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Nota: Rezumatul tezei de doctorat cuprinde, intr-o forma sinteticd, introducerea, materialele si metodele de
cercetare, o parte dintre rezultatele originale obtinute, concluziile generale, precum si bibliografia selectiva. La
redactarea acestuia au fost mentinute aceleasi notatii si aceeasi numerotare a capitolelor, paragrafelor, figurilor
si tabelelor ca in textul integral al tezei.

INTRODUCERE

Dincolo de dimensiunea estetica, ingrijirea pielii s-a conturat progresiv ca un demers functional,
orientat catre sustinerea echilibrului cutanat si a capacitatii pielii de a raspunde factorilor de stres
exogeni si endogeni. Aceastd schimbare de perspectivd a determinat o transformare discretd, dar
semnificativa, a produsului cosmetic, care, desi rimane incadrat in limitele sale reglementare, este tot
mai frecvent conceput ca un sistem complex de livrare a unor ingrediente biologic active, selectate si
integrate pe baza unor criterii de eficacitate demonstrata.

Din aceastd perspectiva, prezenta tezd nu a urmarit doar evaluarea unor extracte vegetale sau
optimizarea unor formuldri cosmetice, ci construirea unei viziuni integrate asupra modului in care
substantele biologic active pot fi valorificate coerent in produse destinate aplicarii cutanate. Demersul a
fost orientat catre intelegerea relatiei dintre metoda de extractie, natura solventului, profilul fitochimic
rezultat si comportamentul activelor in sisteme de livrare, cu scopul de a depasi abordarile fragmentare
frecvent intalnite. In acest context, extractul vegetal nu mai este abordat ca o entitate izolat, ci ca parte
a unui ansamblu functional, in care valoarea sa biologica este inseparabild de modul de obtinere si de
sistemul de formulare in care este integrat.

Elementul distinctiv al prezentei cercetari constd in abordarea extractelor vegetale ca ingrediente
active functionale, a caror performanta este analizata sistematic in relatie cu metoda de extractie, natura
solventului si sistemul de formulare, intr-un demers integrativ rar tratat unitar in literatura de specialitate.

Cercetarea prezentatdi 1in aceastd tezd raspunde unei nevoi concrete din domeniul
dermatocosmeticii actuale: aceea de a corela potentialul biologic al extractelor vegetale cu performanta
lor reald in formulari finite. Desi numeroase plante sunt recunoscute pentru continutul lor in compusi
bioactivi, modul in care acestia sunt extrasi, stabilizati si integrati in produse cosmetice determina in
mod decisiv exprimarea efectului biologic la nivel cutanat. Abordarea propusd urmareste depasirea
acestei discontinuitati prin tratarea extractelor ca ingrediente active, a caror eficienta este conditionata
de intregul lant tehnologic, de la sursa vegetala pana la sistemul de livrare.

In acest cadru conceptual, teza de fatd abordeaza: studiul unor fitoextracte din flora
autohtona cu potential terapeutic si aplicabilitate in cosmetica activa. Interesul crescut pentru
ingrediente naturale a readus 1n atentie plantele ca sursa valoroasa de compusi bioactivi, insd numeroase
specii autohtone raman insuficient investigate din perspectiva aplicabilitatii lor dermato-cosmetice.

Pornind de la aceasta realitate, teza si-a propus sa exploreze in mod sistematic trei specii
vegetale autohtone cu potential promitator, Acmella oleracea, Artemisia annua si Daucus carota subsp.
cosmetice active.

Pentru a evalua in mod unitar potentialul dermato-cosmetic al celor trei specii, teza a combinat
metode conventionale si neconventionale de extractie utilizand exclusiv solventi compatibili cu
utilizarea topica. Obiectivul a fost obtinerea unor extracte ,,ready to use”, usor integrabile in matricea
cosmeticd. Extractele au fost ulterior evaluate din punct de vedere fitochimic (continut total de
polifenoli, flavonoide, randament), functional (activitate antioxidantd), microbiologic, citotoxic si
formulativ, iar ulterior au fost integrate in prototipuri de emulsii dermatocosmetice dezvoltate in cadrul
tezei.
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Obiectivul general al tezei propune evaluarea integrata a unor fitoextracte obtinute din Acmella
oleracea, Daucus carota subsp. carota si Artemisia annua, in vederea includerii lor in emulsii dermato-
cosmetice. Acest obiectiv a fost implementat printr-un demers care a inclus obtinerea si caracterizarea
extractelor, formularea unor prototipuri emulsionate de livrare si investigarea proprietatilor functionale
esentiale pentru utilizarea lor in dermato-cosmetice: stabilitate, activitate antioxidantd, sigurantd
microbiologicd, permeatie cutanata si citotoxicitate.

Structura tezei reflectd aceste directii de cercetare, fiind organizatd in doud parti principale.
Prima parte a tezei este dedicata studiului de literatura si ofera cadrul teoretic necesar intelegerii
tematicii cercetarii.

in Capitolul 1.1 sunt prezentate plantele ca surse de compusi biologic activi, cu accent pe
diversitatea metabolitilor secundari, rolul lor fiziologic in plantd si relevanta dermatologica a unor
metaboliti. Capitolul 1.2 descrie structurile pielii si mecanismele prin care acestea interactioneaza cu
ingredientele active prezente in produsele dermato-cosmetice, subliniind factorii anatomici si functionali
care influenteaza absorbtia si eficacitatea compusilor vegetali. Capitolul 1.3 analizeaza principalele
metode de obtinere si caracterizare a extractelor vegetale, incluzand atat tehnici conventionale, cat si
metode moderne orientate citre procese sustenabile si solventi compatibili dermatologic. Ultima
sectiune a studiului de literaturd, Capitolul 1.4, este dedicat preparatelor dermato-cosmetice din surse
vegetale, fiind discutate principiile de formulare, criteriile de stabilitate si provocarile asociate integrarii
extractelor Tn emulsii destinate aplicatiilor cutanate.

Partea a doua a tezei este dedicata contributiilor personale si reuneste rezultatele experimentale
obtinute pe parcursul cercetarii. Capitolul 11.1 este capitolul introductiv in care sunt prezentate succint
obiectivul general si obiectivele specifice, pentru a fundamenta clar directia si coerenta demersului
stiintific. In continuare, Capitolul 11.2 privind materialele si metodele detaliaza instrumentele,
echipamentele, conditiile experimentale, procedurile analitice si tehnicile utilizate in obtinerea,
caracterizarea si integrarea extractelor vegetale in emulsiile dermatocosmetice. Partea experimentala
propriu-zisa incepe cu Capitolul 11.3, obtinerea si caracterizarea extractelor din Acmella oleracea,
prezentand particularitatile fiecarui tip de extract in functie de solventul si metoda de extractie utilizata.
Aceeasi abordare este aplicata in capitolele ulterioare dedicate extractelor din Daucus carota subsp.
carota in Capitulul 11.4 si Artemisia annua, in Capitolul 1.5, fiecare specie fiind analizatd din
perspectiva randamentelor de extractie, profilului fitochimic si activitatii antioxidante. Ulterior, in
Capitolul 11.6 teza continua cu un capitol dedicat formularii, caracterizarii si optimizarii sistemelor
emulsionate destinate livrarii unui complex cosmetic format din N-Prolyl Palmitoyl Tripeptide-56
Acetate si bakuchiol, vizand strategiile de reducere a stresului oxidativ la nivel cutanat. In Capitolul
I1.7 sunt prezentate procesele de integrare a extractelor vegetale obtinute ca ingrediente active in
emulsii, impreund cu evaluarea lor in vitro, respectiv teste de stabilitate, activitate antioxidantd,
siguranta microbiologica, viabilitate celulara si permeatie cutanatd cu celula Franz. Partea finald a
acestei sectiuni, Capitolul 11.8, urmareste transpunerea rezultatelor cercetarii sub forma unui produs cu
potential de valorificare pe piata economica, evidentiind modul in care extractele vegetale si
prototipurile emulsionate dezvoltate pot conduce la formulari viabile din punct de vedere comercial.
Teza se incheie cu Capitolul 11.9, un capitol dedicat concluziilor generale si perspectivelor de cercetare,
in care sunt sintetizate principalele rezultate si sunt conturate directiile posibile de continuare a studiului.

Partea finala este reprezentata de anexa cu lista activitatilor de diseminare a rezultatelor obtinute
pe parcursul studiului doctoral.

Rezultatele finale au fost diseminate prin: 11 articole publicate in reviste cotate IST dintre care
7 in calitate de prim autor, 1 publicat in revista indexata BDI si 15 lucrari prezentate la manifestari
stiintifice nationale si internationale, sub forma de postere sau comunicari orale.
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Partea |

STUDIUL DE LITERATURA
Capitolul 1.1

Plantele, sursa de compusi biologic activi

Inca de la inceputurile civilizatiei, plantele au jucat un rol esential in viata omului, fiind utilizate
in mod extensiv in alimentatie, pentru a trata diverse boli sau afectiuni, pentru a intretine starea de
sdnatate si frumusete. Legdtura intre naturd si sandtatea umand este baza filozoficd a majoritatii
sistemelor traditionale de vindecare din intreaga lume (Payyappallimana, 2010). in diverse culturi si
epoci, cunostintele empirice privind proprietatile terapeutice, nutritive si cosmetice ale plantelor au fost
transmise si imbunatatite de-a lungul generatiilor prin vraci, vindecatori sau practicieni profesionisti ce
au lasat omenirii lucrari cum sunt De Materia Medica a lui Dioscorides, si Hippocratic Corpus a lui
Hippocrates (Upton, 2022).

»EBsenta tuturor fiintelor este PAmantul. Esenta Pamantului este Apa. Esenta Apei sunt Plantele.
Iar esenta Plantelor este Fiinta Umana.”(,, The essence of all beings is Earth. The essence of Earth is
Water. The essence of Water is Plants. The essence of Plants is the Human Being.”) (Chandogya
Upanishad, sec. VI i.Hr.). Acest citat din Chandogya Upanishad, una dintre cele mai vechi scrieri
filosofice ale Indiei antice, surprinde intr-o formulare simpla si profunda legatura fundamentala dintre
naturd, plante si fiinta umand. Desi elaborat cu peste doua milenii Thaintea aparitiei stiintelor moderne,
mesajul ramane surprinzator de actual: plantele constituie o veriga esentiald in mentinerea vietii si a
sdnatatii, iar substantele pe care le sintetizeazd se armonizeaza firesc cu procesele biologice ale
organismului uman, fapt reflectat tot mai clar in literatura stiintifica actuala. Relevanta acestei idei este
cu atat mai mare in contextul actual, marcat de tranzitia de la utilizarea predominantd a compusilor
sintetici citre o redescoperire a resurselor naturale. Pe masura ce sunt puse in evidenta limitele anumitor
ingrediente de sinteza utilizate in produsele (dermato)cosmetice, interesul stiintific si tehnologic se
indreaptd tot mai clar citre extractele vegetale, apreciate pentru profilul favorabil de tolerabilitate
cutanatd si pentru faptul cd ofera un model de sustenabilitate mai apropiat de logica biologicd a
organismului uman.

Practicile dermatologice si cosmetice cu ingrediente provenite din surse botanice si minerale
care au deschis calea revolutiei actuale a ingredintelor naturale in produsele (dermato)cosmetice, sunt
relatate pe larg in scrieri egiptene, mesopotamiene, grecesti si romane, precum si in medicina traditionala
chineza si medicina ayurvedica (McMullen si Dell’Acqua, 2023). Datand inca din anul 5000 1.Hr.,
scrierile egiptene consemneaza rutina de ingrijire destul de complexa a vremii: scaldatul facea parte din
viata de zi cu zi; se preparau unguente din grasimi animale parfumate cu extracte din plante aromate,
creme demachiante din grasime animald amestecata cu pudra de var; se colorau buzele cu ocru-rosu
dizolvat in apa; se parfuma corpul cu extracte din smirna, cimbru, musetel, rozmarin (Chaudhri, 2009);
se pictau mainile cu henna (Pérez-Arantegui, 2021); se conturau ochii si sprancenele cu un preparat
cosmetic numit kohl, obtinut din mai multe minerale, minereu de malachit si sulfura de plumb.

Primul capitol al tezei este dedicat analizei literaturii de specialitate privind utilizarea plantelor
ca surse de compusi bioactivi In sanatatea umana in general si ca sursa de ingredinte active in produsele
cosmetice si dermato-cosmetice. Capitolul oferd cadrul teoretic necesar pentru intelegerea rolului
ingredientelor active de origine vegetala in formularile moderne, in contextul interesului crescut pentru
solutii naturale cu eficacitate biologicd demonstrata.

Sunt prezentate plantele ca sisteme biologice complexe, capabile sé furnizeze o varietate larga
de substante active, prin intermediul metabolitilor primari si secundari. In acest sens, sunt descrise
principalele clase de metaboliti primari implicati in sustinerea functiilor fiziologice ale pielii, precum si
metabolitii secundari cu relevantd majord in dermatocosmeticd, incluzand polifenolii, flavonoidele,
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terpenoidele, alcaloizii si acizii fenolici. Este evidentiat rolul acestora ca surse de compusi bioactivi cu
potential terapeutic si dermato-cosmetic ridicat.

Pe baza datelor raportate in literatura de specialitate, capitolul analizeaza principalele
mecanisme de actiune ale compusilor bioactivi de origine vegetala in produsele dermato(cosmetice).
Sunt discutate efectul antioxidant, efectul anti-aging structural, efectul antitirozinaza, efectul protector
impotriva radiatiilor UV, efectul de mentinere a hidratarii si a functiei de barierd a pielii, precum si
efectul antibacterian, mecanisme corelate cu prevenirea si ameliorarea diverselor dezechilibre cutanate
(Kusumawati si Indrayanto, 2013; Riaz si colab., 2020; Sutkowska si colab., 2021; Turcov si colab..
2022).

Analiza critica a literaturii evidentiaza faptul ca plantele reprezinta o sursa vasta si insuficient
valorificatd de compusi bioactivi, cu aplicatii multiple in dermato-cosmetica. Diversitatea chimica a
acestora, asociata cu varietatea mecanismelor de actiune raportate, sustine interesul pentru explorarea
sistematica a potentialului terapeutic si cosmetic al resurselor vegetale. Capitolul subliniaza necesitatea
aprofundarii cercetdrilor privind identificarea de noi plante si noi compusi bioactivi, precum si
clarificarea relatiei dintre structura chimica a acestora si efectele biologice observate.

Capitolul 1.2

Consideratii structurale si functionale ale pielii relevante pentru formularea si livrarea
emulsiilor (dermato)cosmetice

Cosmeceuticele (dermatocosmeticele), un termen introdus de Albert Kligman in 1984,
reprezintd o categorie de produse situate la interfata dintre cosmetica si dermatologie, formulate cu
ingrediente biologic active capabile sa exercite efecte benefice ce depasesc simpla functie estetica. Prin
proprietatile lor antiinflamatoare, antioxidante, depigmentante sau de stimulare a sintezei de colagen,
aceste formuldri pot modula functii biologice ale pielii, fiind sustinute de un fundament stiintific solid
(KadamVaishali si colab., 2013; Naser, 2020).

Intelegerea modului in care compusii bioactivi din plante interactioneazi cu pielea este strins
legata de intelegerea structurii si functiilor pielii, deoarece eficacitatea oricérui ingredient activ depinde
de capacitatea sa de a traversa bariera cutanata si de a actiona la nivelul straturilor tintd. Dintre acestea,
stratul cornos reprezintd cea mai importanta bariera fiziologica, un ,,filtru” natural extrem de selectiv,
care limiteazd patrunderea moleculelor hidrosolubile si stabileste dacd un ingredient cu potential
terapeutic poate ajunge sau nu la locul de actiune (Schafer si colab., 2023).

De aceea, in aceastd teza, prin descrierea structurilor pielii nu am urmarit o prezentare clinica
exhaustiva, ci una functionald, orientatd spre mecanismele relevante pentru formularea si livrarea
compusilor bioactivi de origine vegetala. In acest context, relatia dintre proprietitile fizico-chimice ale
extractelor botanice, polifenoli, carotenoizi, alcaloizi si alte categorii de metaboliti, si comportamentul
lor in contact cu epidermul devine esentiala pentru intelegerea eficacitatii dermatocosmeticelor. Acestea
sunt concepute pentru a penetra bariera cutanatd si a action a la nivelul diferitelor straturi ale pielii,
inclusiv epidermul si dermul, pentru a oferi beneficii terapeutice (Baldi si colab., 2023).

Astfel, analiza structurii pielii oferd cadrul conceptual necesar pentru a interpreta in mod integrat
performanta ingredientelor active si impactul formularii asupra barierei cutanate. In acest sens, sectiunea
urmdtoare prezinta, intr-o manierd sintetica si orientatd spre aplicatii practice, principalele straturi ale
pielii si mecanismele prin care acestea interactioneaza cu produsele dermatocosmetice, constituind
fundamentul pentru evaluarea extractelor vegetale si a sistemelor formulate in cadrul acestei teze.

Intelegerea structurii pielii si a mecanismelor sale de functionare reprezinta fundamentul
oricarei abordari moderne in domeniul dermatocosmetic. Pielea, prin arhitectura stratificata si functia
complexa de bariera exercitata in special de stratul cornos, determina nu doar modul in care ingredientele
active pot fi livrate, ci si eficacitatea finald a acestora. Integrarea teoriilor contemporane privind
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imbatranirea cutanatd evidentiaza dimensiunea multifactoriald a proceselor care determina degradarea
structurald si functionala a pielii. In acest context, utilizarea ingredientelor bioactive din plante devine
cu atat mai relevanta, intrucat multe dintre acestea actioneaza simultan asupra mai multor mecanisme
biologice: protectia antioxidantd, modularea inflamatiei, imbunatatirea functiei de bariera si stimularea
regenerarii matricei extracelulare. Cunoasterea interactiunii dintre piele si compusii activi, coroborata
cu intelegerea mecanismelor de imbatranire, constituie baza conceptuald necesard pentru dezvoltarea
unor formulari dermatocosmetice eficiente si sigure. Aceastd perspectiva va ghida, in partea a doua a
acestei teze dedicata contributiilor personale, selectarea ingredientelor, alegerea strategiilor de
formulare si evaluarea performantelor extractelor vegetale investigate in cadrul acestei teze.

Capitolul 1.3.

Metode de obtinere a extractelor vegetale

Reorientarea oamenilor spre folosirea produselor (dermato)cosmetice naturale, a directionat
cercetarea catre descoperirea de noi compusi bioactivi cu valoare dermatocosmeticd. Plantele sunt
principala sursa pentru dezvoltarea acestor produse. In ciuda a secole de cercetare, doar un numar foarte
limitat din cele 369.000-376.000 de specii plante au fost investigate fitochimic pana acum (Atanasov si
colab., 2015).

Selectarea plantelor pentru investigare a fost ghidata de utilizarile traditionale, ceea ce a dus la
descoperirea de mii de compusi cu o bioactivitate foarte puternicad (Newman si Cragg, 2020). Astfel ca
bioprospectia si cartografierea metabolomica a noi plante neexplorate sau explorate insuficient este o
directie de cercetare emergenta si extrem de actuala.

Metabolomica, in sensul cel mai larg, implica o analiza completa a tuturor compusilor cunoscuti
sau necunoscuti dintr-o proba biologica, in acest context, dintr-un extract vegetal, respectiv analiza pe
scara larga a metabolitilor prezenti In extract (Sumner si colab., 2003; Griffiths si colab., 2007). Analiza
metabolomica a unei plante implica trei etape majore: pregatirea probelor, obtinerea datelor si analiza
acestora. Aceasta poate fi tintitd, cdnd compusii sunt cunoscuti si doar se optimizeazd probele si
metodologiile sau netintitd, cand se investigheaza toti compusii dintr-o proba. Fluxul de lucru incepe cu
colectarea materialului vegetal, urmatd de prelucrarea in vederea extractiei, extractia propriu zisa,
supunerea extractului vegetal tehnicilor de analiza cormatografica si spectroscopica (Salam si colab.,
2019).

I. 3.1. Pregatirea materialului vegetal

Etapa initiala pentru extractia si caracterizarea compusilor bioactivi este pregatirea materialului
vegetal (Figura 1.3.1) in scopuri experimentale si vizeaza mai multe etape:
1. autentificarea corectd a speciei botanice,

2. colectarea plantei si uscare adecvata,
3. mdruntire/macinare,
4. depozitare pentru extractia ulterioara.

Calitatea si cantitatea compusilor bioactivi din materialul vegetal sunt influentate semnificativ
de diversi factori de mediu, cum ar fi conditiile de recoltare, clima, compozitia solului, expunerea la
lumina, altitudinea, momentul recoltarii, etc. Acestia afecteaza in mare mésurd compozitia chimica si
bioactivitatea plantelor (Iordanescu si colab., 2012; Pietrzak si Nowak, 2021; De Rossi si colab., 2023).
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Figura 1.3.1. Protocol analitic general pentru extractia si caracterizarea compusilor bioactivi din surse
vegetale (Ivanovi¢ si colab., 2020 )

1.3.2. Metode de extractie a compusilor bioactivi din plante

Pasul initial si cea mai importantd parte in studiul oricarui extract vegetal este extractia,
impactul acesteia asupra rezultatului fiind hotarator. Produsele naturale sunt foarte diverse si au in
compozitie metaboliti primari si secundari extrem de diferiti si de asemenea, prezinta proprietéti fizico-
chimice distincte, ceea ce presupune alegerea unui sistem de extractie adecvat care sa functioneze cu
performante superioare pentru extractia compusilor bioactivi.

Metodele de extractie lichid-solid pot fi clasificate in doud categorii (Tabelul 1.3.1.): metode
traditionale sau ,,conventionale” si metode inovatoare sau ,,verzi”. Desi toate aceste metode urmeaza
aceleasi patru etape esentiale, respectiv: patrunderea solventului in materialul solid, dizolvarea
compusilor tintd In solvent, difuzia acestora prin matricea solidd vegetald si colectarea lichidului
rezultat, ele diferd semnificativ in ceea ce priveste eficienta, consumul de resurse si energie, timpul
necesar si impactul asupra mediului (Mosic si colab., 2021).

Selectarea metodelor de extractie joaca un rol crucial in obtinerea compusilor bioactivi din
plante, influentand atat eficienta, cat si calitatea extractului final (Gupta si colab., 2012; Chuo si colab.,
2022) si de aceea in alegerea lor se tine cont de o serie de factori cum ar fi: natura compusului tinta,
selectivitatea, rentabilitatea si scalabilitatea metodei (Ghenabzia si colab., 2023).

1.3.3. Alegerea solventului pentru extractia compusilor bioactivi vegetali

Alegerea solventului este un element esential in desfasurarea unui process de extractie lichid —
solid, de acesta depinzand performanta globald a metodei selectate.

Alegerea extractantului depinde de tipul de plantd, partea de plantd supusa extractiei, natura
compusilor bioactivi si disponibilitatea solventului, dar si de caracteristicile metodei de extractie vizate.
Alegerea solventului este criticd, deoarece acesta trebuie sd patrunda prin membrana celulara a plantelor,
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sa solubilizeze compusii tinta si sa-i transfere prin membranele celulare catre solvent (Saravanabavan si
colab., 2020). in selectarea solventului trebuie luate in considerare si o serie de aspecte legate de acesta
cum ar fi: selectivitatea, care sd-i permita extragerea constituentului activ si sa lase materialul inert, sa
fie netoxic si neinflamabil, sd fie ieftin, sd nu reactioneze cu speciile chimice extrase, sa poatad fi
recuperat rapid si separat din extract, s aiba o viscozitate scazutd pentru o patrundere usoard prin
membrana celulara vegetala si sa prezinte o temperatura de fierbere cat mai scazuta pentru a preveni
degradarea prin céaldura (Ellof, 1998; Das si colab., 2010; Pandey si Tripathi, 2014).

Alegerea solventului influenteaza in mod semnificativ extractia compusilor fenolici, a
flavonoidelor si a altor substante fitochimice (Humadi si colab., 2009; Boskovi¢ si colab., 2022).
Solventii polari, cum ar fi etanolul, conduc in general la un continut fenolic mai mare si o activitate
antioxidanta mai ridicatd (Nawaz si colab., 2020 ; Humulescu, 2021). De asemenea, solventii polari sunt
folositi pentru compusii hidrofili si solventi nepolari pentru cei lipofili (Jibhkate si colab., 2023).

In general, solventii polari precum apa, metanolul si etanolul sunt utilizati in extractia
compusilor polari, in timp ce solventii nepolari, cum ar fi hexanul si diclormetanul, sunt utilizati in
extractia compusilor nepolari (Abubakar si Haque, 2020).

Noile cercetari subliniaza utilizarea in crestere a solventilor “verzi” pentru extragerea
compusilor bioactivi din plante, abordand preocupdrile de mediu asociate cu solventii organici
conventionali.

Lichidele ionice (IL) s-au aratat, de asemenea, promitatoare, crescand randamentele compusilor
bioactivi cu 20-35% (Lim si colab., 2022).

Alti solventi “verzi” folositi in extractia cu solvent sunt reprezentati de uleiurile vegetale,
fluidele supercritice si lichide al caror volum este extins de un gaz sub presiune (gas expanded liquids)
(YYara-Varon si colab., 2017; Hashemi si colab., 2022). Acesti solventi sunt adesea combinati cu tehnici
de extractie inovatoare, cum ar fi extractia cu fluide asistate cu microunde, extractia cu ultrasunete sau
extractia cu fluide supercritice (Soquetta si colab., 2018 ; Ivanovi¢ si colab., 2020).

Solventii eutectici naturali (NADES) (Tabelul 1.3.2) au aparut ca alternativa durabila si verde la
solventii organici conventionali pentru extragerea compusilor bioactivi din plante utilizati ulterior in
industria cosmetica si farmaceuticd (Gonzalez-Laredo si colab., 2023; Bragagnolo si colab., 2024,
Maxim si colab., 2024c; Villa si colab., 2024). NADES se formeaza prin combinarea donatorilor si
acceptorilor de legaturi de hidrogen, rezultand solventi biodegradabili cu toxicitate scazutd si cu
eficienta ridicata de extractie (Zuo si colab., 2023; Hikmawanti si colab., 2021). Acesti solventi au
demonstrat performante de extractie imbunatatite in comparatie cu solventii traditionali, contribuind la
Sharma si colab., 2023; Maxim si colab., 2024c;). NADES au demonstrat capacitati superioare de
extractie pentru acizii fenolici, flavonoide si alti compusi bioactivi, fiind candidati potentiali pentru
aplicatii cosmetice (Ivkovi¢ si colab., 2024; Maxim si colab., 2024c;). Acesti solventi pot fi preparati cu
usurintd din surse naturale, regenerabile, fiind atractivi in combinatie cu procesele de extractie ,,verzi”
si durabile (Gonzalez-Laredo si colab., 2023). NADES au fost combinate cu succes cu tehnici de
extractie inovatoare, cum ar fi extractiile asistate cu microunde si extractiile cu ultrasunete, rezultand o
eficienta sporitd de extractie. (Ivanovi¢ si colab., 2020; Socas-Rodriguez si colab., 2021; Maxim si
colab., 2024c). Utilizarea lor in formuldri cosmetice si farmaceutice oferd oportunititi pentru
dezvoltarea de produse noi, ecologice, cu solubilitate, stabilitate si biodisponibilitate imbunétatite a
ingredientelor active (Hikmawanti si colab., 2021; Cannavacciuolo si colab., 2022; Villa si colab.,
2024).
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Capitolul 1.4.
Aspecte teoretice privind formularea dermatocosmetica cu ingrediente de origine
naturala

In contextul utilizirii extractelor vegetale ca ingrediente active in obtinerea de
(dermato)cosmetice, alegerea sistemului de formulare devine la fel de importanta ca selectia compusilor
bioactivi. Emulsiile cosmetice reprezinta cel mai versatil si eficient vehicul pentru integrarea atat a
extractelor hidrofile (de exemplu, extractele In NADES sau hidroalcoolice), cat si a celor lipofile
(uleiuri, CO, fractii nepolare). Acestea permit solubilizarea, stabilizarea si livrarea directionata a
metabolitilor secundari, optimizand penetrarea acestora prin stratul cornos. In acest context, descrierea
tipurilor de emulsii, a mecanismelor lor de formare si a rolului fiecarei clase de ingredinte devine
esentiala pentru formularea produselor dermatocosmetice eficiente si compatibile cu extractele vegetale
studiate in aceastd lucrare.

Emulsiile cosmetice sunt evidentiate ca sisteme de formulare versatile si eficiente, capabile sa
integreze atat extracte hidrofile, cat si lipofile, asigurand solubilizarea, protectia si distributia controlata
a compusilor bioactivi (Pensé-Lhéritier, 2014).

1.4.1.2 Formularea emulsiilor (dermato)cosmetice cu ingrediente de origine naturali
Cresterea reticentei consumatorilor fatd de prezenta substantelor chimice in produsele de uz
cotidian, coroboratd cu cerintele tot mai exigente ale acestora pentru produse sigure, cu ingredinte
naturale, a determinat domeniul vast a formularii (dermato)cosmetice sa reevalueze strategiile de alegere
a ingredientelor si sd exploreze alternative si noi metodologii de formulare, pentru a raspunde acestor
cerinte tot mai complexe.

Tendintele in formuldrile (dermato)cosmetice se concentreazd pe dezvoltarea de produse
hipoalergenice, cu ingrediente naturale, durabile si multifunctionale (Bom si colab., 2019). Distinctia
dintre un ingredient natural si unul derivat natural este adesea ambigua. Perceptia asupra acestei
diferente poate varia semnificativ intre chimisti, profesionisti in marketing, experti in reglementare si
consumatori. In industria cosmetica si a produselor de ingrijire personala, aceste perspective divergente
contribuie la confuzie. Situatia este complicata si se rezuma mai mult de utilizarea unor termeni precum
»verde,” ,organic,” ,certificat organic” sau ,regenerabil,” care, in multe cazuri, nu beneficiazd de
definitii clare sau recunoastere formald din partea autoritatilor de reglementare (Dayan si Kromidas,
2011). In acest context, Standardul ISO 16128, al cirui ultima parte a fost publicata in 2017, ofera o
definitie precisa a termenilor ,,origine naturala” si ,,natural” referitor la ingredientele cosmetice. Acest
standard stabileste ghiduri tehnice si criterii pentru definirea ingredientelor si produselor naturale si
organice. Conform acestuia, provenienta naturald a unui ingredient utilizat in produsele
(dermato)cosmetice este determinatd exclusiv in raport cu sursa sa si cu procesul de productie aplicat
(Figura 1.4.1.) (Géa si colab., 2024). Asadar, provocarea in formularea produselor naturale este
inlocuirea ingredintele de sintezd petrochimica din formule, farda a compromite performanta si
eficacitatea. Prin urmare, selectia ingredientelor pentru un produs dermatocosmetic pe bazd de
ingrediente de origine naturald se face tinand cont de impactul acestora asupra mediului, de siguranta
lor pentru sanatatea umana, dar si de eficacitatea lor in formularea produsului (Géa si colab., 2024).

La modul general, o emulsie cosmetica este compusa din 3 categorii principale de ingredinte:
ingredintele active ale formulei care pot constitui un procent de 1-10% din formula, excipientii, care
formeaza baza emulsiei si aditivii, care sunt adaugati in procent redus, de regula sub 1% ( Figura I. 4.2.)
(Rédhse, 2020).
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Figura 1.4.2. Compozitia generala a unei emulsii cosmetice (Réhse, 2020)

Emulsia poate fi privitd ca un ansamblu functional in care excipientii construiesc structura de
bazd a produsului si permit vehicularea uniforma a substantelor active, aditivii asigura stabilitatea,
siguranta si pastrarea caracteristicilor formulei in timp, iar ingredientele active conferd produsului
efectul biologic dorit asupra pielii, eficacitatea acestora fiind strans dependentd de modul in care sunt
integrate si sustinute de intregul sistem al formularii (Réhse si Dicoi, 2009).

Procesul propriu zis de emulsionare (Figura 1.4.3.) incepe cu dozarea atentd a ingredientelor
conform raportului de masa specific din reteta.

Mgredinte tack Ingrediente co Ingredisste taik
Inarna recenits previatace ena
Avwriesnrw Pracesae Aewsiecare
. ’ : el erenans

t~-;1... ) YT J e blows l

Ricire

Cuagesisarn '

Rbcire

Controbl cabtigl '

PHOCAS FinAL I

Figura 1.4.3. Schema generald de preparare a unei emulsii (dermato)cosmetice prin tehnica emulsionarii cu
incalzirea materiilor prime (Sikora, 2019).

14



Claudia BULAI (MAXIM) Rezumat teza de doctorat

PARTEAII

CONTRIBUTII PERSONALE STUDIUL UNOR FITOEXTRACTE DIN
FLORA AUTOHTONA CU POTENTIAL TERAPEUTIC SI
APLICABILITATE iN COSMETICA ACTIVA

Capitolul 11.1.
OBIECTIVE

Teza de doctorat intitulata “Studiul unor fitoextracte din flora autohtond cu potential terapeutic
si aplicabilitate in cosmetica activd” s-a dezvoltat in baza urmatorului obiectiv general:

» Evaluarea integratd a unor fitoextracte obtinute din Acmella oleracea, Daucus carota subsp.
carota si Artemisia annua, in vederea valorificarii lor in produse de cosmetica activa, prin:
obtinerea si caracterizarea extractelor, formularea de emulsii prototip si investigarea
proprietatilor lor functionale relevante pentru cosmetica activa cu accent pe stabilitate, activitate
antioxidanta, sigurantd microbiologica si permeatie cutanata.

Pentru a transpune obiectivul general intr-un demers experimental/practic coerent, au fost
definite urmatoarele obiective specifice, care detaliaza etapele cercetdrii si parametrii analizati.
Obiectivele specifice:

e Caracterizarea botanica si fitochimica a speciilor Acmella oleracea, Daucus carota subsp.
carota si Artemisia annua, in vederea fundamentarii potentialului lor dermatocosmetic.

e Stabilirea si optimizarea metodelor de extractie utilizand solventi compatibili cu aplicatiile
(dermato)cosmetice (alcoolici, glicolici si NADES), pentru fiecare dintre speciile vegetale
studiate.

e Determinarea randamentului de extractie si evaluarea continutului total de polifenoli si
flavonoide ale extractelor obtinute.

e Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor prin metode standardizate.

e Formularea unor emulsii prototip contindnd doua ingrediente active cosmetice complementare
si caracterizarea stabilitatii si activitatii lor antioxidante.

e Integrarea extractelor vegetale in emulsii O/W si dezvoltarea prototipurilor cosmetice.

e Evaluarea stabilitatii fizico-chimice a emulsilor formulate.

e Analiza sigurantei microbiologice a prototipurilor obtinute.

e Determinarea capacitatii antioxidante a emulsilor care contin extractele vegetale.

e Investigarea permeatiei si retentiei cutanate prin metoda celulei Franz si testarea
citotoxicitatii

e Corelarea datelor obtinute (fitochimie—activitate antioxidanta—stabilitate—permeatie) in
vederea identificarii extractelor cu cel mai mare potential cosmetic.

Capitolul 11.2.

Materiale si metode utilizate in studiul experimental

11.2.1 Materiale utilizate

Nevoia de noi surse de substante biologic active este determinatd de cererea si consumul 1n
crestere continud de produse (dermato)cosmetice cu componenti de origine naturalda (Kowalczyk si
colab., 2024). O strategie eficientd pentru identificarea de noi substante bioactive este studierea si
caracterizarea plantelor si remediilor pe bazad de plante utilizate In medicina tradifionald din diverse
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culturi (Brusotti si colab., 2014). Validarea stiintifica prin cercetdri ulterioare subliniazd importanta
conservarii si explordrii cunostintelor etnobotanice, care pot oferi perspective valoroase pentru
dezvoltarea unor produse inovatoare cu aplicatii In dezvoltarea de noi produse cosmetice si
dermatologice.

In acest context, teza mea de doctorat se concentreazi pe trei plante reprezentative, alese pe
baza potentialului lor promitator si a utilizarii lor traditionale, precum si a datelor preliminare
disponibile. Pentru a stabili planul de cercetare, am demarat un proces de evaluare si identificare a
plantelor care contin compusi bioactivi cu potential de aplicare in produsele (dermato)cosmetice,
realizdnd un screening preliminar al unui numar semnificativ de specii. Bioprospectia realizata in scopul
selectarii unor specii de plante din flora spontana si cultivata, destinata acestui studiu, a fost efectuata
tinand cont de toate aspectele esentiale: explorarea biodiversitatii, evaluarea compusilor bioactivi,
aplicabilitatea industriala, sustenabilitatea si respectarea eticii bioprospectiei. In urma acestui proces de
selectie, am identificat ca find specii promitatoare: Acmella Oleracea, planta tropicald aclimatizata in
Romania, Daucus carota subsp. carota (morcovul sédlbatic) si Artemisia annua, aceastea doud din urma
fiind plante sdlbatice regasite in flora spontana.
11.2.1.4. Peptidele cosmetice

Peptidele cosmetice reprezintd cele mai active componente ale preparatelor cosmetice moderne.
Primele peptide destinate uzului cosmetic au fost dezvoltate in anii 1980, insa nu au atras atentia
cercetatorilor pand in anii 2000, cand a fost lansat Palmitoyl Pentapeptide-4, cu efecte clinice
demonstrate in diminuarea ridurilor (Schagen, 2017). Potentialul lor in industria (dermato)cosmetica a
generat cercetari intense in domeniul inovarii peptidelor, astfel incat, in 2019, lucrarea European
Glossary of Common Ingredient Names for Use in the Labelling of Cosmetics mentiona 848 de
ingrediente ce contineau cuvantul "peptidd" (Ferreira si colab., 2020). Nomenclatorul International al
Ingredientelor Cosmetice (INCI) denumeste peptidele in functie de numarul de aminoacizi distincti ce
se repeta intr-un lant. Pentru un lant ce contine Intre 2 $i 9 aminoacizi, se adauga un prefix care identifica
numarul acestora, cum ar fi dipeptida, tripeptida, hexapeptida. Peptidele care depasesc acest numar sunt
denumite oligopeptide sau polipeptide si includ peste 1400 de ingrediente ce contin cuvantul ,,peptida”
in denumire (Personal Care Products Council, n.d) .
11.2.1.4.4. Peptide selectate pentru studiu experimental: N-Prolyl Palmitoyl Tripeptide-56 Acetate

Peptidele semnal, cum este N-Prolyl Palmitoyl Tripeptide-56 Acetate (PP56), sunt molecule
bioactive de generatie noua, caracterizate printr-o structura unica ce le permite sa interactioneze selectiv
cu receptori celulari si sa induca raspunsuri biologice specifice. Avand o aplicatie largd in domeniul
cosmeticii, PP56 a fost aleasd pentru acest studiu datoritd potentialului sau de a actiona ca agent
semnalizator pentru diverse procese de regenerare si intinerire celular. in studiu, se vor analiza vehicule
eficiente de livrare in piele a peptidei selectate si stabilitatea acestora.
11.2.1.5. Backuchiol, substanta bioactiva izolata din materii prime vegetale

Bakuchiolul este un fenol meroterpenic izolat pentru prima data in 1966 din semintele de Psoralea
corylifolia. Planta a fost folosita in medicina traditionala indiand si chineza, pentru a trata afectiunile
pielii i poseda proprietdti antimicrobiene, antiinflamatorii si antioxidante (Zhang si colab., 2016; Alam
si colab., 2017). Desi a fost identificat si in alte specii, precum Ulmus davidiana (Choi si colab., 2010),
Piper longum (Ohno si colab., 2010) si Otolobium pubescens (Krenisky si colab., 1999), concentratiile
obtinute sunt nesemnificative. P. corylifolia ramane principala sursa naturala pentru extractia industriala
a bakuchiolului, acesta fiind unul dintre compusii majori ai semintelor plantei (Zhang et al., 2016; Alam
etal., 2017).

I1.2.2. Metode de extractie utilizate in dezvoltarea studiilor experimentale

Un obiectiv central al cercetarii in cadrul pregatirii tezei de doctorat a constat in cuantificarea
cantitatii totale de polifenoli si flavonoide precum si investigarea capacititii antioxidante a extractelor
obtinute din A. oleracea, cultivata in Romania, precum si D. carota subsp.carota si A. annua, recoltate
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din flora spontand. Primul pas a fost elaborarea unui protocol de lucru experimental redat in Figura
11.2.6.
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Figura 11.2.6. Protocolul de lucru pentru obtinerea de extracte vegetale, caracterizarea acestora si incorporare
intr-un produs finit

11.2.2.2.1. Justificarea alegerii solventilor de extractie
Selectia solventului pentru extractia compusilor de interes din materialul vegetal este un pas
crucial, dar nu este suficientd in sine. De aceea am coroborat aceasta cerinta cu o conditie care tine de
utilizarea ulterioara a acestor extracte: solventii de extractie trebuie sa fie compatibili cu formularile
(dermato)cosmetice, unde extractele vor fi integrate ulterior ca substante biologic active. Astfel,
procesul de selectie a solventului a fost realizat in stransa legaturd cu cerintele de compatibilitate si
siguranta ale produselor (dermato)cosmetice.
11.2.2.1.1.1 Etanolul
Etanolul a fost ales ca solvent de extractie pentru caracteristicile sale favorabile atat in

extragerea eficientd a polifenolilor si flavonoidelor, cat si in integrarea ulterioara a extractelor in
formularile (dermato)cosmetic, fiind utilizat in mod frecvent pentru formularea produselor de ingrijire
personala (Hakim si Saputri, 2020).
11.2.2.1.1.2. Propanediolul

Propanediolul este din ce in ce mai des folosit in formularile (dermato)cosmetice ca agent de
texturd sau umectant (Chemat si colab., 2019), sau in scopul stabilizarii si conservarii produsului
(Kerdudo si colab., 2015). Extractele naturale in solventi purtatori, cum ar fi glicerina sau glicolii (cei
mai comuni fiind propilenglicolul si 1,3-propanediolul) sunt preferate solventilor clasici, astfel ca in
baza de date Coptis, ce cuprinde peste 15.000 de materii prime cosmetice, unul din doud extracte
naturale comercializate pe piata ingredientelor cosmetice este diluat in glicerina sau propanediol
(Canton si colab., 2021). Obtinut prin fermentarea glucozei, este considerat un solvent natural si
biodegradabil si studiat adesea ca solvent alternativ de extractie, ca donor de legaturi de hidrogen in
solventii eutectici profunzi (DES), fiind capabil sa extraga o cantitate mare de polifenoli comparativ cu
solventii hidroetanolici (Vieira si colab., 2020). Datorita functiei de ingredient in produsul cosmetic,
incorporarea solventului in formula finala elimina procesele ulterioare de separare a compusilor.
11.2.2.1.1.3. Solventi NADES

Solventii eutectici naturali (Natural Deep Eutectic Solvents — NADES) au céstigat un interes

sporit pentru extractia compusilor bioactivi din matrici vegetale, in principal datorita avantajelor lor
ecologice, inclusiv provenientei din surse naturale si caracterului lor sustenabil, reprezentind o
alternativa promitatoare la solventii organici traditionali (a se vedea si Studiul de literatura, Capitolul
1.3.3.). In plus, NADES prezinti o toxicitate redusi fatd de organismele vii, ceea ce le permite utilizarea
in aplicatii sensibile, cum ar fi industria farmaceutica si (deramto)cosmetica. De asemenea, se remarca
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printr-o biodegradabilitate ridicata, avand capacitatea de a se descompune rapid in mediu fara a genera
poluanti persistenti, contribuind la reducerea impactului negativ.

Amestecurile eutectice sunt sisteme multicomponente cu un punct de topire mai mic decat
componentele lor individuale, formate prin interactiuni moleculare specifice care inhiba cristalizarea
(Gala si colab., 2013).
11.2.2.2.2. Metodele de extractie aplicate in studiul experimental

Asa cum este mentionat in studiul de literatura (Tabelul 1.3.3), sunt utilizate diverse metode de
extractie pentru a obtine randamente maxime de compusi activi, fiecare avand avantaje si limitari in
functie de tipul de solvent, de compozitia plantei, si de caracteristicile chimice ale compusilor. Deoarece
obiectivul studiului este cuantificarea polifenolilor si flavonoidelor din speciile vegetale selectate, vor
fi detaliate tehnicile de extractie utilizate, cum ar fi macerarea, extractia asistata de ultrasunete, extractia
in regim vibrator, refluxarea la cald calsica si refluxarea la cald n aparat Soxhlet, evidentiind eficienta
si aplicabilitatea fiecarei metode.
11.2.2.2.2.6. Evaluarea eficientei metodelor de extractie

Calculul randamentului intr-o extractie joacd un rol bine definit in aprecierea eficientei
procesului de extractie si in optimizarea acestuia. Randamentul indica proportia de substanta extrasa din
materialul vegetal, dupd indepartarea solventului de extractie. Un randament mai mare sugereaza o
extractie eficientd, In timp ce un randament mic poate indica o extractie incompleta sau ineficienta, astfel
ca se poate determina cat de bine se recupereaza compusii de interes din materialul vegetal, iar acest
lucru este un prim indiciu al performantei metodei de extractie. Pentru obtinerea randamentului de
extractie s-a procedat astfel: 4 mL de extract au fost cantariti intr-un creuzet de portelan, apoi supus

evapordrii intr-o etuvd model Poleko SLW53, la o temperaturd de maxim 50°C. Dupd evaporarea
completa a solventului si racirea creuzetului in exicator, acesta a fost recantarit, calculul randamentului
facandu-se dupa formula (I1.2.1.). Metoda este limitata la extracte in solventi usor volatili la temperaturi
de pand la 50°C, pentru a nu distruge compusii chimici extrasi.

n= Mreziduu' Vextract 100 (“21)

Nextract " Mprobi solida

unde: Myeziguy ©Ste masa reziduului solid rezultat dupa evaporarea la sec a probei de extract (g);

Vextract €Ste volumul probei supuse evaporarii (mL); Ngyerqce €St€ Volumul total al extractului obtinut
initial( ML) ; Myy0p3 solia Teprezintd masa probei de planta utilizata in procesul de extractie lichid-solid
(9)-

Pentru realizarea studiului experimental, am investigat si optimizat o serie de parametri
considerati esentiali pentru obtinerea unor rezultate relevante si reproductibile. in acest sens, au fost
variate temperatura de extractie, tipul si concentratia solventilor utilizati, precum si raportul solvent
/material vegetal. De asemenea, au fost luati in considerare si alti factori importanti, precum durata
procesului de extractie, cu scopul de a identifica conditiile optime care favorizeaza extragerea eficienta
a polifenolilor si flavonoidelor din speciile vegetale considerate.

11.2.3. Metode de caracterizare aplicate in studiul experimental

In studiul experimental privind extractia compusilor bioactivi din plante, caracterizarea
extractelor vegetale reprezintd un pas esential pentru validarea rezultatelor. Necesitatea unei
caracterizari riguroase deriva din faptul cd utilizarea ulterioard a extractelor in preparate
(dermato)cosmetice impune cerinte stricte privind compozitia chimica, stabilitatea si eficacitatea
biologica. Prin aplicarea metodelor analitice avansate, precum spectroscopia si cromatografia lichida de
inalta performantd, se poate determina profilul fitochimic al extractelor, evaludnd concentratiile de
polifenoli, flavonoide si alte substante active relevante, esentiald pentru standardizarea formularilor
cosmetice.
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11.2.3.4. Determinarea continutului total de polifenoli

Metoda Folin-Ciocalteu se bazeaza pe o tehnica spectrofotometrica utilizata pentru
cuantificarea compusilor fenolici din diverse matrici vegetale, identificaindu-se categorii de
compusi si nu compusi individuali. Aceasta metoda are la baza o reactie de transfer de electroni
in care specia antioxidantd actioneaza ca donor de electroni, iar reactivul Folin-Ciocélteu
actioneazd ca oxidant, generdind o culoare albastrd a carei intensitate este masuratd
spectrofotometric (Singleton si colab., 1999; Csepregi si colab., 2013; Perez si colab., 2023).
11.2.3.5. Determinarea continutului total de flavonoide

Determinarea continutului total de flavonoide se bazeaza pe formarea unui complex colorat intre
flavonoide si o solutie de AlCl;. Mai multe studii au optimizat si validat aceasta metoda pentru diverse
materiale vegetale, inclusiv Ocimum basilicum (da Silva si colab., 2015), specii de Plantago (Grubesi¢
si colab., 2007) si Thuja occidentalis (Figueirédo si colab., 2016). In ciuda anumitor limitari, metoda de
complexare cu AICl; ramane utilizatd pe scara larga pentru cuantificarea flavonoidelor in extractele
vegetale datoritd simplitatii si rentabilitatii sale (Soares si colab., 2003; Matic si colab., 2017).

Capitolul 11.3.
Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale din Acmella oleracea

11.3.1. Consideratii generale privind extractelor vegetale din Acmella oleracea

Aclimatizarea cu succes a A. oleracea in Romania ofera o solutie sustenabild pentru valorificarea
unei plante tropicale cu potential dermatocosmetic ridicat, facind posibila utilizarea sa ca sursa
accesibila si locald de compusi bioactivi. Acmella oleracea este considerata un ingredient promitator in
dermatocosmetica datoritd efectului miorelaxant asociat spilantholului, dar si datorita actiunii cumulate
a altor constituenti bioactivi din planta, care confera extractelor un profil complex de beneficii asupra
pielii (Fajardo si colab., 2025).

In acest context, directia de cercetare a urmirit valorificarea extractului integral de A. oleracea,
avand ca obiectiv pastrarea interactiunilor sinergice dintre constituentii bioactivi si conservarea matricei
fitocomplexe native, evidentiind totodata importanta cuantificarii polifenolilor si flavonoidelor ca
indicatori relevanti ai potentialului antioxidant al plantei, directie ce va fi aprofundata prin investigarea
suplimentara a activitatii antioxidante. Pentru atingerea acestui obiectiv, metodele de extractie si selectia
solventilor au fost adaptate, vizand obtinerea unor extracte integrale, cu stabilitate chimica si activitate
biologica optimd, adecvate utilizarii directe in formuldri cosmetice, eliminand astfel etapele
suplimentare de purificare sau izolare a compusilor individuali.

11.3.1. Extractia solid-lichid a compusilor activi din A. oleracea

Pentru obtinerea extractelor destinate utilizarii directe in formulari (dermato)cosmetice au fost
investigate trei directii principale de cercetare, definite de natura solventului utilizat: extractia
hidroalcoolicd, extractia glicolica si extractia in sisteme eutectice naturale (NADES). Alegerea acestor
directii a fost fundamentatd atat pe datele existente In literatura de specialitate, cat si pe observatiile
experimentale proprii, urmarind obtinerea unor extracte sigure, biocompatibile si adaptate utilizarii
practice in produse cosmetice.
11.3.2.1. Obtinerea de extracte vegetale cu solventi hidroalcoolici

In continuare, au fost evaluate o serie de tehnici de extractie, respectiv:

e macerare la temperatura camerei,

e extractie la cald prin refluxare (R),

e cxtractie asistatd de ultrasunete (US),

e metodd combinata constind in extractie asistatd de ultrasunete urmata de macerare (USM),
e cxtractia la cald prin refluxare in instalatia Soxhlet (Sx),
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Extractia hidroalcoolicd a fost investigatd prin analiza a trei factori esentiali: influenta
concentratiei solventului, influenta raportului solid/lichid (S/L) si influenta timpului de extractie (Tabel.
11.4.2), in conformitate cu un protocolul deja stabilit de Turcov si colaboratorii sdi (Turcov si colab.,
2022).
11.3.2.2. Randamentul de extractie

Eficienta metodelor de extractie a fost evaluata, intr-o prima etapa, pe baza randamentului de
extractie, care reprezintd un parametru primar relevant in evaluarea eficientei metodelor de extractie si
constituie un indicator precoce esential pentru optimizarea proceselor ulterioare.
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Figura I1.3.2. Randamentul extractiei (%) determinat in functie de parametrii procesului de extractie.Conditii
experimentale : (a) Influenta concentratiei solventului (30%, 60%, 75%) asupra randamentului. Raport S/L: R si M = 1:5,
US si USM = 1:15.; (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:20) asupra randamentului. Concentratia
solventului = 60%.; (¢) Influenta timpului de extractie asupra randamentului, pentru fiecare metoda de extractie.
Concentratia solventului = 60%; Raport S/L: R =1:5, US = 1:15, M = 1:15, USM = 1:15 (Maxim si colab., 2024a)

In concluzie, tindnd cont de randamentul extractiei, metoda macerarii (M) utilizand solvent
alcoolic de 30%, raport S/L de 1:15-1:20 si timp de extractie de pana la 30 zile, ofera rezultate optime.
Metoda combinata USM constituie o alternativd eficientd si rapida, obtindnd rezultate bune intr-un
interval de timp mult mai scurt. Aceste date ofera recomanddri practice clare pentru optimizarea
extractiei din A. oleracea (Maxim si colab., 2024a).
11.3.2.3. Caracterizarea cantitativa a extractelor hidroalcoolice de A. oleracea
11.3.2.3.1. Determinarea continutului total de polifenoli

Determinarea continutului total de polifenoli (TPC) s-a facut prin tratarea probelor cu reactiv
Folin-Ciocalteu si o solutie de Na.COs, dupa protocolul descris in capitolul Materiale si metode
(Capitolul 11.2.3.4.). Rezultatele obtinute pentru fiecare conditie experimentald sunt prezentate in Figura
11.3.3. si evidentiazd impactul fiecarui parametru asupra continutului total de polifenoli (TPC), exprimat
in mg GAE/mL extract (Maxim si colab., 2024a).
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Figura I1.3.3. Continutul total de polifenoli (TPC), exprimat in ug GAE/g, determinat comparativ pentru metodele de
extractie utilizate, in functie de parametrii fizici analizati. Conditii experimentale: (a) Raport solid/liquid (S/L) = 1:5; R —
60 min, US — 5 min, USM — 5 min + 7 zile; (b) Concentratia solventului = 60%; R — 60 min, US — 5 min, USM — 5 min +

7 zile; (c) Concentratia solventului = 60%; S/L(R) = 1:5, S/L (US) = 1:15, S/L (USM) = 1:15. (Maxim si colab., 2024a)
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11.3.2.3.2. Determinarea continutului total de flavonoide

Determinarea continutului total de flavonoide (TFC) exprimat in mg de echivalent quercetina
(QE) per mL extract (mg QE/mL) s-a realizat prin tratarea probei cu o solutie de 2% de AlClzin metanol,
metoda descrisa in capitlul Materiale si metode (Capitolul 11.2.3.5.) (Pavun si colab., 2018; Turcov si
colab., 2022). Rezultatele obtinute prezentate in Figura 11.3.4. (Maxim si colab., 2024a).
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Figura I1.3.4. Continutul de flavonoide (TPC), exprimat in mg QE/g, a fost determinat comparativ pentru metodele de
extractie utilizate, in functie de parametrii fizici analizati. Conditii experimentale: (a) raport solid/lichid (S/L) =1:5; R —
60 min., US — 5 min., USM — 5 min + 7 zile; (b) concentratia solventului = 60%; R — 60 min., US — 5 min., USM — 5 min
+ 7 zile; (c) concentratia solventului = 60%; S/L (R) = 1:5, S/L (US) = 1:15, S/L (USM) = 1:15. (Maxim si colab., 2024a)
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11.3.2.3.3. Concluzii privind cantitatile de polifenoli si flavonoide din extractele hidroalcoolice de A.
oleracea

Extractia prin macerare si combinatia sonoextractie + macerare (USM), aplicate in conditii
moderate (60% etanol, S/L = 1:15, timp scurt urmat de macerare prelungita), au dus atat la randamente
bune, cat si la valori ridicate ale continutului de polifenoli si flavonoide. Cele mai bune rezultate pentru
polifenoli au fost inregistrate in cazul macerarii simple, timp de 7 zile, cu solvent 30% si raport S/L =
1:5 (3,80 mg GAE/mL), iar pentru flavonoide, in cazul metodei USM, raport 1:5, dar cu solvent 60%
(13,77 mg QE/mL). Prin urmare, alegerea atentd a metodei si a conditiilor de lucru, optimizeaza
extractia, avand ca rezultat obtinerea unor extracte valoroase din punct de vedere biochimic.
11.3.2.4. Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor hidroalcoolice de A. oleracea

Activitatea antioxidantd a extractelor selectate obtinute din A. oleracea a fost evaluata prin
metodele DPPH si ABTS, protocol detaliat in capitolul ”Materiale si metode” (Capitolul 1.3.4.1.).
11.3.3. Extracte in 1,3-propanediol

In ultimii ani 1,3-propanediolul a inceput si fie utilizat in mod activ drept solvent extractiv
pentru compusi vegetali, in special in industria cosmetica. In 2018, compania Givaudan (Franta) a fost
printre primii producatori care au introdus extracte naturale formulate in 1,3-propanediol, precum cel
din Orobanche rapum, mentionat in brevetul US11278483B2, pentru utilizare in produse destinate pielii
sensibile (Givaudan, 2018). Prin urmare, includerea 1,3-propanediolului in aceasta cercetare reflectd nu
doar o orientare sustenabila, ci si una inovatoare, in acord cu directiile actuale de formulare avansata in
industria (dermato)cosmetica.
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Metodele de extractie in acest caz, au fost selectate avand in vedere particularitatea solventului
extractiv (punct de fierbere ridicat: ~214 °C, volatilitate extrem de scazuta) si eficienta dovedita in
literatura de specialitate pentru compusi fenolici si flavonoide din matrici vegetale. Astfel aplicind un
protocol general de lucru exemplificat in Figura I1.3.5, am utilizat:

1. Macerarea la temperatura camerei (M),

2. Sonoextractia (US),

3. Macerare urmata de sonoextractie (MUS)

4. Sonoextractie urmata de macerare (USM).

11.3.3.1. Caracterizarea cantitativa a extractelor hidroglicolice

Extractia cu 1,3-propanediol a fost investigata prin analiza a trei factori esentiali: influenta
concentratiei solventului, influenta raportului S/L si influenta timpului de extractie asupra procesului de
obtinere a extractului (Tabelul I1.3.5). Solventul de extractie a fost reprezentat de solutii apose in
concentratii de 40% si 60% continut de 1,3-propanediol (Maxim si colab., 2024b).

Eficienta metodelor de extractie a fost evaluatd in functie de cantitatea de polifenoli si
flavonoide obtinuta, in raport cu metodologia de lucru si conditiile de extractie stabilite. Pentru cele mai
performante dintre acestea, din punct de vedere al continutului de polifenoli, am evaluat si capacitatea
antioxidanta.
11.3.3.1.1. Determinarea continutului total de polifenoli in extractele hidroglicolice

Determinarea continutului total de polifenoli a fost realizatd prin metoda spectrofotometrica,
utilizdnd reactivul Folin-Ciocélteu (Grochowski si colab., 2017; Luca si colab., 2022) conform
protocolului descris de catre Turcov si colaboratorii sdi (Turcov si colab.2022). Rezultatele sunt
prezentate in Figura 11.3.6.
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Figura I1.3.6. Continutul de polifenoli (TPC), exprimat in mg GAE/mL, determinat in functie parametrii procesului de
extractie. Conditii de extractie: (a) Influenta concentratiei solventului (40% si 60%). Conditii: S/L=1:5; M — 7 zile, US —
5 min., USM — 5 min + 7 zile; MUS — S/L = 1:20, 30 zile + 10 min.; (b) Influenta raportului S/L, utilizand 40%
propanediol. Conditii: M — 7 zile, US — 5 min., USM — 5 min + 7 zile; MUS — 30 zile + 10 min.; (¢) Influenta raportului
solid:lichid (S/L), utilizdnd 60% propanediol. Conditii: M — 7 zile, US — 5 min., USM — 5 min + 7 zile; MUS — 30 zile +
10 min.; (d) Influenta timpului de extractie, utilizand 40% propanediol. Conditii: M, US, USM — S/L = 1:5; MUS — S/L =
1:20 ; (e) Influenta timpului de extractie, utilizind 60% propanediol. Conditii: M, US, USM — S/L = 1:5; MUS — S/L =
1:20 (Maxim si colab., 2024b)

11.3.3.1.2. Determinarea continutului total de flavonoide in extractele hidroglicolice
Determinarea continutului total de flavonoide (TFC), din extractele hidroglicolice, exprimat in
mg echivalent quercetind (QE) per mL de extract (mg QE/mL), utilizdnd metoda spectrofotometrica cu
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AICls 2% in metanol, a fost realizata dupa acelasi protocol descris anterior pentru probele hidroalcoolic
(Pavun si colab., 2018; Turcov si colab., 2022). Rezultatele obtinute sunt ilustrate in Figura 11.3.7.
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Figura. 11.3.7. Continutul total de flavonoide (TFC), (mg QE/mL), determinat in functie de parametrii procesului de
extractie din 4. oleracea, utilizand propanediol ca solvent. Parametrii de lucru: (a) Influenta concentratiei solventului
(40% si 60%). Conditii de extractie: S/L = 1:5; macerare (M) — 7 zile, sonoextractie (US) — 5 min, USM — 5 min sonicare
+ 7 zile macerare; MUS — S/L = 1:20, 30 zile macerare + 10 min sonicare; (b) Influenta raportului solid:lichid (S/L),
utilizand 40% propanediol. Conditii de extractie: M — 7 zile, US — 5 min, USM — 5 min + 7 zile; MUS — 30 zile + 10 min.;
(c) Influenta raportului solid:lichid (S/L), utilizand 60% propanediol. Conditii de extractie: M — 7 zile, US — 5 min, USM —
5 min + 7 zile; MUS — 30 zile + 10 min.; (d) Influenta timpului de extractie, utilizand 40% propanediol. Conditii de
extractie: M, US, USM — S/L = 1:5; MUS — S/L = 1:20.; (e) Influenta timpului de extractie, utilizand 60% propanediol.
Conditii de extractie: M, US, USM — S/L = 1:5; MUS — S/L =1:20 (Maxim si colab., 2024b)

11.3.3.1.3. Concluzii referitoare la continutului total de polifenoli si flavonoide in extractele
hidroglicolice
Valorile continutului total de polifenoli (TPC) si de flavonoide (TFC) din extractele in 1,3-

propanediol la concentratie de 60% 1,3-propanediol s-au apropiat semnificativ de cele inregistrate in
extractele etanolice, demonstrand ca 1,3-propanediolul nu doar inlocuieste cu succes etanolul, ci ofera
in anumite conditii o eficientd egala sau chiar superioard. Astfel, metodele optimizate, in special
extractia combinatd USM (ultrasunete + macerare), au condus la concentratii maxime de 3,39 mg
GAE/mL (TPC) si 11,94 mg QE/mL (TFC), comparabile cu randamentele etanolice.
11.3.4. Obtinerea de extracte vegetale cu solventi pe bazi de sisteme eutectice naturale (NADES)

Validarea 1,3-propanediolului ca solvent extractiv eficient a constituit baza extinderii cercetarii
catre dezvoltarea unui sistem NADES formulat din betaina si 1,3-propanediol, utilizat pentru extractia
compusilor bioactivi cu aplicabilitate dermatocosmetica.

Astfel, cercetarea a fost extinsad prin formularea si caracterizarea NADES-urilor obtinute, pe

baza de betaind si 1,3-propanediol, in vederea utilizarii acestuia in extractia compusilor bioactivi din A.
oleracea, cu potential de aplicare directa In produse dermato-cosmetice. Am lucrat cu trei tipuri de
amestec NADES avand rapotul molar betaina-propanediol diferit intre componeti (1:3; 1:4 si 1:6).
Prepararea acestora si carcaterizarea lor fizico-chimica a fost prezentata in capitolul 11.2.2.1.1.3.
11.3.4.1. Caracterizarea fizico-chimica a sistemului NADES studiat inainte $i dupa extractie

Pentru evidentierea interactiunilor specifice dintre componentele NADES am utilizat
spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FTIR). Spectrele au fost inregistrate cu un
spectrometru Thermo Nicolet IS50 (Madison, WI, SUA), echipat cu module ATR si ESP, in mod de
detectie in timp real, cu o rezolutie de 4 cm™ si un unghi de incidenta de 45°, pe o durata de 30 de
secunde. Intervalul spectral analizat a fost cuprins Intre 4000 si 600 cm™, la temperatura camerei.
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Formarea unui solvent eutectic este caracterizatd prin masurarea interactiunilor de tip legaturi de
hidrogen dintre acceptorul (HBA) si donorul (HBD) de legaturi de hidrogen. Spectrele obtinute sunt
prezentate in Figura I1.3.8. (Maxim si colab., 2024c)

Prin analizarea spectrelor in infrarosu ale materialelor componente si ale combinatiei finale
eutectice, s-au obtinut dovezi privind sinteza NADES-urilor. Analiza spectrelor FTIR prezentate in
Figura 11.3.8 confirma formarea amestecului eutectic dintre betaind si propanediol (1:3) prin pastrarea
benzilor caracteristice ale compusilor individuali, care reflectd gruparile functionale implicate in
interactiunile dintre componentele NADES, precum si formarea legaturilor de hidrogen intre acestea.

Figura 11.3.8. Spectre FTIR pentru NADES sintetizate: proba 5 este amestec betaina/propanediol (1:3 molar); proba 6 este
doar propanediol; proba 7 este doar betaina. (Maxim si colab., 2024c).

11.3.4.2. Caracterizarea cantitativa a extractelor in sisteme NADES

Evaluarea continutului de polifenoli si flavonoide din extractele obtinute cu solventi NADES
(Tabelul 11.3.7.), au fost analizati mai multi parametri experimentali: raportul molar dintre acceptorul si
donorul de legaturi de hidrogen (HBA/HBD) care compun solventul, raportul solid/lichid, durata
extractiei, temperatura si procentul de apa adaugat fiecarui NADES.

Un parametru extrem de critic este continutul de apa in compozitia NADES, acesta influenteaza
direct proprietatile fizico-chimice ale sistemului. O proportiec moderata de apa (ex. 30—40%) reduce
vascozitatea gi optimizeaza polaritatea, facilitind difuzia solutului si interactiunile specifice solvent—
compus. Depasirea unui anumit prag (> 50%) poate perturba echilibrul eutectic si compromite reteaua
de legaturi de hidrogen, transformand sistemul intr-o solutie apoasa diluata, cu capacitate de solvatare
scazuta si proprietati distincte fatd de NADES-ul initial (Dai si colab., 2015; Rozas si colab., 2021,
Garcia-Roldan si colab., 2023).

Pe baza considerentelor teoretice privind influenta parametrilor operationali asupra eficientei
extractiei, au fost realizate o serie de extractii experimentale cu scopul de a evalua impactul acestor
factori asupra continutului total de polifenoli si flavonoide.

In acest sens, au fost aplicate doud metode distincte de extractie:

1. Macerarea la temperatura camerei cu agitare vibrationala (M)

2. Extractia asistatd de ultrasunete (US).

11.3.4.2.1. Determinarea continutului total de polifenoli a extractelor in NADES
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Figura 11.3.9. Continutul total de polifenoli (TPC) determinat pentru metodele de extractie utilizate, in
functie de parametrii fizici luati in considerare. Conditii: (a) S/L = 1:5, temperaturd de extractie 25°C, M =
15 min, US = 60 min; (b) compozitia solventului = 1:3, temperatura de extractie 25 °C, M = 15 min, US =
60 min; (c) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:5; (d) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:15, M =15
min, US = 60 min; (¢) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:5, temperatura de extractie 25 °C (Maxim si

colab., 2024c)

Cel mai performant extract din A. oleracea (8,374 mg GAE/mL) a fost obtinut prin utilizarea unui
solvent NADES format din betaina si propanediol in raport molar 1:3, cu un adaos de 40% apa, obtinut
prin sonoextractie, timp de 60 de minute, la temperatura de 25°C, cu un raport solid/lichid de 1:5
(Maxim si colab., 2024c).
11.3.4.2.2. Determinarea continutului total de flavonoide din extractele in NADES

Studiul continutului de flavonoide din extractele in solventi NADES a fost efectuat conform
acelorasi criterii ca 1n cazul polifenolilor, dupa protocoalele descrise anterior in aceasta teza de doctorat.
Rezultatele sunt prezentate grafic in Figura 11.3.10.
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Figura I1.3.10. Continutul de flavonoide (TFC) determinat comparativ pentru metodele de extractie utilizate,
in functie de parametrii fizici luati in considerare. Conditii: (a) S/L = 1:5, temperatura de extractie 25 °C, M =
15 min, S = 60 min; (b) compozitia solventului = 1:3, temperatura de extractie 25 °C, M = 15 min, US = 60
min; (¢) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:5; (d) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:15, M = 15 min,
US = 60 min; ( e ) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:5; temperatura de extractie 25 °C (Maxim si colab.,
2024c).

Rezultatele obtinute demonstreaza ca sonoextractia S-a dovedit a fi cea mai performantd metoda,
oferind un continut superior de flavonoide in comparatie cu macerarea, in conditii similare. Cele mai
bune rezultate au fost obtinute pentru un raport S/L de 1:5, o duratd de 60 de minute, prin sonoextractie
si o temperatura de 25 °C (14,5 mg QE/mL), ceea ce subliniaza importanta optimizarii acestor factori.
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De asemenea, compozitia solventului NADES si continutul siau de apd influenteazd semnificativ
randamentul extractiei, dar efectul este dependent de metoda aplicata: in timp ce prin metoda macerarii,
cele mai bune rezultate se obtin prin adaugarea unui adaos de apa, In cazul sonoextractiei, solventul
anhidru ofera rezultate superioare (Maxim si colab., 2024c).
11.3.5. Evaluarea comparativa a celor mai eficiente extracte obtinute din A.oleracea (alcoolice,
glicolice si NADES)

Rezultatele obtinute si sistematizate in Tabelul 11.3.8. au evidentiat diferente semnificative in
functie de tipul solventului si de conditiile aplicate, atat in ceea ce priveste continutul total de polifenoli,
cat si cel de flavonoide.

Tabel 11.3.8. Continutul de polifenoli si flavonoide in cele mai performante extracte in functie de
solventul folosit.
Tipul de solvent si parametrii metodei

Compus extras Etanol 1,3 Propanediol NADES (B:PDO)
Polifenoli, 3,80 (M ; S/L=1:5; EtOH | 3,39 (M; S/L~=1:5; 1,3 8,374 (US; S/L=1:5;
mg GAE/mL 30% v/v; 7 zile, 20°C) PDO 60% v/v, 7 zile, 1:3 NADES + 40% apa, v/v,
20°C) 60 minute, 20°C)
Flavonoide, 13,77 (US+M; S/L=1:5; | 11,94 (US+M; S/L = 14,5 (US; S/L=1:5; 1:3
mg QE/MI EtOH 60% v/v; 5 1:5; 1,3 PDO 60%; 5 NADES; 60 minute; 25 °C)
minute+7 zile, 20°C) minute+7 zile, 20°C)

* B-betaini; PDO — 1,3 propanediol

11.3.5.2. Evaluarea activitatii antioxidante

Extractele selectate obtinute din A. oleracea au fost evaluate comparativ si prin interpretarea
activitdtii antioxidante, care a fost determinatd prin metodele DPPH si ABTS, protocol detaliat in
capitolul "Materiale si metode” (Capitolul 1.3.4.1.). Analiza valorilor obtinute (Tabel 11.3.9.) a permis o
interpretare aprofundatd a influentei solventului asupra activitatii antioxidante masurate, precum si
asupra comportamentului difererit fatd de radicalii DPPH si ABTS.

Tabel 11.3.9. Probele selectate pentru evaluarea activitatii antioxidante din A. oleracea

Solvent Polifenoli (mg | Flavonoide DPPH ABTS
(VIv) GAE/g) (mg QE/g) (mg TE/mL extract) (mg TE/mL extract)
EtOH 30% 3,798 4,49 0.42 £0.02 2.27+0.04
1,3 Propanediol 60% 3,386 3,03 0.57+0.01 1.97 £0.06
NADES 1:3, anhidru 8,37 9,46 0.05+0.00 2.27+0.03

11.3.6. Caracterizarea prin HPLC a extractelor de Acmella oleracea

In scopul caracterizarii calitative a principalilor compusi polifenolici, flavonoidici si
alchilamidici prezenti in extractele din A. oleracea si pentru a evidentia diferentele intre cele 3 directii
de extractie, hidroalcoolica, glicolica si NADES, au fost selectate 5 probe relevante (Tabel 11.3.10), pe
baza continutului ridicat de polifenoli si flavonoide determinat anterior prin metodele spectrofotometrice
Folin-Ciocalteu si AlCls.

Tabel 11.3.10. Probe supuse analizei HPLC, din A. oleracea (L.) (Maxim si colab. 2025 )

Solvent in Parametrii extractie Polifenoli Flavonoide
Probi | proba (v/v) mg (GAE/mL) mg (QE/mL)
IS1 PDO 60% M; S/L=1:5; 1,3 PDO 60% v/v, 7 zile, 25°C | 3,386 3,03
IS2 PDO 40% M; S/L=1:5; 1,3 PDO 40% v/v, 30 zile, 25°C | 3,003 3,61
IS3 EtOH 30% M; S/L=1:5; EtOH 30% v/v, 7 zile, 25°C 3,798 4,49
IS4 EtOH 60% M; S/L=1:5; EtOH 60% vlv, 7 zile, 25°C 3,71 10,72
IS8 NADES 1:3 US; S/L=1:5, raport molar NADES 1:3 B- | 8,37 9,46

(B- PDO) PDO, 60 minute; 25°C

* B-betaind; PDO — 1,3 propanediol
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Cromatogramele obtinute au fost integrate si prezentate in Figura I1.3.11.
Tabel 11.3.11. Compusi polifenolici identificati in extractele de A. oleracea

Extract Lungime de unda
analizat 237 nm 270 nm 350 nm
IS1 Spilanthol | Acid p-cumaric Rutin, Isorhamnetin-3-o-rutinozide, Quercitrin, Luteolin,
Isorhamnetin
IS 2 Isorhamnetin, Luteolin
IS3 Spilanthol Luteolin
IS4 Rutin, Quercitrin, Luteolin
IS8 Spilanthol Rutin, Quercitrin, Luteolin

Analiza HPLC a extractelor din A. oleracea a evidentiat o compozitic bogatd in compusi
polifenolici si flavonoidici, cu variatii notabile In functie de solventul utilizat la extractie. Compusii
majori detectati la 270 nm si 350 nm au inclus acid p-cumaric, rutin, isorhamnetin-3-o-rutinozid,
quercitrin, isorhamnetin si luteolin.

Aceste rezultate indicd eficienta scazutd a solventilor foarte polari ce nu pot solubiliza
flavonoidele glicozilate, comparativ cu solventii pe baza de 1,3 propanediol. Rezultate sunt in
concordanta cu datele din literatura de specialitate (Nascimento si colab., 2020; Belumorri si colab.,
2022; Moura si colab., 2023; Csabai si colab., 2024 ), care confirma prezenta flavonoizilor si a acizilor
fenolici la A. oleracea.

Astfel, 1,3 propanediolul si NADES au fost validati ca solventi superiori fata de etanol pentru
extragerea simultand a polifenolilor (inclusiv flavonoide glicozilate si agliconi metoxilati) si a
spilantolului. Acesti solventi ofera nu doar o eficienta crescuta, ci si avantaje ecologice, de stabilizare si
compatibilitate cu aplicatiile (dermato)cosmetice, consolidandu-le potentialul ca solventi verzi pentru
metabolomul complex al A. oleracea.

11.3.7. Evaluarea continutului de ioni metalici din proba initiald de planta

In contextul poludrii tot mai accentuate cu metale grele, devine esentiald investigarea
concentratiei acestor contaminanti in materiile prime de origine vegetala, in special in plantele provenite
din diverse zone geografice. Astfel de analize contribuie la evaluarea riscurilor asupra sanatatii publice
si sustin luarea unor decizii informate privind utilizarea acestor materii in diferite industrii (Hlihor si
colab., 2022).

In cadrul studiului de fati, determinarea continutului de metale grele a fost realizatd
Spectrometrie de Emisie Optica cu Plasma cuplata inductiv (ICP-OES), in conformitate cu un protocol
riguros de control al calitatii aplicat materialului vegetal uscat de A. oleracea, descris in capitolul
11.2.3.1. Acuratetea si fiabilitatea metodei analitice au fost validate prin analiza diferentiatd a
materialului de referinta, (a) 1547 si (b) 1575a. Rezultatele obtinute sunt prezentate in Figura 11.3.12
(Maxim si colab., 2024d)
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Figura 11.3.12. Continutul de microelemente din planta uscata conform urmatoarelor materiale de referintd: ( a)
1547 si (b)) 1575a. (Maxim si colab., 2024d)
Valorile determinate in cadrul acestui studiu se incadreaza in limitele admise, indicand faptul

ca extractele vegetale nu vor fi contaminate cu ioni metalici toxici. Acest aspect sustine conformitatea
cu cerintele de calitate impuse de reglementarile internationale si garanteaza siguranta utilizarii acestor
extracte In formularile dermatocosmetice (Maxim si colab., 2024d).
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Capitolul 11.4.

Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale din Daucus carota subsp. carota

11.4.2. Extractia solid-lichid a compusilor activi din D. carota subsp. carota

Strategia de cercetare aplicata in cazul Daucus carota subsp. carota (D. carota, a subsp. carota)
urmat directii metodologice asemanatoare celor utilizate pentru A. oleracea, dar particularizat pentru
conditiile concrete.

Am folosit ca solvent de extractie (1) solutii hidroalacoolice (pe baza de etanol 96%), (2) solutii
hidroglicolice pe baza de 1, 3 propanediol si (3) solventi NADES.

Tehnicile de extractie folosite au fost selectate in functie de tipul de solvent. Astfel, daca in
cazul solventilor hidroalcoolici am folosit macerarea, extractia la cald si extractia la cald in echipament
Soxhlet, in cazul solventilor hidroglicolici si NADES am optat pentru extractie prin macerare ian camp
vibrational si extractie asistatd de ultrasunete. Tehnicile de refluxare la cald si refluxare la cald in
echipament Soxhlet (utilizate pentru extractele alcoolice) au fost evitate pentru solventul 1,3-
propanediol deoarece exista posibilitatea modificarii puternice a vascozitatii la temperatura ridicata, dar
siu a denaturarii unor proprietati ale acestuia.
11.4.2.1. Extractia hidroalcoolici (etanol/apd)

In cadrul extractiei hidroalcoolice, am optat pentru aplicarea unor metode clasice de extractie,
cum ar fi macerarea (M), refluxarea conventionald la cald (R) si extractie in Soxhlet (Sx), bine
documentate in literatura si validate prin eficienta lor in extractia polifenolilor si flavonoidelor din specii
vegetale, dar mai putin validate pentru D. carota subsp. carota. Alegerea acestor metode a fost motivata
de accesibilitatea si robustetea lor, dar si de necesitatea stabilirii unui cadru de referinta reproductibil si
eficient economic, care sd permitd comparatii intre directiile metodologice selectate, urmarindu-se in
special conturarea unui profil extractiv standard, care sa poata servi drept reper in explorarea ulterioara
a unor sisteme extractive mai moderne sau neconventionale, precum solventii glicolici sau solventii
eutectici naturali (NADES).
11.4.2.1.1. Randamentul de extractie

Pentru evaluarea randamentului, s-a determinat continutul de reziduu uscat, prin evaporarea a
4 mL de proba de extract la 50 °C intr-un cuptor termostatat, pana la eliminarea completa a solventului.
Valorile obtinute sunt sistematizate in Tabelul 11.4.2. si au fost reprezentate grafic in Figura 11.4.1.
Sintetizand rezultatele obtinute, am constatat ca metoda de refluxare termica, folosind un raport S/L de
1:20 si utilizdnd concentratii alcoolice de 30—50% au oferit cele mai bune randamente de extractie.
Refluxarea a permis atingerea rapida a echilibrului extractiv, iar volumul mai mare de solvent a
favorizat transferul compusilor in toate metodele analizate. Extinderea duratei extractive a avut
efecte limitate, cu exceptia metodei Soxhlet, unde randamentul a crescut progresiv (Maxim si
colab., 2025).
11.4.2.2. Caracterizarea cantitativa a extractelor hidroalcoolice
11.4.2.2.1 Determinarea continutului total de polifenoli in extractele hidroalcoolice

n
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Figura I1.4.2. Continutul total de polifenoli (TPC) din inflorescente de D. carota subsp. carota Conditii: (a) R — S/L =
1:5, timp de extractie: 60 minute; M — S/L = 1:5, timp de extractie: 7 zile; Sx — S/L = 1:20, timp de extractie: 90 minute;
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(b) R — 50%, timp de extractie: 60 minute; M — 50%, timp de extractie: 7 zile; Sx — 50%, timp de extractie: 90 minute; (c)
R, M, Sx — 50%, S/L = 1:15 (Maxim si colab., 2025).

Evaluand influenta parametrilor testati, putem sublinia ca solutia de etanol de 50% s-a dovedit

a avea concentratia cea mai eficientd pentru extragerea polifenolilor, in special prin metoda Soxhlet.

Raportul solid/lichid de 1:5 a condus la cele mai bune rezultate in cazul macerarii si metodei Soxhlet,

in timp ce pentru refluxare, un raport mai mic (1:15) a favorizat o extractie mai intensi. In ceea ce

priveste timpul, s-a observat ca metoda Soxhlet atinge un randament maxim dupa intervalul maxim de

timp (120 min), in timp ce in cazul macerarii, valoarea maxima a TPC a fost atinsa la 14 zile, fiind
urmata de o scadere progresiva (Maxim si colab., 2025).

11.4.2.1.2. Determinarea continutului de flavonoide in extractele hidroalcoolice
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Figura I1.4.3. Continutul total de flavonoide (TFC) din inflorescente de D. carota . subsp. carota in functie de parametrii
luati in considerare in extractia hidroalcolica. Conditii:(a) R — S/L = 1:5, timp de extractie: 60 minute;M — S/L = 1:5, timp
de extractie: 7 zile; Sx — S/L = 1:20, timp de extractie: 90 minute;(b) R — 50%, timp de extractie: 60 minute;M — 50%,
timp de extractie: 7 zile; Sx — 50%, timp de extractie: 90 minute; (¢) R, M, Sx — 50%, S/L = 1:15 (Maxim si colab., 2025).

Cele mai bune rezultate privind continutul total de flavonoide au fost obtinute prin extractia prin

refluxare, aplicata in parametrii: concentratie solvent 50% etanol, raport S/L = 1:5 si timp de extractie
60 min, cu un continut de 3,78 mg QE/mL. Aceastd abordare a depasit eficienta macerarii, care, desi a
oferit rezultate bune, nu a atins valorile obtinute prin refluxare. Metoda extractiei in Soxhlet s-a dovedit
inadecvata pentru extractia flavonoidelor din inflorescente de D. carota ssp. carota cu cele mai mici
valori in toti parametrii studiati (Maxim si colab., 2025).
11.4.2.2. Extractia hidro-glicolica (propanediol/apa)
In consecinti, macerarea la temperatura camerei a fost selectati ca metodd optima pentru obtinerea
extractelor glicolice in aceste conditii, cu variabilitatea parametrilor de extractie: timp, raport S/L si
concentratia solventului (Tabel 11.4.3.).

Tabel 11.4.3. Caracteristicile si parametrii utilizati in extractia hidro-glicolica pentru D. carota

Caracteristici
Metoda de extractie Proba Timp Raport Concentratia
S:L solventului [%6]
Macerare 67 7 zile 1:5 30
(M) 68 50
69 70
70 7 zile 1:15 50
71 7 zile 1:20 50
75 14 zile 1:15 50
76 21 zile 1:15 50
77 30 zile 1:15 50

11.4.2.2.1 Determinarea continutului total de polifenoli (TPC) in extractele hidro-glicolice

Rezultatele obtinute au fost centralizate si reprezentate grafic pentru evidentierea variatiei
continutului de polifenoli in functie de timpul de extractie, raportul material vegetal/solvent si
concentratia de 1,3-propanediol utilizata.
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Figura I1.4.4. Continutul total de polifenoli (TPC) din inflorescente de D. carota . subsp. carota in functie de
parametrii luati in considerare in extractia hidro glicolica. Conditii: (a) S/L = 1:5, timp de extractie: 7 zile;
concentratie-30%,50%, 70%;(b)concentratie- 50%, timp de extractie: 7zile; (¢) concentratie - 50%, S/L = 1:15

(©

11.4.2.2.2. Determinarea continutului total de flavonoide (TFC) in extractele hidro-glicolice

Rezultatele obtinute au fost reprezentate grafic pentru a avea o prima evidentiere a variatiei
continutului de flavonide 1n functie de timpul de extractie, raportul material vegetal/solvent si
concentratia de 1,3-propanediol utilizata (Figura 11.4.5).
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Figura I1.4.5. Continutul total de flavonoide (TFC) din inflorescente de D. carota . subsp. carota in functie de
parametrii luati in considerare 1n extractia hidro- glicolica. Conditii: (a) S/L = 1:5, timp de extractie: 7 zile;
concenttratie- 30%, 50%,70%; (b) concentratie -50%, timp de extractie: 7zile; (¢) concentratie -50%,S/L=1:15

11.4.2.2.3. Concluzii privind determinarea cantitatii de polifenoli si flavonoide din extractele hidro-
glicolice

Comparatia parametrilor tehnologici testati indica faptul ca polaritatea medie a solventului,
obtinutd prin utilizarea unei concentratii de 30% 1,3-propanediol, asigurd un rezultat bun intre
solubilitate, difuzie si stabilitate a compusilor extrasi, cu un maxim de 8,40 mg GAE/mL pentru
polifenoli si 4,04 mg QE/mL pentru flavonoide. Aceste rezultate demonstreaza ca prezenta apei este
esentiald in mentinerea unei polaritati suficiente pentru a permite stabilirea de legaturi de hidrogen intre
moleculele solventului si grupele hidroxilice ale compusilor fenolici, in special ale flavonoidelor,
cunoscute pentru structura lor rigida si masa moleculara relativ mare. Parametrii experimentali optimi
pentru extractia prin macerare cu 1,3-propanediol s-au dovedit a fi o concentratie a solventului de 30%,
un raport solid:lichid de 1:5 pentru flavonoide, respectiv 1:20 pentru polifenoli, si o duratd a extractiei
de 14 zile.
11.4.2.3. Extractia in sisteme eutectice naturale (NADES)

Revizuind detaliat literatura stiintificd existentd, nu am identificat padnd la momentul scrierii
acestui capitol nici un studiu privind utilizarea sistemelor eutectice naturale betaina:1,3-propanediol in
extractia compusilor bioactivi din Daucus carota subsp. carota, majoritatea cercetarilor existente
concentrandu-Se asupra speciei cultivate (subsp. sativus) si a utilizdrii solventilor clasici, precum
etanolul si alti solventi organici. Aceasta lipsa de date justificd abordarea prezentului studiu, ce consta
in evaluarea eficientei sistemului NADES betaina: 1,3-propanediol in extractia compusilor bioactivi din
D. carota subsp. carota, in comparatie cu solventii traditionali, precum etanolul si 1,3-propanediol.

Evaluarea continutului total de polifenoli si flavonoide din D. carota subsp. carota a fost realizata
prin aceleasi metode si parametrii folositi anterior pentru celelalte specii vegetale si anume:
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1. Macerarea la temperatura camerei, realizata sub agitare vibrationala (M);

2. Extractia asistata de ultrasunete (US)

Parametrii investigati au fost: raportul HBA/HBD, raportul solid/lichid, durata extractiei,
temperatura si procentul de apa adaugat in sistemul NADES, parametrii sintetizati in tabelul Tabel 11.4.4.
11.4.2.3.1. Determinarea continutului total de polifenoli in extractele in NADES
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Figura I1.4.6 Continutul total de polifenoli (TPC) determinat pentru metodele de extractie utilizate in solvent NADES, in
functie de parametrii testati. Conditii experimentale: (a) Influenta raportului betaina:1,3-propanediol (1:3, 1:4, 1:6) asupra
TPC. Raport S/L: M si US = 1:5; temperaturd = 25 °C; (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:25) asupra
TPC. Solvent NADES la raport 1:3 betaina:1,3-propanediol; temperatura = 25 °C; (¢) Influenta temperaturii de extractie
(20 °C, 45 °C, 60 °C) asupra TPC. Raport S/L = 1:15; solvent NADES 1:3; (d) Influenta adaosului de apa (0%, 10%,
20%, 40%) asupra TPC. Raport S/L = 1:5; temperatura = 25 °C; (e) Influenta timpului de extractie (15, 30, 45, 60 min)
asupra TPC. Raport S/L = 1:5; temperatura = 25 °C

Cele mai bune rezultate au fost obtinute prin combinarea sistemului NADES 1:3 (betaina:1,3-
propanediol) cu adaos de 40% apa, la 60°C si un timp de 30 minute, prin sonoextractie, conditii In care
s-a inregistrat un continut total de polifenoli de 32,98 mg GAE/mL.
11.4.2.3.2. Determinarea continutului total de flavonoide a extractelor in NADES
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Figura IL.4.7. Continutul de flavonoide (TFC) determinat comparativ pentru metodele de extractie utilizate, in functie de
parametrii fizici luati in considerare. Conditii: (a) S/L = 1:5, temperatura de extractie 25 °C, M = 15 min, S = 60 min; (b)
compozitia solventului = 1:3, temperatura de extractie 25 °C, M = 15 min, US = 60 min; (¢) compozitia solventului = 1:3,
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S/L = 1:5; (d) compozitia solventului = 1:3, S/L = 1:15, M = 15 min, US = 60 min; ( e ) compozitia solventului = 1:3, S/L
= 1:5; temperatura de extractie 25 °C

In acest context, sonoextractia, aplicata sistemului NADES format din betaina:1,3-propanediol
(1:3) cu un adaos de 40% apa, a generat cea mai ridicata valoare a TPC, de 18,18 mg QE/mL, valoare
semnificativ mai mare celor obtinute cu solvent hidro-alcoolic (3,78 mg QE/mL ) sau 1,3 propanediol
(4,04 mg QE/mL), rezultate ce valideaza sistemul NADES format din betaina-1,3 propanediol ca solvent
performant pentru extractia flavonoidelor din inflorescente de D. carota subsp. carota.
11.4.2.4. Evaluarea comparativi a celor mai eficiente extracte din D. carota subsp. carota (alcoolice,
glicolice si NADES)

Tabel 11.4.5. Continutul de TPC si TFC in cele mai performante extracte de D. carota subsp. carota,
in functie de solventul folosit

Tipul de solvent si parametrii metodei
Compus extras Etanol 1,3-Propanediol NADES (B:PDO)
Polifenoli, 12,19 (Sx; S/L=1:5; EtOH | 9,49 (M; S/L=1:15; 1,3 32,98 (US; S/L=1:5;
mg GAE/mL 50% v/v, 90 min.) PDO 50% v/v; 14 zile, 1:3 NADES + 40% apa, v/v,
25°C) 15 minute, 25°C)
Flavonoide, 3,78 (R; S/L= 1:5; EtOH 11,94 (M; S/L=1:5; 1,3 18,18 (US; S/L=1:5;
mg QE/mL 50% v/v; 60 min.) PDO 30%; 7 zile, 25°C) 1:3 NADES + 40% apa, v/v,
15 minute, 25°C)

* B-betaini; PDO — 1,3 propanediol

Comparand valorile pentru continutul total de polifenoli si flavonoide (Tabel 11.4.5), extractul
obtinut cu sistemul NADES format din betaina si 1,3-propanediol (1:3), cu adaos de 40% apd, obtinut
prin sonoextractie este net superior celorlalte. Aceste extracte au inregistrat cele mai ridicate
concentratii atat pentru polifenoli (32,98 mg GAE/mL), cét si pentru flavonoide (18,18 mg QE/mL),
depasind semnificativ valorile obtinute cu etanol sau 1,3-propanediol.
11.4.3. Caracterizarea fizico-chimica a extractelor din Daucus carota subsp. Carota

Pentru caracterizarea calitativa a compusilor polifenolici si flavonoidici din extractele obtinute
din D. carota subsp. carota a fost folositda metoda HPLC folosind 3 probe relevante, selectate pe baza
continutului de polifenoli si flavonoide, determinat anterior spectrophotometric (Maxim si colab., 2025).

Tabel 11.4.4. Probe supuse analizei cromatografice HPLC, din D. carota subsp. carota

Metoda de | Notatie Solvent proba Parametrii extractie Polifenoli mg | Flavonoide
extractie viv GAE/mL mg QE/mL

Refluxare IS5 EtOH 50% Sx; S/L=1:5; EtOH 50% v/v, | 12,19 1,01
termicd  in 90 min.
Soxhlet IS6 EtOH 50% Sx; S/L=1:15; EtOH 50% | 11,62 0,48

v/v, 120 min.
Macerare IS7 PDO 50% M; S/L=1:15;1,3 PDO 50% | 9,49 1,24

v/v; 14 zile, 25°C

*PDO - 1,3 propanediol

Evaluarea peak-urilor prezente in cromatogramele extractelor precum si a timpilor de retentie
ai acestora a evidentiat prezenta compusilor polifenolici atat la 270 nm cat si la 350 nm, prezentati in
Tabel 11.4.5.

Tabel 11.4.5. Compusi polifenolici identificati in extractele de D. carota subsp. carota

Extract Caracteristici extract Lungime de undi
analizat
270 nm 350 nm
IS5 Soxhlet,  hidroalcoolic ~ 50%; | Acid p-cumaric, Rutin, Quercitrin,
S/L=1:5, 90 min; 12,19 mg | Acid galic Isorhamnetin, Luteolin
GAE/mL
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IS6 Soxhlet,  hidroalcoolic ~ 50%; | Acid p-cumaric, Rutin, Quercitrin,
S/L=1:15, 120 min; 11,62 mg | Acid galic Isorhamnetin
GAE/mL

IS7 Macerare cu solutie hidroglicolica | Acid p-cumaric, Rutin, Isorhamnetin,
(1,3 propanediol) 50%; S/L=1:15, | Acid galic, Catehina Luteolin, Kaempherol
14 zile; 9,5 mgGAE/mL

Capitolul 11.5.

Obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale din Artemisia annua

IL.5.1. Consideratii generale despre extractul de Artemisia annua
Selectia A. annua pentru studiul de fatd a fost motivatad de utilizarile sale traditionale topice
documentate In medicina populara unde este folositd In mod empiric pentru rani, inflamatii, infectii
cutanate sau afectiuni dermatologice, aceastd specie oferind premise solide pentru explorarea unor
extracte cu aplicabilitate directd In dermatocosmetica, in special prin prisma continutului sau de
flavonoide, acizi fenolici si lactone sesquiterpenice, compusi recunoscuti pentru activitatea antioxidanta,
antiinflamatoare si cicatrizanta (Sadiq si colab., 2013, Septembre-Malaterre si colab., 2020, Ekiert si
colab., 2021, de Faveri Favero si colab., 2024).
11.5.2. Consideratii privind extractia solid-lichid a compusilor activi din A. annua
Pentru valorificarea potentialului biologic al speciei A. annua in context dermatocosmetic, am optat
(dermato)cosmetica, a sigurantei oferite de solventi si a capacitatii lor de a extrage compusi fenolici,
flavonoide si alti metaboliti cu relevanta biologica din A. annua:
1. Extractia hidroalcoolica
2. Extractia in sistem NADES: betaina - 1,3-propanediol
11.5.2.1. Obtinerea de extracte in solventi hidroalcoolici
in vederea obtinerii extractelor etanolice din A. annua, au fost aplicate trei metode conventionale
de extractie: macerare, refluxare simpla si refluxare in sistem Soxhlet, pentru a permite compararea
eficientei lor In conditii experimentale controlate si reproductibile.
Pentru fiecare metoda, au fost variati sistematic urmatorii parametri de extractie:
¢ Concentratia solventului (etanol 30%, 50%, 60%, 70% v/v)
o Raportul material vegetal/solvent (S/L) (1:5, 1:15, 1:20 g/mL)
e Timpul de extractie, in functie de metoda: 7-30 zile pentru macerare, 60-120 min pentru
refluxare simpld, 90-150 min pentru Soxhlet.
11.5.2.1.1 Randamentul de extractie

Vo
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Figura I1.5.2. Randamentul extractiei (%) determinat in functie de parametrii procesului.
Conditii experimentale : (a) Influenta concentratiei solventului (30%, 50%, 70%). Raport S/L: R si M = 1:5, Sx = 1:5; (b)

Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:20). Concentratia solventului = 50%; (¢) Influenta timpului de extractie.
Concentratia solventului = 50%; Raport S/L: R =1:15, Sx =1:15, M = 1:15 ( Maxim si colab., 2025).

Putem spune ca in cazul A. annua, extractia in Soxhlet utilizand etanol 50% si un raport S/L de
1:20 s-a dovedit a fi cea mai eficientd strategie experimentald, atingdnd un randament de aproape 70%.
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Desi macerarea este 0 metoda mai blanda, cu potential aplicabil in produse sensibile la temperatura,
randamentele obtinute sunt mai reduse. Concentratiile de etanol mai mari (70%) nu au adus beneficii
suplimentare, iar prelungirea excesiva a timpului de extractie la temperaturi ridicate poate avea efecte
negative asupra eficientei, dupd cum s-a observat in cazul refluxarii timp de 120 minute (Maxim si
colab., 2025).
11.5.2.1.2. Caracterizarea cantitativd a extractelor hidroalcoolice
11.5.2.1.2.1. Determinarea continutului total de polifenoli

Cantitatile obtinute de polifenoli (TPC) au fost exprimate in miligrame echivalenti acid galic pe
mL de extract (mg GAE/mL), determinarile fiind realizate in duplicat, iar valorile medii au fost corelate
ulterior cu parametrii experimentali si cu metoda de extractie aplicatd. Rezultatele (Figura 11.5.3.)
evidentiazd in mod clar influenta factorilor operationali asupra cantitatii de polifenoli din extractele de
A. annua.
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Figura IL.5.3. Continutul total de polifenoli (TPC, mg GAE/mL) determinat in functie de parametrii procesului de
extractie pentru 4. annua. Conditii experimentale : (a) Influenta concentratiei solventului (30%, 50%, 70%) asupra TPC.
Raport S/L: R si M = 1:5, Sx = 1:5; (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:20) asupra TPC. Concentratia
solventului = 50%; (c) Influenta timpului de extractie asupra TPC, pentru fiecare metoda de extractie. Concentratia
solventului = 50%; Raport S/L: R = 1:15, Sx = 1:15, M = 1:15 (Maxim si colab., 2025)

In concluzie, cele mai bune rezultate se obtin (Maxim si colab., 2025):
e Metoda Soxhlet (conditii moderate, solvent 50%, timp scurt): TPC maxim: 11,26 mg GAE/mL
(solvent 50%, S/L=1:15, timp = 90 min).
e Metoda Refluxare (rapoarte S/L concentrate, extractie rapidda): TPC maxim: 10,48 mg GAE/mL
(solvent 50%, raport S/L=1:5, timp=60 min).
¢ Metoda Macerare simpla (conditii blande, duratd mai lungad): TPC optim: 9,91 mg GAE/mL (solvent
50%, raport S/L=1:15, timp=21 zile).
11.5.2.1.2.2. Determinarea continutului total de flavonoide

Caracterizarea cantitativa prin continutul total de flavonoide (TFC) a extractelor obtinute din A.
annua, a fost realizatd pe baza protocolului descris in capitolul 11.2.3.5. prin metoda spectrofotometrica
de complexare cu clorurd de aluminiu (AlCls), rezultatele fiind exprimate in miligrame echivalente de
quercetind pe mililitru de extract (mg QE/mL). Rezultatele sunt redate grafic in Figura 11.5.4.
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Figura I1.5.4. Continutul total de flavonoide (TFC, mg QE/mL) determinat in functie de parametrii procesului de
extractie pentru 4. annua. Conditii experimentale : (a)Influenta concentratiei solventului (30%, 50%, 70%) asupra TFC.
Raport S/L: R si M = 1:5, Sx = 1:5; (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:20) asupra TFC. Concentratia

solventului = 50%; (c¢) Influenta timpului de extractie asupra TFC, pentru fiecare metoda de extractie. Concentratia
solventului = 50%; Raport S/L: R = 1:15, Sx = 1:15, M = 1:15 (Maxim si colab., 2025).
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Dintre toate variantele testate, extractul obtinut prin reflux cu etanol 70%, la un raport
solid/lichid de 1:5 si un timp de extractie de 90 de minute s-a dovedit a fi cel mai eficient, atingdnd un
continut maxim de 7,97 mg QE/mL flavonoide totale. Acest rezultat confirma faptul ca o polaritate
intermediarad a solventului, asociatd cu o temperaturd controlatd i un volum optim de lucru, oferd
conditiile favorabile pentru solubilizarea si extragerea flavonoidelor din A. annua (Maxim si colab.,
2025).
11.5.2.2. Obtinerea de extracte cu solventi NADES

Evaluarea continutului de polifenoli si flavonoide din extractele obtinute cu solventi NADES
(Tabelul 11.5.4.), a fost realizat prin prisma acelorasi parametri experimentali cercetati anterior: raportul
molar dintre acceptorul si donorul de legaturi de hidrogen (HBA/HBD) care compun solventul, raportul
solid/lichid (S/L), durata extractiei, temperatura si procentul de apa adaugat fiecarui NADES. Pe langa
parametrii clasici, asa cum am mai subliniat si intr-un capitol anterior (Capitolul 11.3.9.) controlul
continutului de apa este esential intr-un NADES pe baza de betaina-1,3 propanediol, deoarece apa nu
doar reduce véscozitatea si creste mobilitatea moleculara, ci si mediaza interactiuni critice de tip
”H-bond ” Intre donatorul si acceptorul de legaturi de hidrogen (HBD si HBA), contribuind astfel la
stabilizarea retelei eutectice intr-o fazd lichidd. Pentru evaluarea eficientei influenta parametrilor
operationali, au fost aplicate doud metode de extractie (Maxim si colab., 2026):

1. Macerarea la temperatura camerei cu agitare vibrationala (M)
2. Extractia asistatd de ultrasunete (US).
11.5.2.2.1. Determinarea continutului total de polifenoli din extractele in NADES

Rezultatele obtinute in urma extractiilor, exprimate prin continutul total de polifenoli si flavonoide,
mentinand protocolul metodologic utilizat anterior si pentru celelalte specii studiate, sunt ilustrate in
Figura 11.5.5. Sunt evidentiate variatiile generate de modificarea raportului HBA/HBD, cuprins intre 1:3
si 1:6, urmat de testarea celorlalti parametri specifici, a raportului planti—solvent, procentului de apa,
duratei si temperaturii de extractie. Determinarile TPC au fost realizate pornind de la raportul molar
HBA/HBD selectat, urmate de modificarea celorlalti parametri pentru a surprinde impactul acestora
asupra randamentului.
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Figura IL.5.5. Continutul total de polifenoli (TPC) determinat pentru metodele de extractie utilizate in solvent NADES, in
functie de parametrii testati. Conditii experimentale: (a) Influenta raportului betaina:1,3-propanediol (1:3, 1:4, 1:6) asupra
TPC. Raport S/L: M si US = 1:5; temperatura = 25 °C; (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5, 1:15, 1:25) asupra
TPC. Solvent NADES la raport 1:3 betaina:1,3-propanediol; temperatura = 25 °C; (c) Influenta temperaturii de extractie
(20 °C, 45 °C, 60 °C) asupra TPC. Raport S/L = 1:15; solvent NADES 1:3; (d) Influenta adaosului de apa (0%, 10%, 20%,
40%) asupra TPC. Raport S/L = 1:5; temperatura = 25 °C; (e) Influenta timpului de extractie (15, 30, 45, 60 min) asupra
TPC. Raport S/L = 1:5; temperaturd = 25 °C (Maxim si colab., 2026)
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11.5.2.2.2. Determinarea continutului total de flavonoide din extractele in NADES

Determinarea continutului total de flavonoide (TFC) a permis evaluarea modului in care
parametrii operationali influenteaza selectiv extractia acestui grup de compusi. Valorile obtinute sunt
reprezentate in Figura I1.5.6, si evidentiaza diferentele aparute in functie de raportul HBA/HBD, precum
si de ceilalti factori analizati: raport S/L, procent de apa, duratad si temperatura de extractie. Pentru
flavonoide, investigatiile au continuat pe baza raportului molar stabilit anterior (raport molar betaina-
propanediol de 1:3), cu evaluarea succesiva a celorlalti factori operationali
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(a) Conditii experimentale: S/L - 1:15 (b)_Conditii experimentale: NADES (¢) Conditii experimentale: S/L =
(M) 1:5 (US); temperatura = 20 °C; timp cu raport 1:3 (betaina:1,3-  1:15; solvent NADES 1:3; timp: M-15
-15 min (M si US); 0% apa propanediol); temperaturd = 20°C; min si US-60 min; 0% apa

timp: M-15 min si US-60 min; 0% apa
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(d)_Conditii experimentale: S/L = 1:5; (e)_Conditii experimentale: solvent NADES 1:3; S/L - 1:5 (M si US) ;
temperatura = 20 °C; time: -15 min (M temperatura = 20 °C; 0% apa

si US)
Figura I1.5.6. Continutul total de flavonoide (TFC) determinat pentru metodele de extractie utilizate in solvent NADES
Conditii : (a) Influenta raportului betaina:1,3-propanediol (1:3, 1:4, 1:6); (b) Influenta raportului solid/lichid (S/L) (1:5,
1:15, 1:25); (c) Influenta temperaturii de extractie (20 °C, 45 °C, 60 °C); (d) Influenta adaosului de apa (0%, 10%, 20%,
40%); (e) Influenta timpului de extractie (15, 30, 45, 60 min) (Maxim si colab., 2026).

11.5.2.2.3. Concluzii privind performanta extractiei cu solventi NADES

Compusii fenolici au aratat o preferintd clara pentru un mediu relativ diluat si o retea de legaturi
de hidrogen NADES relativ echilibratd, sugerand sensibilitate termicd si o nevoie de stabilitate a
solventului. in aceste conditii, cea mai buni extractie a fost obtinuta prin extractie asistata de ultrasunete
(15 min, 20°C, NADES 1:3 diluat cu 40% H>O, raport S/L 1:5), unde procesul de cavitatie a permis
eliberarea rapida si controlatd a compusilor, atingdnd un continut maxim de 52,08 mg GAE/mL.

Extractia flavonoidelor s-a Tmbunatdtit odata cu cresterea continutului de apd, probabil datorita
reducerii vascozitatii NADES si polarititii sporite, ambele facilitind solubilizarea flavonoidelor. In plus,
stabilitatea lor termicd a permis utilizarea unor temperaturi de extractie mai ridicate fara o degradare
substantiala a compusului. In acest context, cea mai eficientd extractie a fost obtinutd prin macerare
vibrationala folosind NADES diluat cu 40% apa, atingand o concentratie de 17,34 mg QE/mL (NADES
1:6 cu 40% apa, S/L = 1:5, 45 min), obtinuta printr-o metoda blanda cu potential ridicat pentru aplicatii
sensibile, cum ar fi (dermato)cosmeticele sau produsele farmaceutice.
11.5.2.2.4. Modelarea si optimizarea procesului de extractie cu solventi NADES
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Pentru a modela procesul, a fost utilizatd o combinatie de retele neuronale profunde cu
algoritmul de optimizare SHADE (Success-History based Adaptive Differential Evolution). SHADE
reprezintd o tehnicd avansatd de optimizare evolutiva si functioneaza ca o metaeuristicd bazata pe
populatie care mentine adaptarea parametrilor de control adaptiv printr-un mecanism de memorie
istorica (Tanabe si colab., 2013). Deoarece se bazeaza pe algoritmul Differential Evolution, are patru
operatii fundamentale: initializare, mutatie, incrucisare si selectie.

Schema simplificatd a procedurii generale de modelare si optimizare In combinatie cu
configuratia experimentala este prezentata in Figura I1.5.7. Procedura de modelare este implementata in
Python folosind bibliotecile Keras, Tensorflow si Mealypy.
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Initial experimental data
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Figura 11.5.7. Schema pasilor parcursi in cadrul acestei modelari (Maxim si colab., 2026).

Pentru a determina impactul parametrilor procesului, au fost calculate valorile SHAP (Figura
11.5.9.).

e [N b e

Figura 11.5.9. Valorile SHAP (Maxim si colab., 2026).

Dupa cum se poate observa, cea mai mare valoare corespunde compusului extras, indicand
faptul ca acesta este cel mai influent parametru de proces. Continutul de apa este al doilea parametru ca
influentd; impactul general al datelor aratd ca valorile mai mari tind sd aibd un efect pozitiv asupra
rezultatului. Raportul S/L este al treilea parametru de proces ca influenta. In acest caz, comportamentul
general tinde sa fie pozitiv (productie generala mai mare) pentru valori mai mici. Cu toate acestea, se
observa curbe distincte in raport cu tipul de extractie. Pentru macerare, productia scade pe masura ce
raportul S/L creste, in timp ce pentru sonoextractie, productia creste odata cu cresterea raportului S/L.

Parametrii de proces cu cel mai mic impact sunt reprezentati de temperatura, timp si raportul
solventului NADES. Pentru acesti trei parametri de proces, desi existd diferente individuale, valorile
mai mari tind sa aibd un impact mai mare In comparatie cu cele mai mici valori (Maxim si colab., 2026).

In studiul de optimizare a procesului de extractie s-a lucrat cu acelasi algoritm SADE si s-a
cautat optimul pentru continutul de polifenoli (Figura 11.5.10. ) si pentru flavonoide (Figura 11.5.11.).
Analiza rezultatelor obtinute prin modelare-optimizare prezentate in Figurile I1.5.10 si I1.5.11 (iesirea
Y1 sau Y1 cu rotunjiri) sunt sistematizate in Tabelul I11.5.6., comparativ cu cele rezultate experimental.

Tabel 11.5.6. Continutul de polifenoli si flavonoide obtinut experimental si prin programul de
optimizare
| Compus extras | Experimental | Optimizare |
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Polifenoli, 52,08 (US; S/L=1:5; 60,7 (US; S/L=1:5; solvent NADES cu

mg GAE/mL 1:3 NADES, 15 minute, 25°C) raport molar intre componente de 1:3,36
; 27,75 min; 58,42 °C)

Flavonoide, 17,34 (M; S/L=1:5; NADES 1:6 | 28,6 (US; S/L=1:5; solvent NADES cu

mg QE/mL +40% apa v/v ; 45 minute; 20 °C) | raport molar intre componente de 1:3 ;
24,67 min.; 60 °C)

11.5.2.3. Evaluarea comparativd a celor mai eficiente extracte din A. annua (alcoolice si NADES)

In consecint, in cazul A. annua, s-a efectuat o comparatie intre rezultatele extractiei obtinute
folosind o0 metoda hidroalcoolicd conventionala si cele obtinute cu un sistem NADES pe baza de betaina-
1,3-propanediol (Tabelul 11.5.7.).

Tabel 11.5.7. Continutul de polifenoli si flavonoide in cele mai performante extracte din A. annua in
functie de solventul folosit.

Compus extras Etanol NADES (B:PDO)
Polifenoli, 11,26 (Sx ; S/L=1:5; EtOH 50% | 52,08 (US; S/L=1:5;
mg GAE/mL v/v; 7 zile) 1:3 NADES, 15 minute, 25°C)
Flavonoide, 7,97 (R; S/L= 1:5 EtOH 70% 17,34 (M; S/L=1:5; NADES 1:6 +
mg QE/mL v/v; 90 min) 40% apa v/v ; 45 minute; 20 °C)

Rezultatele prezentate in Tabelul 11.5.6. evidentiaza diferente semnificative in eficienta
extractiei 1n functie de sistemul de solvent si de parametrii operationali, atit in ceea ce priveste TPC, cat
si TFC. In mod notabil, sistemul bazat pe NADES a depisit etanolul, cu o eficienta clar mai mare.
I1.5.3. Evaluarea activititii antioxidante a celor mai performante extracte din A. annua

Pentru a evalua potentialul antioxidant al extractelor din A. annua, similar cu testarea activitatii
antioxidante din A. oleracea, s-au aplicat metodele DPPH si ABTS, descrise detaliat in Capitolul
11.2.3.3. (Materiale si metode).Datele obtinute si sistematizate in Tabelul I1.5.8. au permis evaluarea
modului 1n care solventul utilizat la extractie influenteaza activitatea antioxidanta si au oferit informatii
privind diferentele de reactivitate a probelor fatd de radicalii DPPH si ABTS.

Tabel 11.5.8. Evaluarea activitatii antioxidante pentru o serie de extracte din A. annua

Metoda de Solvent proba Polifenoli DPPH ABTS
extractie/caracteristici viv mg (mg TE/mL (mg TE/mL
GAE/mL extract) extract)
Sx: S/IL=1:5; 7 zile/ EtOH: 50% 11,26 0.32+£0.02 2.22+0.04
US: S/L=1:5; 15 min.; 25°C | NADES 1:3 52,08 0.84 £0.01 2.50 +£0.02
Capitolul 11.6.

Sistem emulsionant cu ingrediente de origine naturala pentru livrarea complexului N-Prolyl
Palmitoyl Tripeptide-56 Acetate — bakuchiol, destinat combaterii stresului oxidativ al pielii

11.6.2. Evaluarea potentialului biologic al asocierii substantelor active utilizate
Evaluarea potentialului biologic al substantelor active luate in considerare pentru a fi introduse
in preparatele cosmetice studiate si anume Bakukiol (BAK) si Peptida Matrixyl® Morphomics (PP56)

s-a facut pentru a evidentia concentratia si combinatia optima in formulare. Astfel, evaluarea activitatii

antioxidante s-a efectuat prin:

» determinarea capacitatii antioxidante cu utilizarea radicalului DPPH: se efectueaza prin metoda
decolorarii radicalului stabil DPPH (2,2, difenil-picril-hidrazil), de catre substante cu caracter
antioxidant din compozitia substantelor active mentionate mai sus.

» determinarea capacitatii de scavenger fata de radicalul cation ABTS: se bazeaza pe neutralizarea
radicalului ABTS de cétre antioxidantii naturali de tipul compusilor polifenolici din compozitia
substantelor active utilizate in formularea preparatelor cosmetice.

38



Claudia BULAI (MAXIM) Rezumat teza de doctorat

» determinarea continutului total de polifenoli (TPC) in baza metodei descrise de anterior (Grochowski
si colab., 2017; Trifan si colab., 2021).
11.6.3. Dezvoltarea vehicolului de livrare
Au fost dezvoltate patru prototipuri de emulsii, cu materii prime de origine naturald, cu
obiectivul initial de a evalua stabilitatea si de a selecta variantele stabile, care ofera totodatd un profil
senzorial optim.

Tabel 11.6.3. Ingrediente utilizate in formularea emulsiilor O/W

Denumire materie prima (INCI) | % | Imagine emulsie
Formula I
Emulgator Polyglyceryl-6 Stearate,Polyglyceryl-6 Behenate 4
Co-emulgator Glyceryl stearate 2
Faza lipofila Euterpe oleracea oil 5
Faza lipofila Oenothera Biennis oil 10
Faza lipofila Punica granatum seed extract 5
Faza hidrofila Rosa Damascene Water 73,2
Agent de texturd Xanthan gum 0,2
Conservant Benzyl alcohol, salicylic acid, glycerin, sorbic acid 0,6
Formula II
Emulgator Cetearyl olivate, sorbitan olivate 5
Co-emulgator Glyceryl stearate 1
Faza lipofila Plukenetia Volubilis Seed Oil 10
Faza lipofila Vaccinium Macrocarpon Seed Oil 10
Faza lipofila Euterpe oleracea oil 5
Faza hidrofila Rosa Damascene Water 68,4
Conservant Benzyl alcohol, salicylic acid, glycerin, sorbic acid 0,6
Formula III
Emulgator Methyl Glucose Sesquistearate 4
Co-emulgator Cetyl Alcohol 3
Faza lipofila Oenothera biennis oil 10
Faza lipofila Punica granatum seed extract 5
Faza lipofila Plukenetia Volubilis Seed Oil 8
Agent de textura Xanthan gum 0,2
Faza hidrofila Rosa Damascene Water 69,2
Conservant Benzyl alcohol, salicylic acid, glycerin, sorbic acid 0,6
Tabel 11.6.4. Concentratii stabilite pentru formulare (Maxim, 2022)
notatie proba Concentratie active
Pentru a nu degrada compusii biologic activi, Bakuchiol si N- -
Prolyl Palmitoygl Tripeptige:56 Ace‘ilte au fost incorporati in Bakukiol TPA
emulsie la o temperatura sub 40 °C. Amestecul este omogenizat 11 0.5 % 0.5 %
manual timp de 2-3 minute, pentru a asigura o dispersie uniforma — 1.2 1% 1%
a ingredientelor in masa emulsiei. Concentratiile substantelor w
active sunt stabilite In conformitate cu intervalele de referinta 13 1% 2%
specificate in fisele tehnice ale ingredientelor furnizate de 21 0,5% 0,5%
producitor. E 29 1% 1%
2.3 1% 2%
3.1 0,5% 0,5 %
$ 3.2 1% 1%
3.3 1% 2%

11.6.4. Testarea stabilititii emulsiilor preparate

Pentru a estima stabilitatea 1n timp a emulsiilor (dermato)cosmetice, au fost realizate mai multe
teste in conformitate cu Ghidul ,,Guidelines on Stability Testing of Cosmetic Products” publicat in 2004
de catre Cosmetics Europe si Cosmetic Toiletry and Fragrance Association (CTFA), incluzand

omogenitatii si controlul microbiologic (Cosmetics Europe si CTFA, 2004).

39



Claudia BULAI (MAXIM) Rezumat teza de doctorat

Rezultatele au demonstrat stabilitate fizico-chimica adecvatd utilizarii dermato-cosmetice.
Valorile pH-ului s-au mentinut in interval compatibil cu pielea, iar testele de centrifugare si vibratie
mecanica nu au evidentiat separarea fazelor. Analiza microscopica optica si electronica a confirmat

omogenitatea si distributia uniforma a fazei dispersate, fara defecte structurale sau contaminari
detectablle prln SEM EDX

)

Figura 11.6.2. Microscopia electronica cu scanare (SEM) a emulsiei E.1.0., E.2.0. si E.3.0. (a, b, ¢)sia
emulsiilor E.1.3., E.2.3 si respectiv E.3.3. (d, e,f)

Aceleasi emulsii au fost caracterizate prin spectroscopie EDX, determinarile fiind realizate in
trei zone distincte de pe suprafata materialului (1 mm?), facdndu-se o medie a valorilor obtinute. Analiza
spectrelor emulsiei fara substante active (Figura 11.6.3a si 11.6.4a) a indicat prezenta elementelor C, O si
N la diferite energii ale razelor X, in timp ce spectrele emulsiei cu substante active (Figura 11.6.3b si
[1.6.4b) au evidentiat o compozitie similara, cu variatii minore datorate incorporarii ingredientelor active
in concentratiile specificate, respectiv 1% BAK si 2% TPA (E.1.3. 51 E.3.3.).
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Figura I1.6.4. Spectrele de raze X cu dispersie energetica

(EDX) ale emulsiei E.3.0. - fara active (a) si emulsiei E.3.3.
- cu active (b).

Figura 11.6.3. Spectrele de raze X cu dispersie energetica
(EDX) ale emulsiei E.1.0. - fara activ (a) si emulsiei E.1.3. -
cu active (b).
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Informatiile obtinute, prezentate in Figura I1.6.2., Figura 11.6.3. si Figura 11.6.4. evidentiaza faptul
ca emulsiile analizate, atat bazele, cat si cele cu active incluse, prezintd o omogenitate si stabilitate
ridicata a fazelor pe durata perioadei de depozitare (Barna si colab., 2023).

11.6.6. Studiul de difuzie in vitro pentru emulsiile obtinute
Rezultatele acestui studiu au fost exprimate dupa cum urmeaza:
(i) polifenoli eliberati iIn SmL din camera receptorului, exprimati in TPC, pg/mL functie de timp;
(i) rata de eliberare a polifenolilor, exprimata in TPC pg/mL/t ;
(iii) eficienta trecerii polifenolilor prin membrana, E%.
In figura I1.6.11. am prezentat rezultatele comparativ pentru cele trei emulsii pentru a le putea
aprecia eficienta.
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Figura I1.6.11. (a) Cantitatea de polifenoli (TPC) eliberati in compartimentul receptor (5 mL) (ug TPC /5 mL) de catre
emulsiile E 1.3., E.2.3. si E.3.3.; (b) viteza de eliberare a polifenolilor in functie de timp (ug TPC/mL/t); (¢ ) eficienta
permeatiei polifenolilor din probele de emulsii: E 1.3., E.2.3. si E.3.3.

Desi studiul aliurii graficelor ar conduce la ideea ca emulsiile au o comportare similara, totusi
din punct de vedere al trecerii polifenolilor prin membrana, in cazul emulsiei E.2.3. (Figura 11.6.11a)
apare o notd discordanta. Astfel se indica o trecere limitata a polifenolilor, cee ace presupune o retentie
predominantd la nivel cutanat. Acest comportament este considerat favorabil din punct de vedere
dermatocosmetic, Intrucdt numeroase studii demonstreazd ca activitatea antioxidantd a compusilor
fenolici se manifesta preponderent la nivelul pielii, in special in stratul dermic, unde neutralizeaza
speciile reactive de oxigen si protejeaza structurile matricei extracelulare (Ratz-Lyko si colab., 2015; de
Lima Cherubim si colab., 2020; Butkeviciute si colab., 2022; Lee si colab., 2022). De asemenea,
instalarea liniaritatii valorilor obtinute pentru substantele active eliberate, sugereaza trei idei distincte:
(1) atingerea starii de echilibru in sistem, pe baza gradientului de concentratie constant dintre cele 2
compartimente (aici pot fi mai multe cauze, nu as intra in detalii ca nici nu le pot proba nici nu stiu care
ar avantaja autorul), (2) irelevanta prelungirii duratei experimentului, (3) importanta reaplicarii unui
dermatoscosmetic dupa un interval de 4-5 ore pentru asigurarea concentratiei in tesut a activelor din
dermatoscosmetice pana la capacitatea optima de rezervor a pielii.

Rezultatele testelor in vitro completeaza investigatiile anterioare si demonstreaza ca emulsiile
poate fi incorporate in noi formulari dermato-cosmetice cu scopul de a reduce stresul oxidativ al pielii.
Obiectivul de a sublinia functionalitatea sistemului de difuzie In contextul utilizarii unei noi emulsii a
fost indeplinit, iar acest studiu serveste ca un prim pas important pentru cercetarile viitoare.

Capitolul 11.7
Integrarea extractelor vegetale ca ingredinte active in sisteme de livrare

dermatocosmetica

11.7.1. Formularea emulsiilor
Emulsiile sunt cele mai adecvate si folosite forme de livrare topica a polifenolilor in piele
datorita capacitatii lor de a solubiliza concomitent compusi lipofili si hidrofili, insa, compozitia emulsiei,
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natura fazei uleioase si tipul emulgatorului, infuenteaza semnificativ patrunderea polifenolilor pana in
stratul tinta (Zillich si colab., 2013).

In prima etapi a studiului, am formulat sase emulsii prototip (Figura 11.7.1.), exclusiv cu
ingrediente de origine naturald in care fazele apoasa si uleioasa au fost mentinute identice ca si
compozitie, diferentierea fiind realizata prin utilizarea unor emulgatori diferiti (Tabel I11.7.1.).

Tabel 11.7.1. Materiile prime folosite in sceenengul emulsiilor preliminare

Denumire INCI Denumire comerciala % Functie
materie prima materie prima ingredient
FAZAA Amaranthus Spinosus Seed Oil Ulei de amarant 5
Faza lipofilda | Psoralea corylifolia Seed Oil Ulei de bakuchi 5
Malus domestica Seed Oil Ulei din seminte de mar 5 Emolient
Solanum Lycopersicum Seed Qil Ulei de tomate 5
Emulgatorii F1: Cetearyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Emulium Dolceea 5
folositi pentru | Jojoba Esters, Helianthus Annuus Seed
cele 6 Wax, Sodium Stearoyl Glutamate, Water,
prototipuri Polyglycerin-3
E2: Behenyl Alcohol (and) Glyceryl Heliosoft 5 Emulgator
Behenate (and) Lecithin
E3: Polyglyceryl-3 Cetyl Ether Emulsol X 5
Olivate/Succinate
E4: Glyceryl Stearate, Cetearyl Alcohol, Plant HP 30 5
Sodium Stearoyl Lactylate
ES: Potassium cetyl phosphate, Cetearyl Amphisol K 2 Emulgator
Alcohol RSPO MB 3 Co-emulgator
E6: Sodium Stearoyl Glutamate Amisoft HS11 5 Emulgator
FAZA B Acmella oleracea Flower Water Hidrolat de Acmella 71,7 Solvent
Faza hidrofila oleracea
Glycerin Glicerina 2 Agent de
conditionare
Lecithin, Sclerotium Gum, Pullulan, Siligel 0,3 Agent de
Xanthan Gum vascozitate
FAZA C Benzyl Alcohol, Salvacosm DB 1 Conservat
Conservant Dehydroacetic Acid

11.7.3.2. Protocol tehnologic de formulare a emulsiilor de tip ulei-in-apd (O/W)
Prepararea emulsiei de tip ulei-in-apa (O/W) s-a realizat printr-un proces etapizat (figura Figura
11.7.2.) cu control strict al parametrilor tehnologici.
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Figura 11.7.2. Succesiunea etapelor tehnologice de preparare a emulsiei dermatocosmetice
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11.7.4. Caracterizarea emulsilor cu extracte vegetale incorporate

Dintre cele sase emulsii - baza testate:
v' baza emulsionatd cu Emulium® Dolcea (Cetearyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Jojoba Esters,
Helianthus Annuus Seed Wax, Sodium Stearoyl Glutamate, Polyglycerin-3) a fost selectata ca baza
optima pentru formularea ulterioara a emulsiilor cu extracte de A. oleracea si A. annua,
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v' baza emulsionanti cu emulgatorul Heliosoft (Behenyl Alcohol, Glyceryl Behenate, Lecithin) a fost
selectata ca baza optima pentru formularea ulterioard a emulsiilor cu extracte vegetale de D. carota
subsp.carota .

in etapa urmatoare, au fost selectate 2 baze pentru incorpoarea extractelor de A. oleracea si A.
annua si D. carota sSubsp .carota.
11.7.4.1. Caracterizarea emulsiilor cu extract de Acmella oleracea

Pentru evaluarea impactului tipului de solvent si a concentratiei extractului de A. oleracea
asupra proprietatilor emulsiei finale am utilizat baza emulsionanta special selectatd (cu Emulium®
Dolcea (Cetearyl Alcohol, Glyceryl Stearate, Jojoba Esters, Helianthus Annuus Seed Wax, Sodium
Stearoyl Glutamate, Polyglycerin-3) in care au fost incorporate separat extractele de A. oleracea obtinute
prin diferite metode de extractie (etanol, 1,3-propanediol si NADES betaina:propanediol).

Analiza preliminara a formularilor a inclus determinarea pH-ului, testarea stabilitatii fizice prin
centrifugare si miscari vibratorii, controlul microbiologic si examinarea microstructurii prin microscopie
optica. Aceste investigatii au oferit o imagine de ansamblu asupra comportamentului initial al emulsilor
si sunt prezentate in Tabelul 11.7.4.

Tabel 11.7.4. Caracterizarea preliminara a emulsilor cu extract de A. oleracea

EMULSII
Parametrii Formula 1, (cu Formula 2 Formula 3 Formula 4
Emulsia baza extract alcoolic (cu extract alcoolic (cu extract in (cu extract in
3%) 5%) propanediol 3%) NADES 3%)
m ! | |
Aspectul F % 2 |
emulsiei dupa ol
centrifugare . .
| A "ﬂ
Aspectul b

emulsiei dupa
testul de vibratii
(vortex)

pH-ul emulsiei
bazd si al

formulelor cu
extractele
incorporate

%

Analiza
organoleptica

Imagini
microscopice
dupa 24 ore de la
prepararea
emulsiei si
depozitare la 25
°C
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Conductivitatea
(mS) masurata
dupa 24 de ore
de la prepararea
emulsiei,
depozitare 25
°C

Testarea
microbiologica
dupd 24 de ore
de la preparare

Testarea
microbiologica la|

30 de zile dupa ( :
preparare - . o . ‘ ‘ ‘

Rezultatele obtinute au demonstrat cd toate formuldrile testate sunt conforme fizico-chimic si
microbiologic pentru produse (dermato)cosmetice. Emulsiile au demonstrat stabilitate fizica la testele
de stres mecanic (centrifugare, vibratii), mentinandu-si omogenitatea structurala si microstructura
internd, confirmata prin microscopie optica. Parametrii pH si conductivitate au variat in functie de tipul
extractului si al solventului utilizat, insd aceste modificari sunt explicabile prin natura solventilor de
extractie si pot fi corectate prin ajustarea pH-ului pentru a asigura compatibilitatea cutanatd. Evaluarea
organoleptica si analiza microscopica a emulsiilor, au pus in evidentd diferente de consistentd si de
dispersie corelate atat cu solventul de extractie, cat si cu parametrii procesului de emulsifiere (turatie,
volum de lot). Din punct de vedere microbiologic, probele analizate au prezentat o incarcatura extrem
de redusa (1 UFC/g in cazul unei singure probe din cele cinci testate), situandu-se mult sub limitele
stabilite de ISO 17516:2014, ceea ce confirma siguranta si conformitatea formularilor.
11.7.4.2. Caracterizarea emulsiilor cu extract de Daucus carota subsp. Carota

Pentru formularile cu extracte de D. carota, s-a utilizat aceeasi baza de ingrediente ca 1n cazul
emulsiilor cu A. oleracea, singura diferentd fiind inlocuirea sistemului emulsifiant. In acest caz,
emulsifiantul selectat a fost Heliosoft® (Lucas Meyer Cosmetics, Franta), un emulsifiant lamelar bland,
ideal pentru formuldri naturale, versatile, pentru sensibilitate cutanata crescuta.

Pentru emulsiile obtinute cu extracte de Daucus carota subsp. carota, au fost aplicate aceleasi
metode de caracterizare utilizate si pentru emulsiile cu A. oleracea si anume: determinarea pH-ului si a
conductivitatii, teste de stabilitate fizica (centrifugare si vibratii), controlul microbiologic si analiza
microstructurald prin microscopie optica, rezultatele fiind prezentate in Tabelul I1.7.6.

Tabel 11.7.6. Caracterizarea preliminara a emulsilor cu extract de D. carota subsp. carota

EMULSII
Parametrii ) Formula 1 Formula 2 i Formula?:
Emulsia baza cu 3% extract cu 5 % extract in cu 3% extract in 1,3
alcoolic alcoolic propanediol
1™ | B " |
4
uzh' !”u == s
Aspectul emulsiei L) - g
dupa centrifugare .
v

44



Claudia BULAI (MAXIM) Rezumat teza de doctorat

Aspectul emulsiei
dupa testul vortex

pH-ulu bazei si
emulsiilor cu
extracte Incorporate

Analiza
organoleptica

Imagini
microscopice dupa
24 ore de la
prepararea emulsiei
si depozitare la
25°C

Conductivitatea
(mS) masurata dupa
24 deoredela
prepararea emulsiei
si
depozitare la 25
°C

Testarea
microbiologica la 24
de ore dupa
preparare

Testarea
microbiologica la 30
de zile dupa
preparare
si depozitare la 25
°C

in ansamblu, rezultatele obtinute pentru emulsile formulate cu extracte de D. carota subsp. carota
confirméd stabilitatea fizico-chimica, structurald si microbiologica a sistemului emulsionant bazat pe
Heliosoft®. Formularile s-au mentinut conforme la testele de stres mecanic si au prezentat valori ale
pH-ului incadrate in intervalul fiziologic cutanat, fard a necesita ajustari suplimentare. Conductivitatea
foarte redusd, explicabild prin compozitia neionicd a emulgatorului, sustine caracterul slab ionic al
sistemului si stabilitatea coloidald asociatd. Evaluarea organolepticd si analiza microscopicd au
confirmat omogenitatea si integritatea microstructurii. Din punct de vedere microbiologic, aparitiile
punctuale ale unor colonii izolate nu au relevanta practica, iar incarcatura microbiana totala s-a mentinut
mult sub limitele impuse de ISO 17516:2014, ceea ce demonstreaza eficienta sistemului conservant si
siguranta utilizarii produselor.
11.7.4.3. Caracterizarea emulsiilor cu extract de Artemisia annua
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Pentru obtinerea emulsiilor cu extracte de Artemisia annua (A. annua) am utilizat aceeasi baza
emulsionanta utilizata si pentru A. oleracea. Scopul studiilor preliminare a fost evaluarea initiala a
stabilitatii emulsiilor. Astfel, am preparat 3 variante de emulsii: emulsia baza si emulsiile in care au fost
incorporate extracte le hidroalcoolice si extracte obtinute in NADES (betaina: propanediol), conform
tehnicii de preparare descrise anterior (Tabel 11.7.7.). Rezultatele initiale ale testelor fizico-chimice si
microbiologice obtinute pentru emulsiile in care au fost incorporate extracte de A. annua, sunt prezentate
in Tabel 11.7.8.

Tabel 11.7.8. Determinari fizico-chimice si microbiologice initiale asupra emulsilor cu extract de A. annua

EMULSII
Parametrii Emulsia bazi Formula 1 Formula 2
(extract alcoholic 3%) (extract in NADES 3%)
-
- - "

Aspectul emulsiei dupd
centrifugare

B . %»i
|

Aspectul emulsiei dupa
testul vortex

pH-ul emulsiei de baza si
al formulelor cu extractele
incorporate

Analiza organoleptica

Imagini microscopice dupa
24 ore de la prepararea
emulsiei, depozitare 25 °C

Masurarea conductivitatii,
mS dupa 24 de ore de la
prepararea emulsiei,

depozitare 25 °C
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Testarea microbiologicd la
24 de ore dupa preparare

Testarea microbiologica la
30 de zile de la preparare

Emulsiile cu extracte de A. annua au demonstrat o stabilitate fizico-chimica si structurala buna,
confirmata prin testele de stres mecanic, evaludrile pH-ului si conductivitatii, analiza organoleptica si
examinarea microscopica. Toate formularile au prezentat un profil senzorial placut si o microstructura
omogena, fara semne de instabilitate. Valorile pH-ului au depasit usor intervalul fiziologic al pielii, ceea
ce sugereaza necesitatea ajustarii acestui parametru pentru compatibilitate cutanata. Din punct de vedere
microbiologic, rezultatele au fost conforme si confirma eficienta sistemului conservant utilizat.

11.7.5. Evaluarea microbiologici a emulsiilor formulate cu extracte vegetale

Analizele microbiologice au fost efectuate pentru microorganismele aerobe mezofile (numar
total de germeni aerobi viabili si numar total de drojdii si mucegaiuri), conform unui protocol adaptat
dupa ISO 18415:2017. Determinarile au fost realizate la 24 de ore de la prepararea si ambalarea emulsiei
si repetate la 30 de zile de pastrare la temperatura camerei. Toate etapele controlului microbiologic s-au
desfasurat intr-o hotd cu flux laminar (Steril Helios MI2754b, Milano, Italia). Spatiul de lucru si
recipientele au fost dezinfectate cu o solutie apoasa continand 1% HCIl si 70% etanol. Toate probele au
fost analizate in triplicat, fiind efectuat in paralel si controlul sterilitatii mediilor de cultura.

Rezultatele obtinute reflectd conformitatea microbiologica a tuturor emulsilor analizate, cu
incércaturi bacteriene mult sub limitele previzute de ISO 17516:2014 si absenta agentilor patogeni
restrictionati. Eficienta conservantului folosit (alcool benzilic si acid dehidroacetic, 1%) a mentinut
probele sterile pe termen scurt si lung, chiar in conditiile utilizarii unor extracte vegetale obtinute in
laborator de cercetare, fara flux de igiena standard pentru un spatiu de productie, in conditii susceptibile
de contaminare. Mai mult, stabilitatea microbiologica observata sustine rolul protector intrinsec al
solventilor de extractie (etanol, 1,3-propanediol si NADES), care au contribuit nu doar la eficienta
procesului de extractie, ci si la conservarea extractelor.

11.7.6. Evaluarea activitatii antioxidante a emulsiilor

In cazul produselor (dermato)cosmetice finite de tip emulsie (O/W sau W/O), aplicarea directi a
metodelor DPPH si ABTS nu este posibild, din cauza naturii lor heterogene si a turbiditatii, care
genereaza interferente optice majore la lungimile de unda de interes. Pentru a depasi aceste limitari,
literatura de specialitate recomanda utilizarea unui pas premergator de extractie a formularii. Astfel,
antioxidantii prezenti in emulsie sunt transferati intr-o solutie limpede, compatibild cu tehnicile
spectrofotometrice. Pentru testarea activitatii antioxidante, au fost selectate 5 emulsii reprezentative (3
emulsii cu extract de A. oleracea si 2 cu extract de A. annua), in functie de valoarea relevanta a activitatii
antioxidante a extractelor brute (figura 11.7.3.).

Rezultatele obtinute au fost sintetizate in Tabelul 11.7.9. unde sunt redate atat continutul total
de polifenoli si flavonoide din extractele utilizate Tn emulsii, solventii folositi pentru extractie,
cat si activitatea antioxidanta emulsiilor.

Tabel 11.7.9. Continutul total de polifenoli si flavonoide al extractelor si solventii utilizati, corelat cu activitatea
antioxidanta (DPPH, ABTS) a emulsiei formulate cu acestea

Notatie Solvent probi Polifenoli mg Flavonoide DPPH ABTS
proba* viv GAE/mL mg QE/mL | (mg TE/100 g emulsie) (mg TE/100 g
emulsie)
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1. Baza Fara extract - - 32.46 +1.50 142.80 £ 5.25

2. F1A EtOH 30% 3,798 4,49 51.84 £1.30 178.56 £ 3.62

3. F3A 1,3 PDO 60% 3,386 3,03 28.88 +£1.83 206.14 + 5.66

4. F5A NADES, 1:3 8,37 9,46 36.53 £1.67 171.78 £ 6.80
betaina-PDO

5.F1AA EtOH 50% 11,26 7,97 126.53 £1.19 318.79+£2.91

6.F2AA NADES, 1:3 22,63 17,34 20.73 £0.93 284.44 +4.79
betaina-PDO

*Notatii tabel: 1. baza de emulsie; 2. emulsie cu extract alcoolic A. oleracea; 3. emulsie cu extract in 1,3-propanediol (PDO)
a A. oleracea; 4. emulsie cu extract in NADES a A. oleracea; 5.emulsie cu extract alcoolic de A. annua; 6. emulsie cu extract
in NADES A. annua

Aceste rezultate confirma ca solventul utilizat pentru extractie joaca un rol determinant nu doar
asupra continutului de compusi fenolici ci si asupra modului in care activitatea antioxidanta a acestora
se exprima 1n emulsii cosmetice. Astfel ca ca activitatea antioxidanta a produsului cosmetic finit nu
depinde doar de continutul total de polifenoli al activelor incorporate, ci si de accesibilitatea si
reactivitatea acestora in functie de natura solventului si de tipul radicalilor utilizati.

11.7.7. Testarea permeabilitatii cutanate in vitro utilizind celula Franz
11.7.7.2. Determinarea permeabilitatii formularilot cu extracte de Acmella oleracea

Rezultatele testelor de permeatie cu celula Franz au aratat diferente marcante intre emulsii,
diferente ce pot fi explicate printr-o combinatie de factori: compozitia extractelor, natural solventului de
extractie, natura vehiculului de livrare (emulsia), vascozitatea fazei continue si modul in care acestea
influenteaza difuzia termodinamica a polifenolilor si flavonoidelor.

Rezultatele obtinute arata ca solventul de extractie si vehiculul de livrare influenteaza decisiv
permeatia polifenolilor din A. oleracea. Extractul hidroalcoolic a prezentat o permeatie rapida si
constant, favorizati de etanol si de compusii mici si lipofili. In cazul extractului in 1,3-propanediol,
permeatia a fost mai lenta si selectiva, limitatd la flavonoizi, din cauza vascozitatii si interactiunilor
solut—solvent. Pentru extractul in NADES, permeatia a fost foarte slab detectabila, cu valori negative
initiale, ceea ce sugereaza retentie locala crescutd in epiderma si derm. Acest comportament confirma
nu doar rolul NADES ca solventi verzi de extractie, ci si potentialul lor de a functiona ca vehicule
selective, capabile sa moduleze diferentiat livrarea substantelor active: polifenolii sunt retinuti local,
constituind un rezervor antioxidant, n timp ce molecule precum spilantholul pot difuza mai departe,
pana la nivel dermic, unde si exercitd efectul miorelaxant.
11.7.7.3. Determinarea permeabilititii formularilor cu extracte de D. carota Subsp. carota

Comportamentul emulsiilor cu extract hidroalcoolic de D. carota subsp. carota a urmat un
tipar foarte asemanator cu cel observat pentru A. oleracea, ceea ce sugereaza ca diferentele majore de
permeatie nu sunt dictate doar de compozitia fitochimica specifica, ci mai ales de tipul de solvent in care
este realizat extractul vegetal si de vehiculul de livrare (emulsia). In ambele cazuri, extractele
hidroalcoolice au prezentat permeatie clara si constanta a polifenolilor si flavonoidelor (Figura I1.7.6.).
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Figura 11.7.6. (a) Cantitatea de polifenoli (TPC) eliberati in compartimentul receptor (5 mL) de catre emulsia cu
extract hidroalcoolic de D. catota subsp. Carota (mg TPC /5 mL -linia continud) si viteza de eliberare a
polifenolilor (mg TPC /mL/t -linia punctatd), in functie de timp. (b) Eficienta permeatiei polifenolilor din
emulsie (E%)
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Pentru emulsia cu 3% extract in 1,3 propanediol, valorile pentru polifenoli au ramas negative

pana la minutul 180, fiind detectati abia la 240 min (0,075), cu o crestere modesta ulterior (0,140 la 360
min). Acest profil indicd o permeatie foarte lentd, cu un timp de intdrziere considerabil si o
disponibilitate redusd a polifenolilor la interfata piele—vehicul. in schimb, flavonoidele au fost
detectabile inca de la primele prelevari si au ardtat o crestere constanta, ajungand la valori de 0,272—
0,266 spre final, ceea ce arata ca anumite fractiuni flavonoidice, mai ales agliconii, au capacitatea de a
difuza chiar si printr-un vehicul polar si vascos precum 1,3-propanediolul (Tabel 11.7.11).
11.7.7.4. Determinarea permeabilititii pentru formularile cu extracte de A. annua

In cazul emulsiei cu extract hidroalcoolic de A. annua, compusii polifenolici au traversat piclea
de pui intr-un ritm sustinut, inca din primele momente ale experimentului. Acest comportament
confirma ca solventul hidroalcoolic favorizeaza atit eliberarea din matrice, cat si patrunderea prin stratul
cornos, datoritd efectelor bine-cunoscute ale etanolului: reducerea rezistentei difuzionale a emulsiei,
modificarea organizarii lipidice a barierei cutanate si cresterea concentratiei locale a solutului la
interfatd. Nivelurile ridicate inregistrate chiar si dupa 6 ore arata ca sistemul a reusit sa mentind un flux
constant, combinand efectul initial de accelerare indus de etanol cu formarea unui depozit cutanat care
alimenteaza difuzia in timp (Figura 11.7.5.).
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Figura I1.7.7. (a) Cantitatea de polifenoli (TPC) eliberati in compartimentul receptor (5 mL) (mg TPC /5 mL-
linia continud) si viteza de eliberare a polifenolilor (mg TPC /mL/t -linia punctata), in functie de timp; (b)
Eficienta permeatiei polifenolilor din emulsie (E%)

in schimb, emulsia formulati cu extractul in NADES a aritat un cu totul alt tipar: valorile pentru
polifenoli au ramas la limita de detectie, dupa primele doua intervale de timp negative, dar nu au conturat
o evolutie cumulativa clara (Tabelul 11.7.11.).
11.7.7.5. Concluzii privind testarea permeabilitatii emulsiilor cu extracte vegetale cu celula Franz

Rezultatele testelor de permeatie prin celula Franz au demonstrat ca tipul de solvent de extractie
si natura vehiculului de livrare influenteazd decisiv disponibilitatea cutanatd a polifenolilor si
flavonoidelor. Pentru toate cele trei plante studiate, (A. oleracea, D. carota subsp. carota si A. annua),
extractele hidroalcoolice au prezentat o permeatie rapida si constanta, cu o valoare totusi mica, datorata
atat efectului etanolului cat si a naturii polifenolilor din compozitie. Emulsiile cu extracte in 1,3-
propanediol au aritat o permeatie redusd si intarziata, limitatd la anumite flavonoide, efect posibil
explicat prin vascozitatea vehiculului si interactiile solut—solvent. Emulsiile formulate in NADES au
prezentat valori la inceput sub limita de cuantificare, mai apoi o cuantficare foarte redusa, ceea ce poate
sugera o retentie locala a polifenolilor in straturile cutanate, un comportament care poate fi considerat
avantajos pentru formuldrile cosmetice si dermatocosmetice orientate catre actiune topicd, sustinutd, cu
risc minim de absorbtie sistemica.
11.7.9. Evaluarea citotoxicitatii si viabilitatii celulare a formulirilor cu extracte vegetale de
Acmella oleracea si Artemisia annua

Pentru fundamentarea profilului de sigurantd al extractelor selectate, incluse in emulsii, a fost

utilizat un set complementar de teste in vitro pe fibroblaste dermice umane adulte (HDFa), un model
celular cu relevanta directd pentru expunerea cutanatd. Testul MTT evalueaza viabilitatea celulara prin
cuantificarea activitatii dehidrogenazelor mitocondriale, oferind un indicator robust al integritatii
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metabolismului oxidativ si al capacitatii celulelor de a reduce sarurile tetrazolice la formazan insolubil.
(Barile si Cardona 1998; Bulbule si colab., 2019). in paralel, evaluarea morfologiei celulare prin
microscopie fluorescenta si colorare cu calceind-AM ofera informatii complementare testului MTT,
evidentiind integritatea membranei celulare si activitatea esterazelor intracelulare, parametri esentiali
pentru aprecierea stdrii functionale a celulelor (Vasilaki si colab., 2024).

Aceasta abordare a permis detectarea atdt a modificarilor fenotipice asociate stresului celular
(precum retractia citoplasmei, pierderea extensiilor sau alterarea atasarii), cat si a afectdrii severe a
viabilitatii celulare. Corelarea rezultatelor obtinute din testul MTT cu cele provenite din analiza
calceinei-AM si inspectia morfologica reduce riscul de interpretari eronate asociate utilizarii unei
singure metode. Cele cinci emulsii testate (Tabel 11.7.11) au integrat extracte de A. oleracea si A. annua,
obtinute 1n solventi diferiti (etanol, 1,3-propanediol si NADES), selectia acestora avand ca scop inclusiv
investigarea extinsa a impactului solventului asupra viabilitatii celulare.

Tabel 11.7.11. Emulsiile selectate pentru testarea citotoxicitatii si viabilitatii celulare

Notatie Planta Solventul folosit pentru Procent de
proba extractie, v/v extract in
emulsie
1. F1A A. oleracea EtOH 30% 5
2.F1B (Maxim si colab., 2025b) 1,3 PDO 60% 5
3. F5A NADES (1:3 betaina-PDO) 3
4.F1AA A. annua EtOH 50% 3
5.F2AA A. annua NADES (1:3 betaina-PDO) 3

*PDO - 1,3 propendiol

Se poate observa din Figura I1.7.8. faptul ca extractele testate nu prezinta efecte citotoxice asupra
fibroblastelor, viabilitatea celulara inregistrand valori de peste 95% comparative cu celulele de control,
neexpuse extractelor, pentru toate cele 3 concentratii testate, in cele trei zile de testare.
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Figura 11.7.8. Testarea viabilitatii celulare folosind testul MTT
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Aceste valori ridicate ale absorbtiei MTT sugereaza pastrarea activitatii mitocondriale si absenta
afectarii metabolice semnificative, ceea ce indica o tolerabilitate celulara buna a extractelor, indiferent
de solventul utilizat pentru obtinerea acestora (etanol, 1,3-propanediol sau NADES). Prin urmare,
rezultatele confirma faptul ci extractele vegetale integrate in emulsii, in concentratii uzuale pentru
aplicatii dermato-cosmetice, nu afecteaza viabilitatea fibroblastelor si pot fi considerate non-citotoxice
in conditiile testului MTT.
11.7.9.2. Evaluarea morfologiei celulare

Pentru evaluarea efectelor extractelor testate asupra morfologiei celulare, celulele HDFa au fost
cultivate si distribuite in placi de 48 de godeuri, in aceleasi conditii ca cele prezentate pentru testul MTT.
Acestea au fost expuse la cele 3 concentratii (10 pl, 30 pl, 50 pl) timp de 72 h dupa care s-a evaluat
morfologia si viabilitatea celulard prin colorarea cu calceind AM.

Rezultatele obtinute in urma evaluarii morfologiei celulare, prezentate in Figura 11.7.9 si
11.7.10., arata ca fibroblastele HDFa expuse la emulsiile testate nu prezintd modificari semnificative fata
de celulele martor, neexpuse. Morfologia celulara a fost pastratd in toate conditiile analizate, indiferent
de tipul de emulsie si concentratia utilizatd. Celulele au ramas bine aderente la substrat, au prezentat o
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forma tipica fusiforma, extensii citoplasmatice bine conturate si nuclei rotunzi, omogeni, fara semne de

condensare sau fragmentare
Figura I1.7.9. Evaluarii morfologiei celulare pentru formulele F1A si F1B cu extract de 4. oleracea (Maxim
si colab., 2025b)
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Figura 11.7.10. Evaluarii morfologiei celulare pentru formulele F1AA si F2AA cu extract de A. annua si
formula F5A cu extract de 4. oleracea
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Capitolul 11.8.
Transpunerea rezultatelor cercetarilor sub forma de produs pe piata economica

11.8.2. Introducerea pe piata din Uniunea Europeana a produselor (dermato)cosmetice

Introducerea pe piata din Uniunea Europeana a produselor (dermato)cosmetice este reglementata
de Regulamentul (CE) nr. 1223/2009 privind produsele cosmetice, adoptat in 2009 si intrat in vigoare
la 11 iulie 2013. Acesta cuprinde mai multe cerinte referitoare la siguranta, etichetarea si Persoana
Responsabilad de punerea pe piatd, proces ce include mai multe etape esentiale (Regulamentul (CE) nr.
1223/2009, 2009) (Figura 11.8.1.).

Astfel, formularea produsului (dermato)cosmetic trebuie sa respecte listele de substante interzise
sau restrictionate si sd includa doar ingrediente permise, acestea regasindu-se in Anexa II (substantele
interzise complet), Anexa III (substantele restrictionate) si Anexele Anexele IV-VI (conservantii,
colorantii si filtrele UV).
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Figura 11.8.1. Etapele de dezvoltare si lansare a unui produs cosmetic (adaptare dupa Cosmetics Business,
,Streamlining regulatory throughout product development”, 2021)

11.8.4. Translatia cercetarii in produse (dermato)cosmetice finite

Figura 11.8.2. Forma finala a produsului cosmetic introdus pe piaté piatd cu denumirea comerciald de Phyto
Retinol

Formula finald a emulsiei prezentate in Capitolul 11.6. a fost transpusa in produs finit si introdusa
pe piatd sub denumirea comerciald Phyto-Retinol, ca emulsie (dermato)cosmetica de origine naturala
Palmitoyl Tripeptide-56 Acetate in asociere cu bakuchiol.

Pornind de la rezultatele obtinute in cadrul studiului asupra extractelor din A. oleracea, aceste date
au constituit fundamentul dezvoltirii unei linii dedicate pielii mature, lansatd sub denumirea
Spilanthéra™. Gama este 1n acest stadiu formatd din doua produse complementare o emulsie de zi si
o emulsie pentru zona perioculard, produse ce care urmeaza sa parcurgad etapele finale in vedereca
introducerii pe piata.
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Aceasta linie valorifica proprietatile neuromodulatoare ale spilantholului cunoscute in literatura
de specialitate sub denumirea de ,botox-like” precum si capacitatea antioxidantd a extractelor,
evidentiate in studiile experimentale din capitolele anterioare. Conceptul formulativ urmareste o
abordare integrata a proceselor de imbatranire cutanata, prin reducerea stresului oxidativ, diminuarea
micro-tensiunilor musculare subdermice, sustinerea fermitatii pielii si imbunatatirea calitatii texturale si
expresive a tegumentului, cu scopul de a restabili aspectul uniform, suplu si luminos al pielii.

In mod similar, rezultatele obtinute asupra extractelor din D. carota subsp. carota si A. annua,
analizate in cadrul tezei din perspectiva profilului fitochimic, capacitatii antioxidante si potentialului de
modulare a raspunsurilor inflamatorii, constituie baza dezvoltarii unor viitoare game dermatocosmetice
dedicate tipurilor de piele sensibild, reactiva sau expusa stresului oxidativ.

Capitolul 11.9.
CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE

Teza s-a axat pe investigarea unor strategii de obtinere si valorificare a extractelor vegetale, avand ca
punct de plecare selectarea unor specii cu potential bioactiv relevant si continuand cu optimizarea
proceselor de extractie in vederea obtinerii unor ingrediente functionale compatibile cu aplicatiile
dermatocosmetice. Demersul experimental a urmarit:

»  Evidentierea modului in care parametrii de extractie si natura solventului influenteaza compozitia
fitochimica si activitatea biologica a extractelor,

»  Comportamentul acestora in sisteme de formulare complexe.

In concordanti cu obiectivul general al tezei, cercetarea s-a axat pe obtinerea si caracterizarea
unor extracte vegetale obtinute din Acmella oleracea, Daucus carota subsp. carota si Artemisia annua,
in vederea valorificarii acestora ca ingredinte active ,,ready to use’’, in aplicatii de cosmetica activa,
demers sustinut de obiectivele stabilite.

In acest context, cercetarea valorifica solventi emergenti, precum sistemele NADES, selectati
pentru capacitatea lor de a influenta nu doar eficienta extractiva, ci si stabilitatea si comportamentul
functional al extractelor in formulari dermatocosmetice.

Demersul experimental a inclus obtinerea si caracterizarea extractelor vegetale, formularea
sistemelor de livrare sub forma de emulsii si investigarea proprietétilor functionale relevante, cu accent
pe stabilitate, activitate antioxidanta, sigurantd microbiologica si permeatie cutanata.

Pentru atingerea obiectivului general, cercetarea a fost structuratd pe mai multe directii
complementare, incluzand caracterizarea botanicd si fitochimicd a speciilor vegetale studiate,
optimizarea proceselor de extractie utilizdnd solventi compatibili cu aplicatiile dermatocosmetice si
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evaluarea parametrilor de extractie. Compozitia fitochimica si activitatea antioxidanta a extractelor
obtinute au constituit criterii esentiale pentru selectia acestora In vederea integrarii n sisteme de livrare
cutanata.

Ulterior, extractele selectate au fost incorporate in emulsii O/W, acestea fiind ulterior evaluate
din punct de vedere al stabilitatii fizico-chimice, sigurantei microbiologice si capacitatii antioxidante.
Investigarea permeatiei si retentiei cutanate, completata de testele de citotoxicitate, au permis aprecierea
relevantei biologice si a sigurantei in contextul aplicarii topice. Corelarea parametrilor fitochimici,
biologici si de formulare au constituit etapa finald a demersului experimental, orientata spre identificarea
extractelor cu potential optim pentru utilizare in cosmetica activa.

Prin abordarea integrativa propusd, prezenta teza contribuie la extinderea cunoasterii existente
prin corelarea sistematica a parametrilor de extractie, a compozitiei fitochimice si a comportamentului
extractelor vegetale in sisteme de livrare topica, oferind o perspectiva aplicativa asupra modului in
care aceste extracte isi pot exprima eficienta biologica in conditii reale de formulare dermatocosmetica.

In ansamblu, teza contureazi o schimbare de paradigmid in designul produsului
dermatocosmetic, abordand extractele vegetale nu ca simple surse de compusi bioactivi, ci ca elemente
functionale integrate intr-un sistem coerent, In care procesul de obtinere, formularea si evaluarea
biologica sunt interdependente si determinante pentru performanta finala a produsului.

11.9.7. Concluzii Finale

v Studiul realizat a demonstrat ca plantele selectate (Acmella oleracea, Artemisia annua si Daucus
carota subsp. carota) reprezinta surse valoroase de compusi bioactivi, cu relevanta reala pentru aplicatii
dermatocosmetice orientate spre combaterea stresului oxidativ cutanat.

v' Metodele de extractie aplicate au permis obtinerea unor extracte bogate in polifenoli si flavonoide,
cu profiluri distincte in functie de solventul utilizat, evidentiind rolul determinant al solventului asupra
compozitiei si comportamentului biologic ulterior al extractelor.

v'  Integrarea extractelor vegetale obtinute experimental in emulsii, ca sisteme de livrare, a fost
realizatd cu succes, farda a compromite stabilitatea fizico-chimicd a formuldrilor, confirmand
compatibilitatea extract—vehicul in conditii dermatocosmetice.

v' Evaluarea activitatii antioxidante a aratat ca eficienta antioxidantd a produsului finit nu este
determinatd exclusiv de continutul total de polifenoli, ci de mésura in care acesti compusi sunt
disponibili si pot participa efectiv la reactiile antioxidante in cadrul emulsiei formulate.

v Solventul de extractie influenteaza decisiv modul in care activitatea antioxidanta a extractelor se
exprima dupa formulare, conducand la profile antioxidante diferite in produsul dermatocosmetic final.
v Testele de permeatie in vitro au evidentiat cé, in emulsiile formulate care contin extracte obtinute
in NADES si 1,3-propanediol, profilurile distincte de permeatie transcutanata si retentie locald rezulta
dintr-un cumul de factori, incluzand natura solventului, distributia compusilor bioactivi in emulsie si
interactiunile extract—emulsie, care influenteaza mobilitatea si disponibilitatea acestora la nivel cutanat.
v" Din perspectivd dermatocosmetica, retentia controlatd a compusilor antioxidanti in straturile
cutanate superficiale s-a dovedit un rezultat favorabil, sustindnd o actiune locala eficienta si reducerea
riscului de absorbtie sistemica.

v" Rezultatele obtinute aratd cad utilizarea sistemelor NADES influenteaza distributia cutanatd a
compusilor bioactivi dupa formulare, generand profile distincte de permeatie si retentie locala, cu
relevanta directd pentru dezvoltarea formularilor dermatocosmetice functionale.

v Evaluarea sigurantei biologice a indicat ca extractele obtinute in NADES si 1,3-propanediol,
integrate in emulsii, sunt bine tolerate de fibroblastele dermice umane, fara efecte citotoxice sau
modificari morfologice semnificative, sustindnd utilizarea acestor solventi neconventionali in formulari
dermatocosmetice.
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v' Corelarea rezultatelor de viabilitate celulard cu cele de stabilitate si permeatie confirma ca
formularile dezvoltate 1Indeplinesc cerintele fundamentale de sigurantd pentru utilizare
dermatocosmetica.

v' Abordarea experimentald integrata, care a combinat extractia, formularea, evaluarea functionala si
testarea biologica, a permis o validare coerentd a extractelor ca ingrediente active Tn emulsiile
dermatocosmetice si sustin ideea ca formularea este un factor cheie in transformarea unui extract vegetal
dintr-un simplu amestec biochimic intr-un ingredient activ cu eficientd demonstrabila la nivel cutanat.
v' Rezultatele fimnale ale cercetarii demonstreaza ca utilizarea sistemelor NADES, alaturi de solventi
alternativi precum 1,3-propanediol, permite nu doar optimizarea proceselor de extractie, ci si controlul
comportamentului biologic al compusilor bioactivi dupa integrarea in emulsii dermatocosmetice. Prin
optimizarea formularii, au fost dezvoltate produse dermatocosmetice stabile si bine tolerate, fara efecte
citotoxice la dozele studiate, bogate in compusi bioactivi, cu activitate antioxidanta relevanta si profiluri
controlate de permeatie si retentie cutanata.

v Prin corelarea etapelor de extractie, formulare si evaluare biologica, studiul creeazi un cadru
coerent pentru transferul rezultatelor din cercetare catre dezvoltarea de produse dermatocosmetice
functionale, cu potential de valorificare economica, compatibile cu cerintele actuale de siguranta,
stabilitate si eficientd functionala.

11.9. 8. Perspective

v Datele obtinute sugereaza ca solventii NADES pe baza de 1,3-propanediol pot avea un rol extins
in formularile (dermato)cosmetice, dincolo de functia de solvent de extractie. Integrarea acestora in
sisteme de livrare si evaluarea lor prin studii microbiologice, senzoriale si de consolidare a stabilitatii
reprezintd directii viitoare relevante pentru aprofundarea contributiei lor la stabilitatea si functionalitatea
produselor finale.

v' Limitarile testelor clasice DPPH si ABTS in caracterizarea extractelor obtinute cu solventi
emergenti, precum NADES si 1,3-propanediolul, evidentiazd necesitatea identificarii si adaptarii unor
metode complementare de evaluare a activitatii antioxidante. Astfel de abordari ar permite o
caracterizare mai fideld a activitdtii antioxidante atat la nivelul extractelor, cat si al formularilor
emulsionate, surprinzand mai adecvat complexitatea si functionalitatea sistemelor dezvoltate.

v" Rezultatele obtinute sustin necesitatea unor studii viitoare dedicate evaluarii comportamentului
cutanat diferentiat al polifenolilor si spilantholului din Acmella oleracea vehiculati in sisteme NADES,
prin modele ex vivo si celule Franz, pentru aprofundarea mecanismului selectiv de livrare sugerata.

v' Abordarea extractelor obtinute in NADES ca ingrediente cu functionalitate orientata (,,delivery-by-
design”) poate constitui o directie de dezvoltare In dermatocosmetica, in care modul de livrare cutanata
este influentat inca din etapa de extractie, si nu exclusiv in formularea finala. In acest context, NADES
ar putea deveni parte activa a ingredientului, contribuind la stabilitatea si disponibilitatea cutanatd a
compusilor bioactivi, iar ajustarea compozitiei sale ar permite conturarea unor profile de livrare
anticipate si reproductibile.

v Integrarea NADES ca parte functionald a ingredientului activ deschide perspectiva simplificarii
arhitecturii formulelor, prin reducerea numarului de excipienti necesari pentru stabilizare, solubilizare
sau conservare. Aceastd abordare ar putea contribui la optimizarea costurilor si a robustetii tehnologice
a produsului finit.

v" Evaluarea formularilor pe subiecti umani constituie o directie viitoare relevanta pentru verificarea
comportamentului cutanat al ingredientelor dezvoltate, in special din perspectiva tolerantei,
acceptabilitatii si coerentei cu mecanismele de livrare sugerate de studiile experimentale.

v' Dezvoltarea unor formulari complexe prin asocierea extractelor obtinute in NADES cu alte
ingrediente active complementare reprezintd o directie viitoare relevanta pentru extinderea aplicabilitatii
acestora in produse (dermato)cosmetice.
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v Investigarea comportamentului cutanat al extractelor NADES 1in vehicule de livrare diferite de
emulsiile clasice, incluzand geluri, sisteme filmogene, sisteme anhidre, sau nanoemulsiii, poate
contribui la clarificarea relatiei dintre matricea formularii si permeabilitatea cutanatd a compusilor
bioactivi.

v' Explorarea proprietatilor biologice de interes farmacologic ale extractelor studiate, in corelatie cu
compozitia si modul de livrare.

v" Dezvoltarea de noi produse pe baza acestor extracte si punerea lor pe piata individual sau ca parte
a unor game de produse.
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ABTS — testul de captare a radicalilor 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolind)-6-sulfonic
B — betaina

BAK — bakuchiol

CTFA — Cosmetic Toiletry and Fragrance Association

DES - solventi eutectici profunzi (Deep Eutectic Solvents)

DPPH — testul 1,1-difenil-2-picrilhidrazil

EDX — spectroscopia cu raze X cu dispersie de energie

FTIR — spectroscopie 1n infrarosu cu transformata Fourier

GAE - echivalent acid galic

HBA — acceptor de legaturi de hidrogen

HBD — donor de legaturi de hidrogen

HDFa — fibroblaste dermice umane adulte

HPLC — cromatografie lichida de inalta performanta

ICP-OES — Spectrometrie de emisie optica cu plasma cuplata inductiv
IL — lichide ionice

INCI — Nomenclatorul International al Ingredientelor Cosmetice
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M — macerare

MTT — test de viabilitate celulara bazat pe reducerea sarii tetrazoliu
MUS —macerare urmata de ultrasunete

NADES - solventi eutectici profunzi naturali (Natural Deep Eutectic Solvents)
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PDO - 1,3-propanediol

PP56 — N-Prolyl Palmitoyl Tripeptide-56 Acetate
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R — refluxare

S/L — raport solid/lichid

SEM — microscopie electronicd de scanare

SHADE- Success-History based Adaptive Differential Evolution
Sx — extractie Soxhlet

TFC — continut total de flavonoide

TPC — continut total de polifenoli
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US — extractie cu ultrasunete

USM — extractie cu ultrasunete urmata de macerare

UV - radiatii ultraviolete

W/O — emulsii apa/ulei
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