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Introducere

In prezent, industria cosmetica traverseaza o etapd de reorientare strategicd spre
dezvoltarea de formule ecologice, bazate pe materii prime regenerabile si sustenabile de origine
vegetald. Aceastd tranzitie raspunde atdt preferintelor ecologice ale consumatorilor, cat si

criteriilor industriale de reducere a impactului asupra mediului inconjurétor.

Obiectivul principal al prezentei teze de doctorat consta in valorificarea superioara a
unor resurse vegetale prin proiectarea si optimizarea proceselor de obtinere a unor extracte
uleioase bioactive, urmatd de caracterizarea lor fitochimica si integrarea lor tehnologica ca
ingrediente functionale In formule dermato-cosmetice inovatoare, cu actiune fotoprotectoare si

antioxidanta.

In prima etapa am urmdrit obtinerea a doud extracte uleioase de Usnea barbata, lichen
recoltat din Muntii Calimani, Romania, in ulei de jojoba, respectiv ulei de Karanja si a uleiului
din semintele de Juglans regia L. recoltate din Horezu, Romania. Extractele uleioase de U.
barbata au fost obtinut prin macerare la rece, iar uleiul de nuca a fost obtinut prin presarea la

rece.

Cele trei extracte uleioase au fost evaluate din punct de vedere fizico-chimic si
fitochimic. Screening-ul fitochimic a fost efectuat utilizdnd cromatografia de gaze cuplata cu
spectrometria de masd (GC-MS), metoda Folin-Ciocalteu si spectrofotometria de absorbtie
atomica in cuptor de grafit (GFAAS). Caracterizarea fizico-chimica s-a realizat prin microscopie
cu fortd atomica (AFM) si spectroscopie in infrarosu cu transformatd Fourier (FTIR).
Caracteristicile reologice au fost stabilite prin determinarea capacitatii de intindere si a
vascozitatii, iar stabilitatea produselor a fost evaluata prin rezistenta la oxidare masurata ca

timpul de atingere a punctului de Inceput al oxidarii, perioada de inductie (IP).
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Potentialul bioactiv a fost determinat prin investigarea actiunii antioxidante utilizind mai
multe metode analitice, a actiunii antimicrobiene asupra S. aureus, E. coli si C. albicans si a

eficacitatii fotoprotectoare (evaluata prin masuratori SPF).

Ulterior, extractele uleioase au fost incorporate in diferite formulari topice, variind
raportul dintre componentele uleioase si bazele selectate. Produsele cosmetice au fost studiate
pentru stabilirea comportamentului reologic si farmacotehnic necesar pentru asigurarea unei

texturi, etalari si profil senzorial corespunzator.

In final, a fost determinat factorul de protectie solara al formulirilor obtinute si a fost

testate compatibilitatea cutanata si siguranta la aplicare prin studii in vivo pe voluntari umani.

I. PARTEA GENERALA
CAPITOLUL 1

Fotoprotectoare topice — de la produse conventionale pana la formulari

inovatoare

La formularea produselor topice fotoprotectoare se urmareste selectarea ingredientelor
active, concentratia acestora, tipul de vehicul si forma farmaceutica astfel incat sa fie garantata
eficacitatea protectiei solare. Scopul principal in formularea produselor de protectie solara
moderne este dezvoltarea celui mai bun preparat care sd indeplineasca obiectivele dorite:
eficacitatea Impotriva radiatiillor UV caracterizata prin factorul de protectie solard (SPF), tipul
de protectie (UVA, UVB sau spectru larg) si rezistenta la apa. Produsele fotoprotectoare sunt
sisteme emulsionate, solutii hidroalcoolice, sisteme anhidre sau geluri. Exista o gama larga de
produse fotoprotectoare topice destinate aplicarii pe diferite zone ale corpului: cap (par, piele,
parti sensibile ale fetei: buze, nas, conturul ochilor), maini, corp. Deoarece utilizarea
nanoparticulelor de TiO2 este permisa in formularile cosmetice, mai multe studii au Incercat sa
mareascd eficacitatea, sd reduca potentialul de efecte secundare si sd mareasca complianta

pentru aceste produse [1].
CAPITOLUL 2
Fotoprotectoare naturale
Avand 1n vedere toxicitatea filtrelor UV de sinteza, in ultimii ani, cercetarile s-au axat

pe gasirea unor alternative eficiente, netoxice pentru om si mediu. Cele mai multe studii au
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ardtat ca mecanismul primar al activitatii fotoprotectoare este capacitatea antioxidanta a
diversilor metaboliti secundari ai plantelor, care se realizeaza prin limitarea oxidarii proteinelor,
lipidelor, ADN-ului sau a altor molecule si prin Tmpiedicarea fazei de propagare a reactiilor
oxidative in lant. Metabolitii secundari ai plantelor, din punct de vedere structural, se impart in
trei mari clase: antioxidanti, alcaloizi si uleiuri vegetale. Rezultatele numeroaselor studii clinice
si preclinice justificad utilizarea plantelor medicinale si a extractelor acestora in produse
fotoprotectoare si anti-imbatranire si deschid o noua perspectiva pentru dezvoltarea unor astfel

de produse [2].

II. CONTRIBUTII PERSONALE
CAPITOLUL3

Ipoteza de lucru si obiectivele generale

3.1.Ipoteza de lucru

Studiile din teza de doctorat isi propun sd investigheze proprietatile fizico-chimice,
functionale si farmacologice ale extractului de U. barbata in uleiul de jojoba si in uleiul de
Karanja, pentru posibile aplicatii in ingrijirea pielii. De asemenea, a fost urmarita evaluarea
cuprinzatoare a uleiului de nuca presat la rece obtinut din nuci cultivate intr-o anumita regiune
a Romaniei, combinand caracterizarea GC-MS, evaluarea activitatii antioxidante, determinarea
indicelui de stabilitate oxidativa si evaluarea factorului de protectie solara (SPF) in vitro pentru

a explora proprietatea ca materie primad dermato-cosmetica printr-o abordare multi-analitica.
3.2.0biectivele generale ale studiului
Obiectivele generale ale studiului sunt:

1. Prepararea extractelor uleioase de Usnea barbata in ulei de jojoba si ulei de Karanja
prin macerare.

2. Obtinerea uleiului de nuca prin presare la rece

3. Analizarea proprietatilor fizico-chimice, structurale si reologice ale extractelor
uleioase.

4. Testarea actiunii antioxidantd, antimicrobiand si fotoprotectoare a extractelor

uleioase.
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5. Dezvoltarea unor produse cosmetice in care extractele uleioase sunt incorporate in
diferite baze semisolide.

6. Evaluarea proprietatilor farmacotehnice ale preparatelor topice.

7. Analizarea capacitatii fotoprotectoare a produselor cosmetice prin masurarea in vitro
a SPF.

8. Studii in vivo pe voluntari umani pentru a stabili influenta produselor asupra

parametrilor esentiali din piele.

CAPITOLUL 4
Metodologia generala a cercetarii
4.1.Materiale utilizate

Lichenul U. barbata a fost recoltat in martie 2024 din Muntii Calimani, Roméania (47°28’
N, 25°13" E, la o altitudine de 900 m). Uleiul de jojoba (JO) a fost obtinut prin presarea la rece
a semintelor de Simmondsia chinensis (Link) CK Schneid. si a fost furnizat de Fagron Hellas
(Trikala, Grecia). Este de Tnaltd puritate si potrivit pentru aplicatii cosmetice. Vitamina E a fost
achizitionata de la acelasi furnizor. Uleiul esential de mentd (PEO) a fost achizitionat de la
Laboratoarele Fares Biovital SRL (Orastie, Roménia). Acesta a fost diluat in combinatia JO-
Vitamina E (ulei purtator) pana la 5%. Amestecul uleios (PJO) a fost obtinut prin agitare la 500
rpm timp de 10 minute la temperatura camerei (22°) folosind un agitator magnetic Heidolph

MR 3001K (Heidolph Instruments GmbH, Schwabach, Germania).

Uleiul de Karanja (KO) a fost obtinut prin presarea la rece a semintelor de Pongamia
pinnata (L.). Pierre (Fabaceae) si a fost furnizat de Fagron, Grecia.

Uleiul de nuca a fost obtinut prin presarea la rece a semintelor de Juglans regia L. recoltate
din Horezu, Romania.

Uleiul de armurariu, extras prin presare la rece din semintele de Silybum Marianum, este
produs de citre Ellemental®, Romania. Cafeina si glicerina sunt obtinute de la Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Germania.

Toate substantele chimice, solventii si reactivii utilizati au fost de calitate analitica.
Dimetilsulfoxidul (DMSO), carbonatul de sodiu (Na2CO:s) si reactivul Folin-Ciocalteu au fost

achizitionate de la Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Schnelldorf, Germania). Solutiile standard
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de acid azotic de Tnalta puritate 69% (grad urme) contindnd 1000 mg/L H3AsOs in acid azotic
0,5 M si 1000 mg/L Pb(NO:3): in acid azotic 0,5 M, impreuna cu 30% H20-, 96% etanol, metanol,
violet cristalin, acid acetic si apa deionizatd ultrapurd au fost obtinute de la Merck Millipore
(Burlington, MA, SUA). Tulpinile microbiene au fost obtinute de la Colectia Americanad de
Culturi Tipice (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 si
Candida albicans ATCC 10231. Mediile de culturd au fost obtinute de la doi furnizori. Agarul
triptic de soia pentru tulpinile bacteriene a fost achizitionat de la Sigma-Aldrich Merck
(Dartmouth, Germania), iar RPMI 1640 pentru fungi a fost furnizat de American Biorganics

(Buffalo, NY, SUA).

Bazele de crema naturale (Emolivan™ pentru E, Versatile™ Rich pentru V, Nourivan™
Antiox pentru N, Fitalite™ pentru F) sunt fabricate de Fagron, Grecia, si au fost donate cu

amabilitate de Origin Pharma Distribution SRL, Voluntari, IIfov, Romania.

4.2.Prepararea extractelor uleioase de Usnea barbata in ulei de jojoba si ulei de

Karanja

Extractia U. barbata in PJO si KO a fost efectuata prin macerare la rece, ceea ce pastreaza
integritatea compusilor bioactivi si previne degradarea termica. Talii de licheni uscati au fost
madcinati si trecuti prin site succesive de 2,5 mm (DIN 1171) si 1,2 mm ochiuri (DIN 117) pentru
omogenizare. Aproape 20 g din aceastd masa au fost cantdrite cu precizie folosind o balanta
analiticd Kern, plasata intr-un recipient din sticld bruna de 1000 mL si s-au adaugat 500 mL de
PJO, respective KO. Procesul de extractie a fost efectuat intr-un loc protejat de lumind, la o
temperaturd constanta (21-22 °C) timp de trei luni; recipientul a fost agitat manual zilnic [3].
Dupa aceasta perioada, extractele uleioase (UBPJO si UBKO) au fost filtrate printr-un filtru de
tifon din bumbac intr-un vas brun prevazut cu un dop etans. Apoi, extractele uleioase de U.

barbata au fost conservate intr-o incapere la 21-22 °C, ferite de lumina soarelui [4].
4.3.0btinerea uleiului de nuc
Metoda de sinteza a inclus urmatorii pasi:

- Uscarea materialului vegetal (miez de nucd), cu 100 g de produs vegetal cantarit cu
precizie, pana la un continut de umiditate de 4%, utilizdnd un uscator de fructe (Zilan
model ZLN-96451, Istanbul, Turcia) la o presiune reziduald de 60—100 mm Hg si 40
OC;
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- Macinarea materialului vegetal astfel incat cel putin 60% din particule sa treaca
printr-o sitd din otel inoxidabil cu ochiuri de 1 mm (DIN ISO 3310-1) de la
NEXOPART GmbH & Co. K, Oelde, Germania, pentru omogenizare;

- Presarea materialului vegetal sub presiune crescatoare intr-o presd cu functionare
continud (OlisLab 7100, produsa de OLIS Ltd., Odessa, Ucraina).

4.4.Caracterizarea produselor uleioase

Produsele uleioase au fost caracterizate prin analiza GC-MS efectuata pe un cromatograf
de gaze Agilent 7890A (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, SUA) echipat cu un
detector selectiv de masa (MSD) Agilent 5975C. Determinarea continutului total de
compusi fenolici (TPC) a fost efectuata utilizind metoda colorimetrica Folin-Ciocalteu, asa
cum este descrisa in [5]. Masuratorile spectroscopice in infrarosu au fost efectuate utilizand
spectrofotometrul NICOLET 6700 FT-IR (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA,
SUA) cu transformata Fourier (FT-IR), in transmisie in intervalul 4000-500 cm™ Analiza
prin microscopie cu fortd atomica (AFM) a fost efectuatda asa cum s-a descris anterior
[4]. Metalele grele, arsenicul (As) si plumbul (Pb), au fost identificate folosind
spectrofotometria de absorbtie atomica in cuptor de grafit (GFAAS) [6]. Reactorul Velp
OXITEST (Velp Scientifica Srl, Usmate Velate, MB, Italia), care accelereaza oxidarea in
conditii controlate si repetabile, a fost utilizat pentru a evalua stabilitatea oxidativa a
probelor uleioase prin masurarea perioadei de inductie. pH-ul a fost masurat utilizdnd un
pH-metru CONSORT P601 (Consort Bvba, Turnhout, Belgia) echipat cu un electrod.
Comportamentul de 1intindere a tuturor probelor a fost evaluat folosind metoda
extensiometrica. Determindrile reologice au fost efectuate utilizdnd un viscozimetru rotativ
B One Plus (Lamy Rheology, Champagne-au-Mont-d'Or, Franta). Capacitatea de eliminare
a radicalilor liberi a produselor uleioase a fost testatd utilizdnd metoda 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) [7] si prin metoda bazata pe ABTS (acid 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonic)) [8]. Factorul de protectie solard (SPF) al probelor de ulei a
fost determinat utilizand un spectrofotometru Perkin-Elmer Lambda 35 UV-Vis (Perkin-
Elmer Inc., Waltham, MA, SUA) in modul de transmisie. Probele de ulei au fost plasate in
microcuve cu o cale de lumina de 10 mm, iar spectrele de absorbanta au fost inregistrate pe
290-320 nm la intervale de 5 nm, cu trei determinari in fiecare punct. Valorile SPF au fost

calculate conform protocoalelor stabilite folosind formula Mansur [9]. Pentru a evalua
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activitatea antimicrobiand a produselor uleioase, s-a determinat concentratia minima
inhibitorie (CMI) si capacitatea de aderentd a tulpinilor la un substrat inert (ACIP =
procentul de inhibare a capacitatii de aderentd), utilizdnd urmatoarele tulpini de referinta
achizitionate de la American Type Culture Collection (ATCC): Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922 si Candida albicans ATCC 10231.

4.5.Formularea produselor cosmetice fotoprotectoare

Scopul a fost dezvoltarea de produse fotoprotectoare care contin cafeind, silimarinda, UBJO,
UBKO si ulei de nucé incorporate in diferite baze. Au fost selectate patru baze: Emolivan™
(F1-F4), Versatile™ Rich (F5-F8), Nourivan™ Antiox (F9-F12), Fitalite™ (F13-16) si o
combinatie a tuturor celor patru in cantitati egale (F17-F20). Glicerina (%) a fost utilizata pentru
a dizolva cafeina. Toate cele patru baze topice sunt naturale, sigure si bine tolerate, fiecare cu
caracteristici distincte: Emolivan™ este o baza cold-cream A/U, Versatile™ Rich este o baza
vanishing cream hidrofila de tip U/A, Nourivan™ Antiox este o crema U/A, iar Fitalite™ este

o0 baza de crema gel (emulgel) hidrofila.
Cele 20 de formulari sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Formularile produselor cosmetice fotoprotectoare

Ingredient Famuare/ Cantitate @)

A R R H A R 174 B R | A0 Al | R2| A3 | A4 | A5 | Aé A7 A8 A9 0

Cafeing 222 |2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2|2/|2]72]:2
Usideammurariu | 3| 3| 3| 3| 3|3 |3 |3|3|3|3|3|3|3|3|3| 3] 3] 3]|s3
1:7s) w|w|5|w0|w|w0|s5|w0|w|w|5|0|w0|[w0|5]|w0| 110|110 5|10
1:%0) w|s5s|w|wo|w|s5|w0|w|w|5|w0|w0|w0|5|w0|w0| 0|5/ 10|10

JRO 5 (w0 |w|w0|5[w0|w|[w0|5|w0|w0|[w0|5]|w0|w0|0] 5| 10| 10]10
Qlicering 5| 5|5 |5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5|5]|5 /| 5] 5]s5
Tween 80 - - - 2222 - -]-]-1-1-1=-1- - - - -
Brolivar™ s|es|es|leal|l - - - -|-|-|-1-1-1-1-1]-|w%s5|15]|15]|715
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Vestile®Rch | - | - | - | -|&®&| &8 |88 -] -|-|-]-|-]-]-11v5]1%5]15]|15

Nourivar™ Atiox | - | - | - | - | -] -] -| -| 6|6 |6|60| - | -|-|-1165]|165]|165|15
Fitalite™ -l -l -l - -l -l -l - - - -] -| 6| 65| 65|60 |165]|165] 15| 15
Total 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

4.6.Prepararea produselor cosmetice

Cafeina a fost trituratd pentru obtinerea unei pulberi fine, apoi a fost dizolvata in glicerina
incalzita in prealabil la 70°C pe baia de apa, intr-o capsuld. Intr-un recipient de plastic pentru
omogenizator utilizat la prepararea formelor farmaceutice semisolide produs de FagronLab™,
Germania, a fost cantarita jumatate din baza de crema utilizata, apoi am adaugat, pe rand, cafeina
dizolvata in glicerina, uleiul de armurariu, JRO, UBJO, UBKO si restul de baza. Flaconul astfel
umplut, a fost supus amestecarii la viteza de rotatie 300 rpm, la temperature camerei (22°C),
timp de 5 minute, in omogenizatorul FagronLab™ Unguator EMP, fabricat in Scheiplitz,

Germania si achizitionat de la Origin Pharma Distribution SRL, Voluntari, [Ifov, Romania.

In cazul formulirilor F5-F8 a fost necesara adiugarea ulterioara a 2g Tween 80 deoarece baza
nu incorporase uleiurile in totalitate. Cele 2g Tween 80 au fost adaugate la sfarsit si amestecul

a fost omogenizat cu ajutorul unui mixer electric cu fir tip HB-202 RL/X-4293 de la Mayam,

China.
4.7.Evaluarea farmacotehnica a produselor cosmetice

Evaluarea farmacotehnicd a constat in determinarea pH-ului, capacitatii de intindere si a

caracteristicilor reologice, utilizind metodele anterior mentionate.
4.8.Determinarea SPF

Determinarea SPF s-a facut prin aceeasi procedura descrisa in anterior pe cate 1g din fiecare

formulare.
4.9.Testarea in vivo

Testarile au fost efectuate cu dispozitivul Multi Probe Adapter MPA 6 fabricat de Courage +

Khazaka electronic GmbH, Ko6ln, Germania, folosind sondele acestuia pentru a determina: pH-
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ul (Skin-pH-Meter PH 905), gradul de hidratare (Corneometer ® CM 825), continutul de
melanin si nivelul de eritem (Mexameter ® MX 18), elasticitatea (Cutometer® Dual MPA 580),
fermitatea (Indentometer IDM 80) si pierderea transepidermici de apd (cu Tewameter ® TM
Hex, Courage + Khazaka electronic GmbH, Koln, Germania). Topografia pielii a fost
determinatd prin analiza imaginilor cu Visioscan ® VC 20plus, fabricat tot de Courage +

Khazaka electronic GmbH, Ko6ln, Germania.

Experimentele au fost efectuate pe pielea de la nivelul antebratului. Au fost testati cate 5
voluntari sandtosi pentru fiecare 4 formuldri corespunzatoare fiecarui tip de baza, respective
amestecului de baze. Subiectii testati, identificati drept femei, respective barbati, au avut varste
diferite. Acestia au fost informati despre produsele care urmeaza sa fie aplicate pe piele si si-au
dat consimtamantul informat, verbal si in scris. Voluntarii au fost initial consultati de un medic

dermatolog care a atestat starea de sanatate a acestora.

Testarile au fost efectuate la aceeasi ord (10:00), in aceleasi conditii de temperatura (22°C) si
umiditate (40%). Voluntarii au aplicat produsele in fiecare seard, mentinandu-le in contact cu
pielea toata noaptea (7 ore). Pe intreaga perioada de desfasurare a studiului, li s-a cerut sa nu
aplice alte produse pe zonele de piele testate. Fiecare zond de aplicare a fost de 3x3 cm?.
Masurdtorile au fost efectuate in sase momente de timp diferite: inainte de prima aplicare, dupa

30 de minute, 7 zile, 14 zile, 21 zile si 28 zile dupa prima aplicare.

Pentru F1-F4 cu baza Emolivan™, din cei 5 voluntari (S1-S5), 4 s-au identificat femei si unul
barbat, varstele fiind cuprinse intre 43 si 60 de ani, cu o medie de 50,4 ani. Pentru F5-F8 cu baza
Versatile™ Rich, din cei 5 voluntari (S6-S10), 3 s-au identificat femei si 2 barbati, varstele fiind
cuprinse Intre 21 si 60 de ani, cu o medie de 44,2 ani. Pentru F9-F12 cu baza Nourivan™ Antiox,
din cei 5 voluntari (S11-S15), 4 s-au identificat femei si unul barbat, varstele fiind cuprinse intre
22 51 63 de ani, cu o medie de 50,4 ani. Pentru F13-F16 cu baza Fitalite™, toti cei 5 voluntari
(S16-S20) s-au identificat femei, varstele fiind cuprinse intre 47 s1 63 de ani, cu o medie de 56
ani. Pentru F17-F20 cu toate bazele in proportii egale, toti cei 5 voluntari (S21-S25) s-au

identificat femei, varstele fiind cuprinse intre 24 si 60 de ani, cu o medie de 42,6 ani.

Studiul a fost realizat in conformitate cu Declaratia de la Helsinki si aprobat de Comisia de
Eticd si Deontologie Universitard si Stiintificd a Universitatii de Medicind si Farmacie din

Craiova (nr. 72/11 mai 2021).
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CAPITOLUL 5
Caracterizarea extractului de Usnea barbata in ulei de jojoba

Probele au aratat o prezentd predominanta a derivatilor monoterpenici, cum ar fi L-limonenul
(PJO: 9,93%, UBPJO: 7,11%), L-mentona (PJO: 3,94%, UBPJO: 2,97%) si (-)-izomentona/cis-
p-mentan-3-ona (PJO: 18,34%, UBPJO: 19,50%). Continutul de izomentona este cel mai mare
in PEO (26,52%, p < 0,05). In UBPJO, ins, au fost detectati si acizi grasi cu lant scurt, probabil
proveniti din fractia lipidicd a U. barbata . Acesti compusi suplimentari evidentiaza

incorporarea cu succes a constituentilor licheni bioactivi in matricea uleioasa.

TPC semnificativ mai mare in UBPJO vs. PJO ( p < 0,05) poate fi explicata prin abundenta
metabolitilor secundari cu structura fenolica din lichen, dintre care cel mai important este acidul
usnic. Extractul de U. barbata din uleiul de canola a avut 0,915 mg/g acid usnic si TPC = 2,592
+ 0,097 mg PyE/g. Toti ceilalti metaboliti specifici (depside si depsidone, cu structuri
particulare) au fost, de asemenea, inclusi in grupul extins de compusi fenolici [10,11].

Spectrul FTIR al UBPJO nu prezinta diferente structurale semnificative fatd de cel al PJO, iar
toate benzile caracteristice de absorbtie ale uleiului sunt mentinute. Au fost observate cateva
variatii minore ale intensitatilor varfurilor. Aceste aspecte sugereaza ca tratamentul de procesare
nu modifica structurile chimice ale esterilor acizilor grasi, indicand faptul cd compozitia chimica

generald a uleiului este pastrata in produsul final.

Adaugarea de U. barbata a dus la o modificare distinctd a morfologiei PJO. Morfologia
suprafetei prezintd un efect de netezire notabil. Scanarile liniare indicad amplitudini de oscilatie
mai mici, reflectate in valori Rq si Rpv mai mici decat pentru PJO. Aceste descoperiri sugereaza
ca U. barbata interactioneaza cu matricea uleiului, ducand la rearanjari structurale care

contribuie la o suprafatd compacta.

Concentratiile de arsen au variat intre 0,157 si 0,174 pg/g. Valorile Inregistrate sunt putin
peste limita admisd de 0,10 pg/g, stabilitd prin Regulamentul (CE) nr. 1881/2006 si Codex
Alimentarius (FAO/OMS) pentru alimente, dar raman in limitele unui interval considerat sigur

pentru uleiurile vegetale cosmetice sau nerafinate [12].

Desi, dupa aplicarea placii superioare, suprafata de intindere a UBPJO este mai mica decat
cea a PJO. Ulterior, cand se adaugd greutdti suplimentare, extensibilitatea UBPJO devine mai

mare decat cea a PJO (9587 £ 2146 vs. 8704 = 1445, p > 0,05).
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Toate probele au prezentat o fluiditate initiald non-newtoniand, dar performanta lor la rate
mari de forfecare a diferit. PJO prezintd un comportament pseudoplastic, vascozitatea scazand
continuu odati cu cresterea ratei de forfecare. Intre timp, UBPJO afiseazi acelasi comportament
pana la 150 rpm, apoi rdmane constant in intervalul 150-250 rpm, indicand o tranzitie catre

fluiditate newtoniana.

Pe baza rezultatelor inregistrate, ambele probe au o durata lunga de valabilitate, ceea ce le
face potrivite pentru utilizare si depozitare pe termen lung. Mai mult, incorporarea lor in produse

topice poate asigura atat potentialul antioxidant tehnologic, cat si cel biologic [4].

Rezultatele aratd ca dinamica standard a densitatii optice (DO) a fost de 4,74%. Pentru
UBPJO, ADO (%) a fost aproape nesemnificativa la cele mai mari dilutii (0,19% pentru dilutia
1:25 si 1,50% pentru dilutia 1:10), dar a devenit extrem de semnificativa pentru probele 1:5, 1:1
si nediluate (6,87%, 12,03% si, respectiv, 19,92%). Aceasta indicd o capacitate de captare a
radicalilor dependenta de concentratie. Per total, valorile ADO pentru UBPJO au fost de 1,5 ori

mai mari decat pentru PJO.

Rezultatele ABTS aratd o dilutie optimd 1:1 pentru UBPJO, unde captarea maxima a

radicalilor coincide cu o solubilitate mai mare in alcool.

Rezultatele obtinute au indicat valori SPF de ~30,58 pentru PJO si ~32,41 pentru UBPJO.
Aceste valori demonstreaza capacitatea ambelor formulari de a actiona ca agenti fotoprotectori
naturali, iar diferenta mai micd dintre cele doua confirma o crestere a eficientei atunci cand se

utilizeaza combinatia cu extract de lichen.

UBPJO este semnificativ mai eficient decat PJO impotriva S. aureus si C. albicans, dupa cum
reiese din valorile MIC mai mici ( p <0,05). Asupra E. coli, T80 are cel mai mare efect inhibitor
(p>0,05).

In schimb, UBPJO la MIC/2 a prezentat o activitate antibiofilm substantiala impotriva S.
aureus (224,63 £ 2,85 vs. 7,95 £ 5,11, p < 0,001). O activitate semnificativ mai mare a fost
demonstrata la MIC/4 (35,01 + 8,47 vs. 7,87 = 3,12, p <0,01).

Impotriva C. albicans , UBPJO la MIC/2 a prezentat o valoare ACIP mai mare decat PJO
(63,75 + 32,66 vs. 30,99 + 18,42; p > 0,05), sugerand o influentd moderatd asupra aderentei
fungice [14].
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CAPITOLUL 6
Caracterizarea extractului de Usnea barbata in ulei de Karanja

Uleiul de Karanja continea niveluri apreciabile de metaboliti fenolici. Extractia U. barbata in
KO a dus la o crestere semnificativd a concentratiei de TPC (567,16 vs. 433,26 ng GAE/mL in
proba de ulei, p < 0,05). Probele de ulei emulsionate cu PEG 400 au avut niveluri mai ridicate

de TPC, cu diferente semnificative intre KO si UBKO.

Spectrul IR al KO releva structuri moleculare bogate in lanturi alifatice saturate, evidentiate
prin vibratiile de intindere C—H la 2922,6 cm™ si 2853,2 cm™!, tipice grupdrilor metilenice
(—CH>) din derivatii alcanici [15].

Analiza AFM evidentiazd mai multe diferente morfologice intre KO si UBKO la ambele scari
examinate de (10x10) um? si (4x4) um?. KO prezintd o suprafatd In mare parte uniforma,

caracterizata prin structuri sau agregate mai mari, dispersate sporadic.

Continutul de arsen (ug/g) este mai mare in UBKO decat in KO (0,203 fata de 0,131), in timp
ce continutul de plumb este mai mic (0,056 fata de 0,065).

In ceea ce priveste intinderea probelor, initial, dupa aplicarea placii superioare, suprafata de
intindere a UBKO a fost mai mica decat cea a KO.

Desi s-a observat o scadere rapida a vascozitatii dinamice odata cu cresterea sau scaderea ratei
de forfecare, in intervalul initial de 50 pana la 100 rpm (la rate mici de forfecare), KO prezinta
un comportament de diluare la forfecare. Ulterior, vascozitatea dinamicd variazd de la
aproximativ 250 la 260 mPa-s la rate de forfecare mai mari, indicand o tranzitie cdtre un
comportament newtonian.

Rezultatele aratd ca UBKO a avut o stabilitate oxidativa putin mai mare (IP = 6,45) decat KO
(IP=0).

Solutia stoc de KO a raportat cea mai puternica activitate de eliminare a radicalilor DPPH
(AOD = 70,92%), mai mare decat UBKO (AOD = 64,64%). Dilutiile UBKO au prezentat o
capacitate antioxidantd mai mare decat KO, care a scazut in general odata cu gradul de dilutie

delal:11a 1:25.

UBKO a avut cea mai mare activitate inhibitorie impotriva S. aureus si C. albicans si cea mai

micad eficacitate antibacteriana impotriva E. coli.
Valoarea SPF pentru KO este de 29,8, iar pentru UBKO este de 30,9.
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CAPITOLUL7
Caracterizarea uleiului de nuca

Rezultatele analizei GC-MS a probei de JRO sililat releva un amestec de acizi grasi nesaturati
liberi si steroli. Concentratia de arsenic detectata (0,145 mg/kg) este putin peste limita maxima
de 0,10 mg/kg stabilitd de Codex Alimentarius pentru uleiurile comestibile. Cu toate acestea,
acest studiu se concentreazi pe aplicarea topicd a uleiului de nuca. In industria cosmetica,
limitele de sigurantd pentru metalele grele din materiile prime sunt in general mai mari decat
pentru alimente (adesea pana la 2 mg/kg pentru arsenic in diverse ghiduri internationale),
deoarece absorbtia cutanata a arsenicului anorganic este semnificativ mai mica decat absorbtia
gastrointestinala.

Continutul de plumb din proba JRO se situeaza cu aproximativ jumatate din limita maxima
admisa de 100 pg/kg (0,1 mg/kg) stabilitda de FAO/OMS [15] si CODEX [12] pentru metalele
grele din uleiurile si grasimile vegetale.

Proba JRO a relevat o morfologie a suprafetei eterogena, caracterizatd prin agregate
nanometrice dispersate Intr-o matrice relativ uniforma. Profilurile de Tnaltime au indicat variatii
de ordinul catorva nanometri (3—5 nm), confirmand absenta unei retele cristaline sau fibrilare
bine definite.

S-a observat ca proba JRO are o dispersie mai mare, crescand usor dupa primele 50 g de masa
aplicata. Rezultatul este corelat cu rezultatele masuratorilor AFM, care demonstreaza
morfologia neteda a suprafetei.

Perioada de inductie (IP) inregistratd pentru JRO a fost de 6,33 + 0,05 h. IP-ul determinat
demonstreaza o rezistenta moderata la oxidare a JRO.

In ceea ce priveste efectul antioxidant al probelor JRO, s-a obtinut un procent de 81,3% pentru
proba nediluata, iar apoi capacitatea antioxidanta diminueaza odata cu cresterea dilutiei.

Valoarea SPF gasitd pentru proba JRO a fost de 32,93 + 1,65 si a scdzut odata cu diluarea
[16].
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CAPITOLUL 8
Caracterizarea produselor topice fotoprotectoare

Se remarca faptul ca toate produsele preparate au un aspect uniform, fara separari ale fazelor
sau aglomerari de particule, au consistenta corespunzatoare aplicarii topice, iar mirosul si

culoarea sunt caracteristice componentelor.

Toate cele 20 de produse respecta aceasta aciditate naturald, putand concluziona ca niciuna

dintre aceste creme nu va perturba bariera naturala a pielii.

Se remarca faptul ca toate formularile prezinta o capacitate de Intindere corespunzatoare,

extensibilitatea crescand odatd cu cresterea masei aplicate. Preparatele se vor etala usor pe piele.

Se poate observa cd cea mai mare capacitate de intindere o prezintd formularile F5-F8,
pe baza de Versatile™ Rich (baza de crema hidrofild), urmata de baza de tip emulgel Fitalite™

(F13-16). Cele mai scazute valori au fost inregistrate pentru F9-F12 cu baza Nourivan™ Antiox.

In timp ce formulirile F9-F12 vor avea un timp de contact mai prelungit cu pielea,
formuldrile pe bazd de Versatile™ Rich si Fitalite™ sunt mai potrivite pentru produsele

fotoprotectoare ce trebuie sd acopere suprafete mari rapid.

Formularile F5-F8 si F13-F16 au inregistrat vascozitdti inferioare si profile de curgere mai
fluide, fiind asociate cu texturi lejere, absorbtie rapida si o aplicare facild. Aceste atribute
reologice sunt esentiale pentru optimizarea produselor destinate utilizarii cotidiene. In contrast,
formularile F9-F12 se disting printr-o vascozitate superioara, indicator al unei matrici structurale
mai dense s1 mai robuste. Aceasta rezistenta crescuta la curgere are scopul de a potenta efectul
ocluziv, generand un film protector pe suprafata cutanatd care limiteaza pierderea

transepidermica de apa. Astfel, se asigurd un contact prelungit al ingredientelor active cu tesutul.

Preparatele pe baza de Emolivan™ prezinta cele mai mari valori de SPF, F4 prezentand
valoarea maxima inregistrata (SPF aproximativ 12). Opus, produsele cu Nourivan™ Antiox

prezintd cele mai scazute Valori ale SPF (aproximativ 7 pentru F9).

Se observa faptul ca cele mai mici Valori ale SPF sunt pentru formularile care contin o
cantitate mai mica de ulei de nuc, iar cele mai mari pentru formularile ce contin cele trei uleiuri
in cantitati egale.

In cazul tuturor formulirilor, valoarea medie a pH-ului pielii subiectilor testatti a crescut liniar

in timp pe parcursul utilizarii zilnice.
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Toate formularile au determinat o crestere progresiva a pH-ului cutanat, valoarea maxima
fiind Tnregistrata dupd un interval de 4 saptamani de aplicare zilnicd. Cea mai mare crestere a
valorii pH-ului cutanat se remarca pentru subiectii tratati cu produsele pe bazd de Versatile™
Rich (F5-F8).

Se remarcd, in cazul tuturor formularilor, o crestere semnificativd a nivelului de hidratare
cutanata inca dupd prima aplicare a produselor si ulterior, o crestere liniard pe parcursul
utilizarii, atingand valori maxime la 28 de zile de aplicare continud. Cea mai marcanta crestere
a hidratarii cutanate se marca in cazul formularilor F17-F20 (cu toate bazele) si a formularilor
F1-F4 (cu Emolivan™). Cea mai usoara crestere a hidratdrii s-a Inregistrat pentru formularile

(F13-F16) pe baza de Fitalite™.

Toate produsele au determinat scaderea gradului de pigmentare cutanata, dar cea mai drastica
diminuare a continutului de melanina a fost inregistratd pentru F1-F4. In acelasi timp, cele mai

inconstante rezultate au fost pentru F13-F16.

Eritemul cutanat scade drastic dupa plicarea produselor dezvoltate. Desigur, comportamentul
diferd intre formulari. Cea mai important diminuare a parametrului a fost inregistrata pentru F1-
F4, dar cea mai constanta pentru F17-F20. In acelasi timp, formularile pe bazi de Fitalite™ au
inregistrat variatii mai mari intre determinari, alternand cresterea si scaderea nivelului

eritemului.

In cazul formulirilor F1-F4, se observi o tendinti de crestere a parametrilor de
elasticitate In special dupa primele saptamani de aplicare. Parametrul R2 prezinta valori crescute
in saptdmanile 1 si 2, sugerand o imbunatatire a elasticitatii pielii. De asemenea, cresteri ale
parametrului RS indicd o capacitate mai bund de revenire a pielii dupa deformare. Cu toate
acestea, variatiile inregistrate pe parcursul perioadei de monitorizare indicd o stabilitate
moderata a efectului.

Formulirile F5-F8 prezintd modificiri moderate ale parametrilor biomecanici. In unele
cazuri se observa cresteri ale parametrilor de elasticitate (R5 si R7), ceea ce sugereaza o
imbunatatire a elasticitatii pielii dupa aplicare. Totusi, rezultatele prezintd fluctuatii Intre
saptamanile de evaluare, indicand o variabilitate individuala relativ mare.

Formularile F9-F12 determina de asemenea modificari semnificative ale parametrilor

biomecanici ai pielii. In anumite cazuri se observa cresteri ale parametrului R2, ceea ce indica
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o Imbunatatire a elasticitatii globale a pielii. De asemenea, cresterile parametrului RS sugereaza

o0 capacitate mai buna de recuperare elastica dupa deformare.

Pentru formularile F17-F20, se remarcd unele dintre cele mai pronuntate cresteri ale
parametrilor elastici, In special pentru RS si R7, imediat dupa aplicare si in primele saptamani
de utilizare. Aceste rezultate sugereaza ca aceste formule poate contribui la imbunatatirea
elasticitatii pielii si la cresterea capacitatii de revenire dupa deformare.

Toate formuldrile determind o crestere graduald a valorilor medii pentru majoritatea
voluntarilor pe parcursul perioadei de monitorizare. Aceste rezultate sugereaza o imbunatatire
progresiva a proprietatilor mecanice ale pielii, cu o influenta favorabilad asupra fermitatii pielii
si 0 buna mentinere a efectului in timp. Dintre toate produsele, cele mai remarcabile rezultate s-

au nregistrat pentru F17-F20.

Analiza rezultatelor obtinute arata ca aplicarea formularilor testate determind, in majoritatea
cazurilor, o tendintd de reducere a valorilor TEWL pe parcursul perioadei de evaluare de patru
sdptamani, sugerand o imbunatatire a functiei de bariera a pielii.

In cazul formularilor F1-F4, valorile initiale ale TEWL prezinta variatii intre voluntari, unele
valori fiind relativ ridicate. Pe parcursul perioadei de studiu se observa o scadere treptata a
valorilor TEWL pentru majoritatea voluntarilor. De exemplu, pentru S2 valorile scad de la
aproximativ 21.96 g/m*h initial la 18.4 g/m?/h in saptdmana a patra. De asemenea, pentru S5 se
observa o reducere semnificativa a valorilor, de la aproximativ 19,84 la aproximativ 10,92
g/m*h. Aceasta tendintd indica o imbunatatire a functiei de barierd cutanatd si o reducere a
pierderii de apa prin epiderma.

Formularile F5-F8 prezinta, de asemenea, o reducere progresivad a valorilor TEWL in cazul
majoritatii voluntarilor. De exemplu, pentru S6 valorile scad de la aproximativ 17,61 g/m#h
initial la aproximativ 11,14 g/m?h dupa patru saptdmani de aplicare. Pentru S7 se observa o
scadere similara, de la aproximativ 18 g/m*h la aproximativ 9.64 g/m?/h. Aceste rezultate
sugereaza o imbunatatire semnificativd a functiei de bariera a pielii si o eficientd bund a
formularilor in reducerea pierderii transepidermice de apa.

In cazul formulirilor F9-F12, rezultatele indicd o scidere moderati a valorilor TEWL pe
parcursul perioadei de evaluare. De exemplu, pentru S13 valorile scad de la aproximativ 19.08

g/m?/h initial la aproximativ 12.53 g/m?/h in saptdmana a patra. Pentru S15 se observa o reducere
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importantd, de la aproximativ 18.59 g/m?*h la aproximativ 8.42 g/m?*h. Aceste rezultate
sugereaza o ameliorare a functiei de bariera cutanata si o reducere a evaporarii apei la nivelul
pielii.

Si formularile F13-F16 au redus TEWL de la valoarea initiald la aplicarea constantd pe
parcursul a 28 de zile. Pentru toate probele, TEWL a scdzut chiar si imediat dupa prima aplicare,

iar aceasta tendinta persista, scazand treptat in timp [17].

Formularile F17-F20 prezinta, in general, una dintre cele mai evidente reduceri ale valorilor
TEWL la finalul perioadei de evaluare. De exemplu, pentru S23 valorile scad de la aproximativ
18.82 g/m?/h initial la aproximativ 10.46 g/m?/h in saptamana a patra. De asemenea, pentru S25
se observa o reducere semnificativa a valorilor, de la aproximativ 17.99 g/m?h la aproximativ
9.3 g/m¥h. In cazul altor voluntari, valorile se stabilizeazi sau prezintd variatii moderate pe

parcursul perioadei de monitorizare.

In cazul formulirilor F1-F4, valorile parametrului SEr prezinta variatii moderate pe parcursul
perioadei de studiu, insd pentru unii voluntari se observa o tendintd de reducere a rugozitatii
cutanate. De exemplu, pentru voluntarul S2 valorile SEr scad de la aproximativ 2.19 initial la
aproximativ 1.93 in sdptdmana a patra. Parametrul SEw prezintd de asemenea o tendinta de
reducere pentru toti voluntarii, indicand o posibila diminuare a aspectului ridurilor. Parametrul
SEsm prezinta fluctuatii, Insd in unele cazuri se observa valori mai mari la finalul perioadei de

evaluare, ceea ce poate sugera o imbundtdtire a netezimii pielii.

Formularile F5-F8 determinad variatii ale parametrilor microreliefului cutanat, insd in
majoritatea cazurilor se observd o tendintd de stabilizare sau reducere a valorilor asociate
rugozitatii si ridurilor. De exemplu, pentru voluntarul S7, valorile SEr scad comparativ cu
valorile initiale in, iar valorile SEw prezinta fluctuatii moderate. In cazul altor voluntari se
observa o Imbunatatire a parametrilor care caracterizeaza textura pielii, sugerand o influenta

favorabila asupra microreliefului cutanat.

In cazul formularilor F9-F12, rezultatele indici o reducere moderati a unor parametri asociati
rugozitatii si ridurilor. De exemplu, valorile SEr pentru S13 scad initial dupa aplicare si prezinta
variatii moderate pe parcursul studiului. Parametrul SEw indicd, in general, o tendinta de
stabilizare sau reducere spre finalul perioadei de evaluare, sugerand o posibila ameliorare a
aspectului ridurilor. De asemenea, valorile parametrului SEsm indica variatii care pot reflecta
modificari ale gradului de netezime a pielii.

27



Formularile F13-F16 prezintd, in general, o tendintd de imbunatatire a unor parametri ai
microreliefului cutanat. Se observa o reducere a valorilor SEr si SEw pe parcursul studiului,
indicand o diminuare a rugozitatii si a aspectului ridurilor. Parametrul SEsm prezinta variatii
care sugereazd o imbundtitire a netezimii pielii, iar indicele de anisotropie indica o relativa

uniformizare a structurii microreliefului cutanat.

Pentru formularile F17-F20 se poate observa cd acestea influenteaza in mod favorabil textura
pielii si parametrii microreliefului cutanat. Desi variatiile sunt diferite intre voluntari, tendinta
generald indicd o reducere a rugozitatii si a aspectului ridurilor, precum si o imbunatatire a

netezimii pielii dupa aplicarea formularilor testate.
Concluzii si contributii personale

Scopul central al tezei de doctorat s-a concentrat pe dezvoltarea unor produse topice
fotoprotectoare care sd contind doar ingredient naturale de origine vegetala. Pentru atingerea
acestui scop, s-au obtinut initial produse uleioase inovatoare care au fost ulterior incorporate in

mai multe tipuri de baze.

Atat preparatele uleioase vegetale, cit si produsele cosmetice finale au fost caracterizate
din punct de vedere fitochimic, fizico-chimic, farmacotehnic si biologic, finalizand cu testarea

in vivo pe subiecti umani a formularilor fotoprotectoare.

Teza de doctorat contine doud parti distincte: Partea generald dedicatd unei analize
riguroase a literaturii de specialitate cu rolul de a sistematiza stadiul actual al cunoasterii n
domeniu si de a consolida fundamentul stiintific necesar intregului demers investigativ si
Contributiile stiintifice proprii care reprezintd nucleul original al tezei, aceastd sectiune
centralizeaza elementele metodologice aplicate, datele experimentale obtinute, interpretarea si

discutarea criticd a acestora, finalizand cu deducerea concluziilor desprinse in urma studiilor.

Capitolul 1 al partii generale prezintd stadiul actual al tehnicii de obtinere a produselor
topice fotoprotectoare, de la solutii simple la sisteme de nanoparticule care sunt fie in uz, fie in
curs de investigare. La formularea produselor topice fotoprotectoare se urmareste selectarea
ingredientelor active, concentratia acestora, tipul de vehicul si forma farmaceutica astfel incat
sa fie garantata eficacitatea protectiei solare. Scopul principal in formularea produselor de
protectie solarda moderne este dezvoltarea celui mai bun preparat care sd indeplineasca

obiectivele dorite: eficacitatea impotriva radiatiilor UV caracterizata prin factorul de protectie
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solard (SPF), tipul de protectie (UVA, UVB sau spectru larg) si rezistenta la apa. Produsele
fotoprotectoare sunt sisteme emulsionate, solutii hidroalcoolice, sisteme anhidre sau geluri.
Existd o gama largd de produse fotoprotectoare topice destinate aplicarii pe diferite zone ale
corpului: cap (par, piele, parti sensibile ale fetei: buze, nas, conturul ochilor), miini, corp.
Deoarece utilizarea nanoparticulelor de TiO; este permisd in formularile cosmetice, mai multe
studii au Incercat sd mareasca eficacitatea, sa reducd potentialul de efecte secundare si sa

mareascd complianta pentru aceste produse.

Capitolul 2 prezintd cateva constatdri cheie din diferite studii preclinice si clinice privind
efectele ingredientelor naturale asupra fotoprotectiei pielii la nivel celular si molecular. Avand
in vedere toxicitatea filtrelor UV de sinteza, 1n ultimii ani, cercetdrile s-au axat pe gasirea unor
alternative eficiente, netoxice pentru om si mediu. Cele mai multe studii au aratat cd mecanismul
primar al activitatii fotoprotectoare este capacitatea antioxidantd a diversilor metaboliti
secundari ai plantelor, care se realizeaza prin limitarea oxidarii proteinelor, lipidelor, ADN-ului
sau a altor molecule si prin mpiedicarea fazei de propagare a reactiilor oxidative in lant.
Metabolitii secundari ai plantelor, din punct de vedere structural, se impart in trei mari clase:
antioxidanti, alcaloizi si uleiuri vegetale. Rezultatele numeroaselor studii clinice si preclinice
justifica utilizarea plantelor medicinale si a extractelor acestora in produse fotoprotectoare si

anti-imbatranire si deschid o noud perspectiva pentru dezvoltarea unor astfel de produse.

Partea dedicatd contributiilor stiintifice originale este structuratd pe parcursul a sase
capitole distincte. Structura si succesiunea lor logica au fost concepute special pentru a pune in
valoare caracterul profund multidisciplinar al tuturor investigatiilor experimentale

implementate.

In cadrul Capitolului 3 este trasat cadrul conceptual al intregului, oferind o perspectiva
clard asupra directiilor de studiu prin definirea ipotezei de lucru si structurarea obiectivelor

generale si specifice ce guverneaza succesiunea etapelor experimentale.

Capitolul 4 este dedicat metodologiei experimentale fiind dedicat descrierii sistematice a
intregului flux de lucru experimental. Sectiunea asigurd transparenta si reproductibilitatea
studiilor prin detalierea materiilor prime, protocoalelor tehnologice si metodelor optimizate
pentru obtinerea produselor uleioase, instrumentele si tehnicile utilizate in evaluarea
parametrilor fizico-chimici si farmacotehnici ai produselor dezvoltate, formularea si prepararea

produselor cosmetice, evaluarea calitatii si potentialului biologic al acestora.
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Capitolul 5 a avut ca scop investigarea extractului de Usnea barbata ( U. barbata ) in ulei
de jojoba (JO) imbogatit cu 5% ulei de menta (PEO) si 10% vitamina E, ca un potential produs
natural pentru aplicatii cutanate. Compozitia fitochimica si proprietatile fizico-chimice sustin
includerea UBPJO in diverse formuldri de ingrijire a pielii. Proprietatile bioactive investigate
sustin includerea UBPJO in diverse formulari de protectie a pielii cu efecte antioxidante,

fotoprotectoare, antibacteriene si antifungice.

Capitolul 6 prezinta investigatia cuprinzatoare a extractului de Usnea barbata in ulei de
Karanja (KO). Extractul de lichen (UBKO) a fost obtinut prin macerare la rece. Studiul
sugereazd ca extractul de U. barbata in uleiul de Karanja ar putea fi utilizat pentru dezvoltarea
de formulari farmaceutice cu efecte antimicrobiene si fotoprotectoare, cu potentiale aplicatii
pentru ingrijirea pielii.

Capitolul 7 prezintd investigarea si caracterizarea uleiul de nuca din punct de vedere
fizico-chimic, structural si reologic. Rezultatele demonstreaza ca uleiul de nucd prezinta
proprietati fizico-chimice si structurale adecvate, sustinand utilizarea sa ulterioard ca o

potentiald materie prima cosmetica.

O prima directie a cercetarii s-a axat pe prepararea extractelor uleioase de Usnea barbata
in ulei de jojoba si ulei de Karanja prin macerare si obtinerea uleiului de nuca prin presare la

rece.

Studiile effectuate au elucidat compozitia chimica, proprietatile morfologice, spectrale,
fizico-chimice, reologice si activitatea antioxidanta a JRO extras din seminte de nuca,
evidentiind potentialul sau ca materie prima cosmeticd. Analiza GC-MS a aratat predominanta
acizilor grasi polinesaturati, in special a acidului linoleic, urmat de acidul a-linolenic. Analiza
AFM a relevat o suprafata relativ netedd, cu o organizare eterogena, aspecte specifice unui
sistem lipidic fluid bogat in acizi grasi nesaturati. Activitatea antioxidantd determinatd prin
metodele DPPH si ABTS a demonstrat o dependenta de concentratie si timp pentru proba JRO.
Efectul maxim a fost observat la o dilutie de 1:5, indicand o concentratie optimd pentru
eliminarea radicalilor liberi. La concentratii mari (dilutii mici), activitatea antioxidanta a scazut
rapid in timp, sugerand o reducere rapida a compusilor activi. In schimb, la concentratii mici
(dilutii mari), activitatea a fost mai stabild, indicand o cinetica de reactie mai lentd si un consum
treptat de antioxidanti. Per total, rezultatele evidentiaza un echilibru intre eficienta si stabilitate

antioxidanta, influentat de compozitia chimica si organizarea structurald a sistemului lipidic. In
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concluzie, uleiul de nuca presat la rece (JRO) prezintd proprietati fizico-chimice si structurale
adecvate pentru integrarea cosmetica. Desi continutul de arseniu depaseste usor pragul pentru
consumul alimentar, nivelurile sunt conforme cu cerintele de sigurantd pentru produsele
cosmetice topice. Acest lucru sustine utilizarea sa ca ingredient natural si sustenabil In
formularile de protectie solara si ingrijire a pielii, fard a compromite siguranta consumatorilor.
Se poate observa ca valoarea SPF gasitd pentru proba JRO a fost de 32,93 + 1,65 si a scazut
odata cu diluarea. Analiza SPF demonstreaza eficienta uleiului de nuca pentru a fi utilizat ca

materie prima cosmeticd in formularile de protectie solara pentru a le oferi filtre UV.

In cazul extractului complex si original uleios de U. barbata in ulei de jojoba, imbogitit
cu 5% ulei esential de mentd si 10% vitamina E, rezultatele obtinute ofera perspective
promitdtoare pentru dezvoltarea ulterioara a formuldrilor cosmetice multifunctionale bazate pe
caracteristicile reologice. Stabilitatea oxidativa ridicatd a extractului de lichen uleios poate
asigura proprietdti de autoconservare satisfacatoare in preparatele ulterioare de ingrijire a
pielii. Rezultatele sugereaza o sinergie intre ingredientele active in cadrul tuturor activitatilor
farmacologice evaluate. UBPJO ofera perspective promitatoare pentru dezvoltarea ulterioara a
unor formulari multifunctionale care ar putea proteja pielea impotriva stresului oxidativ si a
radiatiilor UV, ar putea mentine hidratarea si ar putea sustine sandtatea pielii prin proprietati
antioxidante si antimicrobiene.

Caracterizarea extractului de Usnea barbata in ulei de Karanja a relevat o crestere
semnificativd a concentratiei de TPC, farda modificari structural marcante, dar constituentii
lichenului genereaza interactiuni suplimentare care induc reorganizarea suprafetei, posibil prin
formarea unor structuri nanometrice mai mici, crescand astfel rugozitatea suprafetei.
Vascozitatea dinamica aproape constantd sugereaza cad rezistenta la curgere a UBKO este
independenta de rata de forfecare, o caracteristica a fluidelor newtoniene. Rezultatele arata ca
UBKO a avut o stabilitate oxidativa putin mai mare (IP = 6,45) decat KO (IP = 6). Eficacitatile
antistafilococicd si anti-candida ale UBKO sunt semnificativ mai mari decat cele ale KO. Mai
mult, stimularea formdrii biofilmului KO la toti agentii patogeni la concentratia minima
inhibitorie (MIC/4) poate fi explicata. Toate rezultatele sugereaza un potential efect sinergic al
triterpenoidelor si flavonoidelor, care ar putea reprezenta o noud abordare pentru tratarea

infectiilor bacteriene.
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Cea de-a doua directie de cercetare s-a axat pe dezvoltarea unor produse cosmetice in
care extractele uleioase sunt incorporate in diferite baze semisolide, evaluarea proprietatilor

farmacotehnice si a capacitatii fotoprotectoare a preparatelor topice.

Au fost dezvoltate 20 de produse fotoprotectoare care contin cafeind, silimarind, UBJO,
UBKO si ulei de nucé incorporate in diferite baze. Au fost selectate patru baze: Emolivan™
(F1-F4), Versatile™ Rich (F5-F8), Nourivan™ Antiox (F9-F12), Fitalite™ (F13-16) si o
combinatie a tuturor celor patru in cantitati egale (F17-F20). Glicerina (%) a fost utilizata pentru
a dizolva cafeina. Toate cele patru baze topice sunt naturale, sigure si bine tolerate, fiecare cu
caracteristici distincte: Emolivan™ este o baza cold-cream A/U, Versatile™ Rich este o baza
vanishing cream hidrofila de tip U/A, Nourivan™ Antiox este o crema U/A, iar Fitalite™ este

0 baza de crema gel (emulgel) hidrofila.

Toate cele 20 de produse respecta aceasta aciditate naturala, putand concluziona ca niciuna
dintre aceste creme nu va perturba bariera naturald a pielii. Toate formularile prezintd o
capacitate de intindere corespunzatoare, extensibilitatea crescdnd odatd cu cresterea masei
aplicate. Preparatele se vor etala usor pe piele. Evaluarea reologica a relevat un comportament

pseudoplastic pentru toate cele 20 de produse dezvoltate.

Preparatele pe baza de Emolivan™ prezinta cele mai mari valori de SPF, F4 prezentand
valoarea maxima inregistrata (SPF aproximativ 12). Opus, produsele cu Nourivan™ Antiox

prezinta cele mai scazute Valori ale SPF (aproximativ 7 pentru F9).

In ultima parte a studiului, s-au efectuat determinari in vivo pe voluntari umani, iar testarile
au fost efectuate cu dispozitivul Multi Probe Adapter MPA 6 fabricat de Courage + Khazaka
electronic GmbH, K&ln, Germania, folosind sondele acestuia pentru a determina: pH-ul (Skin-
pH-Meter PH 905), gradul de hidratare (Corneometer ® CM 825), continutul de melanini si
nivelul de eritem (Mexameter ® MX 18), elasticitatea (Cutometer® Dual MPA 580), fermitatea
(Indentometer IDM 80) si pierderea transepidermici de apa (cu Tewameter ® TM Hex, Courage
+ Khazaka electronic GmbH, K6ln, Germania). Topografia pielii a fost determinata prin analiza
imaginilor cu Visioscan ® VC 20plus, fabricat tot de Courage + Khazaka electronic GmbH,

KoIn, Germania.

Analiza integratd a rezultatelor obtinute indica faptul ca aplicarea formularilor testate a
determinat imbunatatiri ale mai multor parametri cutanati pe parcursul perioadei de evaluare de
patru sdptamani. Rezultatele obtinute cu corneometrul au evidentiat o crestere a nivelului de
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hidratare a pielii pentru majoritatea voluntarilor, sugerand capacitatea formuldrilor de a favoriza
retentia apei la nivelul stratului cornos. Acest efect este sustinut si de rezultatele obtinute prin
determindrile cu tewametrul, unde s-a observat in majoritatea cazurilor o reducere a valorilor
pierderii transepidermice de apd. Scaderea valorilor TEWL indica o imbunatatire a functiei de
bariera a pielii si o reducere a evapordrii apei din epiderma.

Rezultatele obtinute prin cutometrie si indentometrie arata, de asemenea, o Tmbunatatire
a proprietdtilor mecanice ale pielii. Valorile parametrilor specifici elasticititii si fermitatii
cutanate au prezentat o tendintd de crestere pe parcursul perioadei de aplicare a formularilor,
sugerand o imbunatatire a tonusului si rezistentei mecanice a pielii. Aceste modificari pot fi
corelate cu cresterea nivelului de hidratare si cu imbunatatirea functiei de bariera cutanata,

factori care influenteaza in mod direct proprietatile biomecanice ale pielii.

Determinarile realizate cu mexametrul au ardtat ca formularile testate nu au determinat
modificari semnificative ale pigmentdrii cutanate si nu au indus cresteri persistente ale
eritemului. S-a observat chiar o tendintd de reducere a valorilor eritemului la finalul perioadei
de evaluare, ceea ce sugereaza o bund tolerabilitate cutanata a preparatelor studiate si absenta

unor reactii iritative semnificative.

Analiza microreliefului cutanat realizata cu Visioscan a evidentiat o tendintd de reducere
a parametrilor asociati rugozitatii si aspectului ridurilor, concomitent cu o imbunatatire a
parametrilor care caracterizeaza netezimea pielii. Aceste rezultate indica o ameliorare a texturii

cutanate si o uniformizare a suprafetei pielii dupa aplicarea formularilor testate.

Coreland rezultatele obtinute prin toate metodele instrumentale utilizate in cadrul
studiului, se poate observa cd imbundtitirea hidratarii pielii si reducerea pierderii
transepidermice de apd contribuie la optimizarea functiei de bariera cutanata, ceea ce conduce
ulterior la imbunatatirea elasticitatii, fermitatii si aspectului general al pielii. De asemenea,
modificarile favorabile observate la nivelul microreliefului cutanat confirma efectele benefice
ale formularilor asupra texturii pielii.

In ansamblu, rezultatele studiului indica faptul ca formularile analizate prezinta un profil
dermato-cosmetic favorabil, contribuind la imbunatatirea hidratarii, la consolidarea functiei de
bariera cutanatd, la cresterea elasticitdtii si fermitdtii pielii si la ameliorarea aspectului

microreliefului cutanat, fara a induce efecte iritative semnificative. Aceste rezultate sustin
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potentialul utilizarii acestor formuldri in dezvoltarea produselor dermato-cosmetice destinate

ingrijirii si mentinerii sanatatii pielii.
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