentru un raport diferit S/L, cele mai mari cantititi de polifenoli au
fost extrase in cazul raportului 1:30 si 1:20.

In ceea ce priveste timpul de extractie, cele mai mari cantitati de
polifenoli au fost obtinute prin refluxare simpla sau in Soxhlet la 90
minute.

In concluzie, cele mai bune rezultate pentru extractia polifenolilor au
fost obtinute prin refluxare simpla: 78,894 pg GAE/g (in conditii S/L
= 1:30; 60 minute si concentratie alcool etilic 50%), urmatd de
refluxarea in Soxhlet: 78,21 pg GAE/g (in conditii S/L = 1:20; 90
minute si concentratie alcool etilic 50%).

In cazul continutului de flavonoide, luand drept criteriu concentratia
solventului de extractie, cele mai bune rezultate au fost obtinute la
concentratia agentului de extractie de 70% etanol.

Avand 1n vedere valoarea raportului solid/lichid, cele mai bune
rezultate au fost inregistrate in conditii de raport S/L=1:30.

Atunci cand timpul de extractie a fost criteriul de apreciere, cele mai
bune rezultate au fost obtinute in cazul macerarii la un timp de
extractie de 8 zile, pentru refluxarea simpla sau Soxhlet un timp de
extractie de 90 minute, iar pentru sonoextractie la un timp de 6 minute.
In concluzie, pentru continutul de flavonoide, cele mai bune rezultate
au fost obtinute la extractia prin refluxare in Soxhlet (66,053 mg QE/g
in conditii de raport S/L de 1:20, concentratie de solvent de 70% si
timp de extractie de 90 minute si 43,557 mg QE/g) 1n conditii de raport
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S/L de 1:30, concentratie de solvent de 70% si timp de extractie de 90
minute si refluxare simpla (37,984 mg QE/g) 1n conditii de raport S/L
de 1:30, concentratie de solvent de 70% si timp de extractie 60 minute.

v In cazul extractelor analizate, cantitatea de flavonoizi este mai mare
decat cantitatea de polifenoli, rezultat confirmat de informatiile din
literatura.

v" Metoda de extractie din care rezultd cea mai mare cantitate de compusi
bioactivi este refluxarea in Soxhlet, urmata de refluxarea simpla.

v" Utilizand metoda refluxarii timp de 60 de minute, cu un raport S/L de
1:30 si solvent de concentratie 50% se poate obtine cea mai mare
cantitate de polifenoli (78,894 ug GAE/g), iar prin refluxare in Soxhlet
in conditii de raport S/L de 1:30, timp de extractie de 90 min. si
concentratie de solvent de extractie de 70%, se obtin cele mai mari
cantitati atat de flavonoide (66,0536 mg QE /g).

v In cazul plantei proaspete, cantitatea de flavonoide extrase este de
asemenea mult mai mare decat cea de polifenoli;

v Comparativ cu planta uscata, cantitatea de polifenoli si flavonoide este
mult sub valorile obtinute, explicatia fiind aceeasi ca si in cazul
randamentului de extractie.

v" Pentru cantitatea de polifenoli extrasad se remarca metoda de extractie
prin refluxare cand s-au obtinut 14,741 pg GAE/g in conditii de raport
S/L = 1:20, timp de extractie de 90 minute si concentratia solventului
de 50% EtOH.

v' Pentru obtinerea flavonoidelor se remarcd toate variantele de
refluxare, dintre care au condus la valorile cele mai mari refluxarea in
conditii de S/L= 1:15, timp de extractie de 60 minute si concentratie a
reactivului de extractie de 50% EtOH (14,12 mg QE/g) urmata de cea
in conditii de raport S/L = 1:30, timp de extractie de 60 minute si
concentratia reactivului de extractie de 50% EtOH (11,72 mgQE/g).

v In cazul extractelor utilizdnd solvent hidro-gliceric, eficienta
metodelor s-a analizat prin evaluarea continutului de polifenoli si
flavonoide.

v" Indiferent de concentratia in glicerind a reactivului de extractie folosit,
in urma refluxarii simple s-au obtinut cele mai mari cantitati de
polifenoli: (45,519-56,821) ug GAE/g (timp de extractie de 60 minute
si raport solid/lichid de 1:15, reactiv de concentratie de 50%.
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v' Folosind rapoarte diferite solid/lichid, cele mai bune rezultate in
polifenoli, net superioare fata de celelalte metode, s-au obtinut tot in
extractele din urma refluxarii. Cea mai mare valoare este de 84.979 ug
GAE/g (timp de extractie de 60 minute si concentratie reactiv de
extractie de 50%).

v" Influenta timpului de extractic a dus la concluzia ca cele mai bune
rezultate, 29,02 ug GAE/g, s-au obtinut in cazul macerarii, varianta
realizatd in conditii de raport solid/lichid de 1:15 si concentratie a
reactivului de extractie de 50%.

v In functie de concentratia in glicerind a amestecului de extractie
folosit, se observa ca refluxarea conduce si la cele mai mari cantitati
de flavonoide, atunci cand concentratia este de 80%, timpul este de 60
minute si raportul S/L=1:15 (116,977 mgQE/g);

v In functie de raportul solid/lichid stabilit se constatd ci in cazul
refluxarii folosind un raport S/L de 1:30 si 1:20 se obtin cele mai bune
rezultate (116,977 mgQE/g si 84,911 mgQE/g), urmatd de macerare
in cazul tuturor celor trei rapoarte (1:15 — 56,1 mgQE/g; 1:20 — 53,55
mgQE/g; 1:30 - 51.807 mgQE/g) si metoda combinata
sonoextractietmacerare in cazul raportului S/L=1:30 cénd s-au
obtinut flavonoide 1n cantitate de 53,494 mgQE/g.

v" Timpul nu are o influentd semnificativa asupra procesului de extractie
a flavonoidelor, totusi, In cazul macerarii se obtin cele mai mari
cantitati de flavonoide in functie de timp (56,1-51, 51 mgQE/qg).

v’ In cazul extractelor utilizand ca solvent glicerini-apa-alcool, cea mai
mare cantitate de polifenoli (53,321 ug GAE/Q) s-a obtinut in cazul
extractului rezultat Tn urma metodei combinate (sonoextractie +
macerare) realizatd cu solutie de solvent S1 (30 % glicerind + 50 %
alcool + 20 % apd), un timp de 6 minute US+3zile M si folosind raport
S/L=1:15, iar cea mai mare cantitate de flavonoide (36,08 mg QE/qg)
in cazul extractului rezultat Tn urma metodei combinate (sonoextractie
+ macerare) realizatd cu solutie de solvent S2 (50 % glicerina si 50%
etanol de 96%) un timp de 6 minute + 9zile si folosind un raport S/L
de 1:20 .

v" Prin refluxare simpla si solvent hidro-gliceric, pot fi obtinute din
planta uscata de Galium verum, cea mai mare cantitate de flavonoide
(116,977 mg QE/g), dubla fata de utilizarea unui solvent hidro-
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alcoolic) si cea mai mare cantitatea de polifenoli (84,979 ng GAE/g),
rezultat superior celui obtinut cu solvent hidro-alcoolic.
Evaluarea activitatii antioxidante si caracterizarea fizico-chimica prin

spectroscopia UV-Viz duc la urmatoarele concluzii:

v

v

Se observa ca valorile obtinute sunt mult mai mari in cazul utilizarii
plantei uscate, rezultat in acord cu cele obtinute la determinarea
polifenolilor si flavonoidelor.

Extractul cu cel mai bogat continut in compusi extrasi apare ca fiind
cel obtinut din planta uscata, prin refluxare.

Din punct de vedere al continutului de antioxidanti (determinat ca
flavonoide si polifenoli totali), extractul de Galium verum - planta
uscatd, se dovedeste a fi satisfacator si corespunde ideii de Inlocuire a
activelor chimice cu cele naturale in formularea anumitor preparate
dermatocosmetice.

* Concluzia generali este: extractia solid-lichid din plante de Galium

verum uscate realizatd prin refluxarea clasica, in prezentd de solvent hidro-
gliceric este cea mai eficientd, conducand la cele mai ridicate cantitati de
polifenoli si flavonoide.

3. Extracte vegetale din Acmella oleracea:

In ceea ce priveste randamentul de extractie, reies urmitoarele
concluzii:

In cazul extractiei din intreaga planta, cele trei metode testate au dus
la performante relativ asemanatoare.

Cel mai bun randament obtinut din extractia intregii plante a fost prin
macerare, timp de 20 de zile, raportul 1:15 S/L si solventul ETOH
70%, urmat de sonoextractie 15 minute, raportul S/ L 1:15 si 30%
EtOH.

Considerand separat partile diferite ale plantei, tulpina a dus la
obtinerea celor mai mari valori ale randamentului, prin sonoextractie
(timp de extractie — 15 minute, raport S/L = 1:15 si concentratia
solventului de 30%).

Valorile obtinute pentru evaluarea cantitatii de polifenoli si flavonoide
difera in functie de metoda aplicata si de partea de plantd din care s-a
realizat extractia.



Delia Zaharia (Turcov)
Teza de doctorat

v In ceea ce priveste continutul de polifenoli, rezultatele sunt
urmatoarele:

v’ In functie de raportul S /L, cele mai bune rezultate au fost inregistrate
pentru macerare urmata de sonoextractie, ambele la un raport de 1:30.

v In functie de concentratia amestecului de extractie, cele mai bune
rezultate s-au obtinut in urma sonoextractiei la o concentratic a
solventului de 50%, urmata de macerare cu toate cele 3 concentratii.

v’ In functie de timpul de extractie, cele mai bune rezultate s-au obtinut
in urma aplicarii metodei combinate US+M cu un timp de extractie de
6 sau 15 minute + 20 zile.

v' Astfel, pentru intreaga planta, macerarea (M) in conditii de S/L = 1:20,
concentratie solvent de extractie de 50% si timp de extractie de 20 zile
a asigurat obtinerea celui mai bun rezultat, a 30,4195 ng GAE/g
polifenoli, urmatd de sonoextractie (US) in conditii de S/L = 1:30,
concentratie agent extractie de 50% si timp de extractie de 15 minute
a asigurat obtinerea a 29,569 pg GAE/g polifenoli si sonoextractie
combinatd cu macerarea (US +M) in conditii de S/L = 1:20,
concentratie agent extractie de 50% si timp de extractie de 6 minute
+20 zile a asigurat obtinerea a 28,081 pg GAE/g polifenoli.

v In ceea ce priveste diferitele parti ale plantei, rezultd ca atat frunzele
cat si intreaga plantad conduc la cantitati relativ egale de polifenoli.

v In ceea ce priveste continutul de flavonoide, rezultatele sunt
urmatoarele:

v" in functie de raportul S/L, se observa obtinerea unei cantitati mai mari
de flavonoide in cazul macerarii, urmata de sonoextractie, ambele in
conditii de S/L = 1:30.

v' considerand concentratia reactivului de extractie, cele mai bune
rezultate privind cantitatea de flavonoide s-a obtinut in urma macerarii
la 70% concentratia solventului de extractie, urmata de sonoextractie
in conditii de concentratie a solventului de extractie de 30%.

v" dupa timpul de extractie, cele mai bune rezultate s-au obtinut in urma
aplicarii metodei combinate US+M la un timp de extractie de 15 sau
10 minute + 20 zile.

v' Astfel, pentru intreaga plantd, sonoextractia combinatd cu macerarea
(US +M) in conditii de S/L = 1:20, concentratie solvent de extractie
de 50% si timp de extractie de 15 minute +20 zile a asigurat obtinerea
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celei mai mari cantitati de flavonoide, 32,88 mg QE/g flavonoide si
aceeasi metoda realizatd in conditii de S/L = 1:20, concentratie agent
extractie de 50% si timp de extractie de 10 minute +20 zile a asigurat
obtinerea a 21,2 mg QE/g flavonoide.

v' Privind cumulativ rezultatele obtinute putem spune cd folosind ca
metoda de extractie sonoextractia combinatd cu macerarea (US+M) In
conditii de raport S/L. =1:20, concentratie a reactivului de extractie de
50% si timp de extractie de 15 minute + 20 zile se obtine si cantitatea
maxima de polifenoli (28,081 mg QAE/g) cat si cea de flavonoide
(32,88 mgQE/q).

v" Rezultatele obtinute pentru determinarea celor doua tipuri de compusi
activi permit alegerea metodei si conditiilor de lucru in functie de
scopul urmadrit si de conditiile economice disponibile la un moment
dat.

Evaluarea activitatii antioxidante si caracterizarea fizico-chimica
prin spectroscopie UV-Viz aratd urmitoarele rezultate:

v" Toate spectrele prezintd un pic major la lungimi de unda maxime in
intervalul 199,5 — 2120 nm care poate fi atribuit spilantholului,
principalul constituent al extractului din Acmella oleracea, conform
literaturii de specialitate.

e Concluzia generald este: extractul obtinut prin macerare sau
sonoextractie din Acmella oleracea poate fi considerat o resursa naturala
importanta pentru ingrediente antioxidante, anestezice si antiinflamatoare,
cu potential promitator pentru produsele dermatocosmetice

Il.Caracterizarea preliminard a produselor dermatocosmetice pe baza
extractelor vegetale obtinute

Studiul extractelor vegetale obtinute din reziduuri florale de Crocus
sativus (sofran), din Galium verum (sanziene) si din Acmella oleracea,
continuat cu analiza preparatelor dermatocosmetice in care au fost incluse,
au aratat ca incorporarea extractului natural nu a afectat negativ stabilitatea
formulelor studiate.

Caracterizarea preliminara a emulsiilor pe baza de extract din
reziduuri florale de Crocus sativus si extract de Galium verum si a
serurilor pe baza de extract din Acmella oleracea
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v" Stabilitatea fizico-chimica a emulsiilor cosmetice, evaluatd printr-0
serie de analize fizico-chimice, cum ar fi pH-ul, testul de stabilitate la
actiunea fortei centrifuge si vibrationale si evaluarea caracteristicilor
organoleptice (miros, culoare si aspect general), efectuate in trei
momente de la preparare: la 24 de ore dupa formulare, la 7 zile si 21
de zile de depozitare la temperatura ambianta in recipientul de stocare,
atestd caracteristici satisfacatoare, placute, cu o buna stabilitate fizico-
chimica dupa mai mult de 72 de ore, chiar la 30 de zile de la preparare.

v" Toate emulsiile dermatocosmetice testate si bazele de la care a plecat
procesul de preparare a acestora, aratd un grad ridicat de stabilitate la
actiunea stimulilor fizici i o compatibilitate bund a componentelor n
timp.

v De asemenea, pH-ul emulsiei cosmetice cu extract de reziduuri florale
de sofran a variat de la 4,99 la 5,04, valoare considerata adecvata
pentru a evita riscul de iritare la aplicarea pe piele si pentru eficienta
penetrarii produsului in piele.

v" Determinarile pH-ului pentru emulsiile ce contin amestec de 3 % RV-
0,5 % AF au aratat valori intre 4,65-5.005 1n cazul emulsiilor cu baza
A, 4,7-5.001 pentru emulsiile cu baza B si 4,7-5.004 pentru emulsiile
din seria C, de asemenea valori cu o buna compatibilitate cu pH-ul
care poate fi inregistrat la nivelul epidermei, adecvate pentru o
tolerabilitate si penetrare buna la nivelul pielii.

v’ Pentru emulsiile ce contin extract de sinziene, pH-ul nu prezinta
variatii in timpul depozitarii (4,99 pana la 5,04)

v" Datele experimentale si rezultatele acestora aratd ca serurile obtinute
si analizate, incorporand extractul din Acmella oleracea, au un pH
acceptabil in zona dermatocosmetica si o buna stabilitate sub actiunea
fortelor mecanice (centrifugd sau vibrationald), forte ce pot actiona
indirect asupra serului, in principal in procesul de transport, depozitare
si utilizare. Aceste rezultate le califica pentru noi teste, optand pentru
testarea in vitro in ceea ce priveste difuzia prin membrana.

v’ Incorporarea produsului natural nu a avut un impact negativ asupra
stabilitatii formulelor cosmetice studiate. Acest aspect poate fi atribuit
valorilor de conductivitate stabild, dar si absentei oricarei degradari
chimice, astfel incat emulsiile pot fi considerate potrivite pentru
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aplicarea topica si acceptabile pentru a evita riscul de iritare atunci
cand sunt aplicate pe piele

Stabilitatea microbiologica: in urma analizelor si testelor efectuate
asupra emulsiilor obtinute, s-a constatat ca acestea au o rezistenta buna
la contaminarea microbiologica.

Testele de permeabilitate au dus la concluzii ce vizeaza criterii
diferite:

Viteza de eliberare a polifenolilor, care este mai mare la inceputul
procesului de difuzie, cand gradientul de concentratie este maxim, este
similara pentru ambele tipuri de emulsii si sugereaza o eficienta
terapeuticd buna prin timpul scurt in care se instaleaza efectul
biologic. Faptul ca tipul de baza utilizata la formularea emulsiilor nu
influenteaza in mod semnificativ modul in care principiul activ este
eliberat din sistemul multifazic are de asemenea avantajul ca alegerea
acesteia ramane strict legata de preferintele asupra texturii si tipului
de piele destinatar.

Eficienta difuziei polifenolilor prin membrana de dializa

Scopul de a sublinia functionalitatea sistemului de difuzie in contextul
utilizarii unei noi emulsii a fost realizat, iar acest studiu serveste ca un
prim pas esential pentru cercetarea viitoare (in Vivo).

De asemenea, din analiza datelor rezultate se pare ca addugarea gumei
xantan 1n formularea celui de-al doilea ser nu influenteaza
semnificativ modul in care este eliberat principiul activ.

Testele reologice: Probele analizate au un comportament caracteristic
de tip solid, o proprietate care poate explica stabilitatea la depozitare
a emulsiilor dermatocosmetice.

Analiza conductometrica: Rezultatele masuratorilor (valori intre
0,21 si 0,48 mS) demonstreaza stabilitatea emulsiilor in timp.
Microscopia optica

Imagini microscopice ale esantioanelor de emulsii, la 7 zile de
depozitare in conditii normale de temperatura (temperatura camerei),
Caracterizarea microscopicd a evidentiat structura omogena a
emulsiilor, cu globule de dimensiuni diferite, in functie de baza
formulei, respectiv 4-28 um in cazul emulsiilor din seriile A si B si
2-8 um in cazul emulsiilor din seria C, dar si uniformitatea
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fazelor in timpul perioadei de stocare.

Acest fapt poate fi atribuit compozitiei diferite a bazei C (prezenta a
doi compusi distincti din categoria “green”: stearat de zaharoza si
lecitind din soia cu rol de emulgator si co-emulsificator) comparativ
cu bazele A si B.

Introducerea extractului de Galium verum in prepararea unei emulsii
dermatocosmetice permite obtinerea unui preparat cu o texturd fina
care este usor absorbitd de piele si de componentele care sunt stabile
Aceste rezultate Incurajeaza dezvoltarea unor teste suplimentare
privind stabilitatea microbiologica, testele in vivo si testele
dermatologice preliminare pentru aceste preparate.

Studii de biocompatibilitate si tolerabilitate

Studiile de citotoxicitate efectuate (metoda MTT) ofera rezultate ce
indica lipsa citotoxicitatii esantioanelor de emulsie pe baza de sofran
si, separat, pe bazd de sanziene, in conformitate cu standardul
international ISO 10993-5 (Evaluarea biologica a dispozitivelor
medicale — Partea 5: Testele pentru citotoxicitate in vitro),

Emulsia cu extract de sinziene are valori mai mari ale viabilitatii
celulare, comparativ cu emulsia cu extract de sofran.

In urma evaluirii morfologiei celulelor vii la 24, 48 si 72 de ore de
incubatie cu probele (emulsie cu extract de sofran si emulsie cu extract
de sanziene), s-a dovedit ca forma celulelor nu s-a schimbat in
comparatie cu cea a culturii de control.

Rezultatele prezinta, de asemenea, o crestere constantd a densitatii
celulare, precum si formarea unui monostrat uniform, fara semne de
apoptoza sau moarte celulara.

Testarea preliminara in vivo a relevat nu numai o tolerabilitate buna
doveditd de lipsa unei reactii specifice de intolerantd, ci chiar o
imbunatatire a eritemului existent dupd 4 sdptdmani de utilizare a
emulsiei pe baza de extract de Galium verum.

sativus si Galium verum a evidentiat proprietatile non-citototoxice ale
compusilor evaluati.
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v In urma analizei functiilor metabolice, a formei si comportamentului
celulelor din culturd, emulsia cu extract de Galium verum si cea cu
extract de Crocus sativus sunt non-citotoxice la concentratia analizata.

v' Sunt necesare investigatii suplimentare pentru a determina
proprietatile efectului de doza.

CONCLUZII FINALE

v" Crocus sativus, Galium verum si Acmella oleracea reprezinta resurse
naturale importante pentru ingrediente antioxidante, cu potential
promitator pentru produsele dermatocosmetice.

v' Rezultatele au aratat ca incorporarea extractelor naturale nu a afectat
negativ stabilitatea emulsiilor si serurilor dermatocosmetice studiate.

v Aceste rezultate 1incurajeazd dezvoltarea de teste stabilitate
microbiologica, teste in vivo si teste dermatologice preliminare
extinse pentru aceste preparate.

v" Testul de permeabilitate pe celulele Franz evidentiazd procesul de
difuzie i sustine strategia de investigatie ulterioara privind
eficacitatea formulei farmaceutice pe baza de extracte vegetale.

v" Rezultatele preliminare obtinute sugereazd un bun potential al
extractului de Crocus sativus, Galium verum si Acmella oleracea
pentru a fi utilizate in emulsii si seruri de interes dermatocosmetic, de
aceea, studiile vor fi continuate si aprofundate cu analize specifice
pentru a identifica principalele componente ale extractului si pentru a
efectua teste dermatologice direct pe pacienti.

v’ Rezultatele testelor in vitro prezentate in aceasta lucrare lasa deschisa
calea aprofundarii studiilor privind aceste extracte si formulele
obtinute cu acestea ca active biologice si subliniaza faptul ca acestea
ar putea fi transformate in noi formuldri dermatocosmetice cu o
perspectiva reald in combaterea stresului oxidativ asupra pielii.

v’ Rezultatele preliminare obtinute sugereaza un bun potential al
extractului de plante selectat pentru a fi utilizat In emulsii/ seruri de
interes dermato-cosmetic, acesta este motivul pentru care studiile vor
fi continuate si aprofundate cu analize pentru a identifica principalele
componente ale extractelor si pentru a efectua teste dermatologice
direct pe pacienti.
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Emulsiile pot fi transformate in formulari dermatocosmetice noi, cu
scopul de a reduce stresul oxidativ la suprafata pielii.

PERSPECTIVE

v

AN

Optimizarea si modelarea procesului de extractie pentru a gési un
extract cu cele mai mari performante sub aspect cost-beneficiu, tinand
cont de faptul ca extractele vegetale implica costuri mai ridicate decat
produsele de sinteza.

Existd incd mai multe directii de cercetare care cautd raspunsuri care
pot creste performanta terapeuticd in multe afectiuni ale pielii,
inclusiv:

» Ce masuri de siguranta pot fi luate in selectarea antioxidantilor in
scopuri terapeutice?

* Ce alte combinatii si doze de antioxidanti cresc performanta
terapeutica?

* Pot fi evaluate comparativ toate moleculele antioxidante?

In ceea ce priveste evaluarea dermatologica, orice studiu clinic ar
trebui sa ia in considerare complexitatea fenomenelor redox, fluxul de
specii radicale de oxigen si localizarea subcelulara si tipul de celule.
Un subiect important pentru cercetarile ulterioare este descoperirea
sinergismului potrivit si a asocierilor optime intre compusii
antioxidanti, dar si cercetdri avansate privind mecanismul si efectele
biologice ale noilor antioxidanti, cum ar fi licopenul si acidul ferulic.
Completarea studiilor cu investigatii suplimentare despre impactul
clinic: tolerabilitate si eficienta, studii extinse pe patologii, numar de
pacienti etc.

Sudii aprofundate de farmacologie: necesitatea addugarii in formuld a
altui ingredient.

Studii de dozaj in cazul Galium verum si Acmella oleracea.
Investigatii in sensul extinderii potentialului extractelor obtinute
(pentru actiunea antiinflamatoare in cazul extractelor din reziduuri
florale de sofran si sdnziene, actiunea antirid si anestezica a extractului
de Acmella oleracea).
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