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CAPITOLUL 1I: STUDII PRIVIND UTILIZAREA ULEIULUI DE
CAMELINA IN FORMULARI DERMATOCOSMETICE

Camelina sativa este o plantd anuala, apartinand fam. Brassicaceae, originara din S-E
Europei si S-V Asiei. Pe langa utilizarile din domeniul biocombustibililor, uleiul de camelina
poate fi purificat prin procese tehnologice specifice si valorificat pentru obtinerea de produse cu
destinatii diferite: suplimente alimentare, ingrediente pentru hrana animalelor, produse dermato
cosmetice si farmaceutice. Scopul proiectului vizeaza evidentierea analitici de compozitie si
corelarea cu efecte la nivel celular si molecular, precum si determinarea capacitatii
fotoprotectoare a uleiului de camelind in vederea obtinerii unui preparat dermatocosmetic.
Stabilirea unui design de produs va reprezenta o etapd importantd pentru dezvoltarea unui
preparat dermatocosmetic. Pentru obtinerea uleiului presat la rece, se va utiliza camelina

ecologica - materie prima pentru prototipul vizat.

Camelina este o planta din ale carei seminte se obtine un ulei de calitate superioarda din
punct de vedere al compozitiei. Acesta prezintd o fractie saponificabild reprezentatd de acizi
grasi, dintre care cei polinesaturati se gasesc in proportie mai mare de 55% si o fractie
nesaponificabila reprezentatd de steroli si tocoferoli. Profilul acizilor grasi, principalii
componenti din uleiul de camelind, prezintd acidul linolenic ca fiind componetul major -28.0-
50.3% , urmat de acidul linoleic -16.0-22.4%, acidul oleic- 14.9-18.7%, acidul eicosenoic- 11.6-
17.5%. (Shukla si colab., 2002; Abramovi¢ si Abram, 2005; Moser si colab., 2010; Jurcoane si
colab., 2011; Toncea si colab., 2013; Katar, 2013; Belayneh si colab., 2015). Continutul total de
tocoferoli raportat de cercetdtori diferiti este cuprins intre 634-780 mg/kg. (Belayneh si colab.,
2015). Principalii steroli din uleiul de camelind sunt: colesterol (188 ppm), brasicasterol (133
ppm), campesterol (893 ppm), stigmasterol (103 ppm), sitosterol (1884 ppm), AS5-avenasterol
(393 ppm). Uleiul de camelind are un continut de colesterol mai mare chiar si decat cel al
plantelor recunoscute ca fiind bogate in colesterol, precum s§i o cantitate ridicata de brasicasterol.
(Shukla si colab., 2002). Importanta acizilor grasi esentiali omega-3 (acidul linolenic) si omega-6
(acidul linoleic) pentru sdnatatea pielii a fost adusa in atentie pentru prima data de Burr si Burr,
in 1929, cand au demonstrat ca starea de deteriorare a pielii generata de absenta lipidelor din
dietd, caracterizata de eruptii cutanate eritematoase, descuamare, pierdere ridicata de apa la nivel

transepidermic, a fost imbunatatita prin administrarea de omega-3 si omega-6 (McCusker, 2010).



Pe langa efectele pe care le are administrarea orala a uleiului de camelina utilizat ca
supliment alimentar, exista si studii ce confirma actiunea principalilor sai compusi la nivel

dermo-epidermic:

Acidului linoleic: regenerarea tesuturilor (Zheng, 2005; Menis Ferreira, 2011);implicare in
procesul de transport al lipidelor la nivel membranar (Zheng, 2005; Menis Ferreira, 2011);
protejare Tmpotriva agentilor chimici si enzimatici (Zheng, 2005; Menis Ferreira, 2011);

restaurarea barierei de permeabilitate a stratului cornos (McCusker, 2010);

Acidului linolenic: efect de iluminare a pielii (Ando si colab., 1998); restaurarea barierei de

permeabilitate a pielii (McCusker, 2010);

EPA si DHA, compusi rezultati in urma metabolizarii acidului linolenic: EPA- reducerea
ingrosarii pielii si inhibarea scaderii colagenului determinate de expunerea la lumind UV
(inhibare metaloproteinaze- MMP-1 si MMP-9) (Kim, 2006); EPA- cresterea exprimarii fibrelor
de colagen si a fibrelor elastice (stimularea exprimarii TGF-B) (Kim, 2006); EPA si DHA-
reducerea inflamatiei generate in urma expunerii la UV (efect inhibitor impotriva eritemului

indus de UVB ) (Puglia si colab., 2005);

Vitamina E (y-tocoferol): previne arsurile solare (eritem, inflamatie, edem) aplicat consecutiv
expunerii UV (Yasuoka, 2005); previne formarea edemului, inflamatiei aplicat inainte de
expunerea la UV (Yasuoka, 2005); efectul antioxidant protector (Sivamani si colab., 2015); efect

antiinflamator (Yoshida, 2006)

Fitosteroli: cresterea hidratarii (conductantei)-colesterol si ester de colesterol aplicati pe piele
iritatd (Imokawa si colab., 1986); accelerarea procesului de vindecare si reducere a cicatricilor-
B-sitosterolul (Atiyeh, 2002); refacerea functiei de barierd a pielii (sustinutd de diminuarea
pierderii de apad)- p-sitosterolul (Atiyeh, 2002); potential anti-inflamator-p-sitosterolul
(Peniagua-Pérez, 2017); inhiba inflamatia acutd —stigmasterolul (Garcia si colab., 1999);
reducerea gradul de iritare al pielii (scaderea pierderii transepidermice de apa, scaderea fluxului
de sange)-fractie imbogatitd cu steroli (P-sitosterol, campesterol, brasicasterol) (Lodén si
Andersson, 1996); blocarea reducerii sintezei de colagen consecutiv expunerii UV
(fitosteroli+ceramide) (Grether-Beck si colab.,2008); potential de stimulare a sintezei de colagen

(fitosteroli+ceramide)  (Grether-Beck  si  colab.,2008);  cresterea  hidratarii  pielii



(fitosteroli+lignani) (Vettar si colab., 2006); reducerea nivelului de enzime implicate in

degradarea colagenului (precum MMP-1)-diosgenina, stigmasterol si B-sitosterol (Chiang, 2012).

Alegerea culturii de camelina ca planta oleaginoasa al carei ulei este ulterior valorificat

are la baza si o serie de argumente agro-economice cum ar fi:

e cultura de camelind prezita adaptabilitate crescutd la conditiile climatice: temperate,
medii semi-aride, regiuni cu anotimpuri scurte, inghet si seceta (Ehrensing si Guy, 2008).

e camelina poate fi cultivata pe soluri usoare, nisipoase, sarace in nutrienti, soluri saline sau
cu fertilitate scazuta, chiar pe terenuri marginale, de calitate inferioard, aflate in zone cu
un nivel ridicat de poluare (ex. Copsa Mica).

e cultura are costuri de de intretinere si de infiintare scazute -cheltuielile de infintare a unui
hectar de camelina se situaza sub 1000 lei, fiind mai mici decat cele necesare pentru
culturile de grau si rapita. (MADR, 2014);

e culturile de camelind prezinta rezistentd deosebita la daunatori si buruieni.

e camelina are un ciclu de viata scazut (85-105 zile), ceea ce permite cultivarea acesteia in

rotatie cu alte plante. (Dobre si colab., 2011)



CAPITOLUL 1II: STUDII DE FORMULARE PENTRU PRODUSUL:
LOTIUNE DE PLAJA PE BAZA DE ULEI DE CAMELINA;
DETERMINAREA FACTORULUI DE PROTECTIE SOLARA (SPF)
PENTRU ULEIUL DE CAMELINA

11.2. DETERMINAREA SPF PENTRU ULEIUL DE CAMELINA

Pentru analizarea capacitatii fotoprotectoare a uleiului de camelina s-au preparat 10

probe, solutii de ulei de camelina n hexan de concentratii cuprinse intre 1 si 10%.

Am finregistrat spectrele de absorbtic al probelor in domeniul 290-320 nm, la
spectrofotometru UV-VIS, in cuva de 1 cm, fata de hexan. Am notat valorile absorbantelor din 2

in 2 nm.

Pentru calculul factorului de protectie am utilizat ecuatia:

320
SPF = 102 FQ)«Abs M) nde.

290

SPF — factorul de protectie solara determinat prin spectrofotometrie
F — factorul de corectie ale carui valori depind de lungimea de unda
Abs — absorbanta solusiei inregistrata la o anumita lungime de unda (1)

Valorile factorului de corectie F, la diferite lungimi de unda

Lungime de undi, A, nm F

290 0,0150
295 0,0817
300 0,2874
305 0,3278
310 0,1864
315 0,0837
320 0,0180




Valorile SPF la concentratii cuprinse intre 1 si 10% sunt

Concentratie SPF

1% 3.657678
2% 5.856703
3% 8.294034
4% 10.28616
5% 13.60183
6% 14.51623
7% 16.97487
8% 18.45847
9% 21.21408
10% 22.23692

Variatia SPF 1n functie de concentratie
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Analiza de regresie confirmd existenta unei relatii de liniaritate semnificativa ntre
concentratie si SPF, in plus (RSquare = 0.9967). Factorul de protectie solard determinat cu
ajutorul ecuatiei Mansur et al (1986) indica valori cuprinse intre 3.65 si 22.32 ceea ce indica
posibilitatea utilizarii uleiului de camelina in formuldri dermatocosmetice pentru protectie solara,
prin urmare vom continua studiile in acest sens.



CAPITOLUL I11: TESTAREA EFICACITATII ULEIULUI DE CAMELINA

Determinarea capacitatii antioxidante totale a uleiului de camelina, prin metoda
fotochemiluminescentei

Determinarea cantitativa a eficientei antioxidantilor este intr-o continud crestere din punct
de vedere al importantei ei. Antioxidantii sunt acum folositi in diverse domenii mai ales in
domeniul alimentar, industria farmaceuticd si cosmeticd pentru conservarea si protectia
produselor.

Aplicatiile In aceste domenii includ atat analize de cercetare cét si uzuale ale produsilor
finali sau a celor in stare bruta privind monitorizarea calitatii. Criteriul important pentru utilitatea
unei metode include timpul necesar al analizei respective cat si al pregatirii probei, cat si
varietatea de probe ce poate fi masurata cu aceastd tehnica.

Multe din tehnicile cunoscute pentru determinarea antioxidantilor sunt greu aplicabile
datoritd modului laborios de preparare al probelor, timpilor mari de analizd sau necesitatea
solubilitatii probelor pentru analizd. Cu tehnica de fotochemiluminescentd incorporatd in
sistemul Photochem, atat antioxidantii solubili in apa cat si in lipide pot fi mdsurati In cateva

minute fara o preparare laborioasa a probelor.

Metoda fotochemiluminescentei (Metoda PCL)
Analytik Jena AG, Germania, a facut disponibil un sistem ce poate masura capacitatea

integrala antioxidantd (CIA) a unui amestec de substante, ce poate fi gdsit in plasma sangvinad,

alimente, cosmetice si produse farmaceutice.

Prezentarea aparatului PHOTOCHEM, Analytik Jena AG, Germania




Caracteristici tehnice aparat:

e Principiul aparatului: se bazeaza pe metoda fotochemiluminescentei: excitarea fotochimica a
probei duce la o crestere acceleratd a reactiilor de pana la 100 de ori fata de conditiile
normale;

e Sursa de excitare: Lampa cu vapori Hg, cu strat de fosfor; Maximum de excitatie la lungimea
de unda de 351 nm;

e Detector: PMT (tub fotomultiplicator) cu mai multe domenii;

e Pompe peristaltice: capacitate de debit mare;

e Furtune: PTFE;

Finete Substante anti-oxidative non-enzimatice: Concentratia
nanomolara

Timpi de misurare <3 min

Reproductibilitate CV 2-5 % (Trolox®)

MATERIAL SI METODA
Principiul de masurare
Prin excitatia optica (expunerea) a unei substante fotosensibile addugata In volume
standardizate la esantionul care trebuie masurat, se produc radicali. Acesti radicali vor fi partial
eliminati prin reactie cu antioxidantii prezenti in esantion. Radicalii reziduali fac substanta
detectoare Luminol sd straluceascd. Luminiscenta se determina apoi cu precizie intr-o celula
separatd, cu ajutorul unui tub fotomultiplicator (PMT).

Semnalul de masurare produs de luminiscenta este urmarit ntr-0 perioada selectabila (2
min). In functie de sistemul de masurare, curbele de masurd indicd un comportament variat.
Capacitatea antioxidantd masuratd a esantionului se poate mentiona in unitati echivalente ale
substantei de calibrare. Principiul de masurare consta in faptul ca antioxidantii prezenti in proba
elimind o parte din radicalii din solutia de analizat si astfel reduc intensitatea fluorescentei. O
parte din radicali raman in final in probd, urméand a se combina. Reactivul fotochimic sensibil
ramas in proba care, In absenta sursei de excitare externa are rol de detector de radicali liberi, se
combina cu acestia, iar in urma reactiei chimice se emite o cuantd de lumina care este captata,

amplificata si detectata de fotomultiplicator si transformata in curent electric care este masurat.
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Se masoara capacitatea antioxidanta totala din semnalul electric al aparatului (in V) care este
convertit in valori de concentratie.
Componentele kitului de reactivi pentru procedeul ACL (Antioxidant Capacity in Lipids-
soluble substances), Analytik Jena, AG, Germany si schema de lucru, sunt
* Ry: solvent metanol pentru procedura ACL
* R2: solutia tampon
* R3: PS-1 Solutie stoc (fotosensibilizator si reactiv de detectare), 250 pL / flacon care se dizolva
in 750 uL R
* R4 substanta de calibrare standard pentru cuantificarea antioxidantilor liposolubili, in
echivalenti de Trolox.

Volume de lucru, conform Kit-ului de reactivi pentru procedeul ACL (Antioxidant Capacity in

Lipids-soluble substances), Analytik Jena, AG, Germany

Reactiv R1 R2 Rs R4 Proba
Blank 2.300 200 25 0 0
Calibrare 2.300 - x 200 25 X 0
Masurare 2.300 -y 200 25 0 y

Initial, are loc expunerea la lumina a substantei generatoare de radicali prezenta in proba
prin introducerea reactivului respectiv de lucru (Rz), sensibil la lumina si temperatura (reactivul
se pastreaza numai la -18 °C), apoi se emite cuanta luminoasa detectatd de fotomultiplicator.

Reactivul fotosensibil (R3) indeplineste urmatoarele roluri:

» formeaza radicalii liberi (este generator de radicali liberi);
* reactioneaza cu radicalii ramasi (este detector de radicali).

Sursa externa de lumina este lampa de mercur, ciptusita cu fosfor, care asigura energie
maxima la lungimea de unda de 351 nm.

Capacitatea antioxidantd masuratd este apoi cuantificatd prin compararea cu substanta
standard folosita la calibrare, TROLOX - derivat de vitamina E, este denumirea comerciala
Hoffman-LaRoche pentru 6-hidroxi-2,5,7,8-Acid tetrametilcroman-2-carboxilic. Este un
antioxidant, cum ar fi vitamina E si este folosit in aplicatii biologice sau biochimice pentru a

reduce stresul oxidativ sau deteriorarea celulelor.
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Testul echivalent de capacitate antioxidanta (TEAC) este un indicator al puterii
antioxidante pe baza Trolox, masurata in unitati echivalente Trolox (TE). Datorita dificultatilor
de masurare a componentelor antioxidante individuale dintr-un amestec complex, echivalenta
Trolox este utilizatd ca punct de referintd pentru capacitatea antioxidantd a unui astfel de
amestec, nmoli / volum proba (uL)
> Determinarea capacitatii antioxidante totale (TEAC) pentru uleiul vegetal

Evaluarea comparativa a capacitatii antioxidante totale s-a realizat pentru un numar de 6
probe de ulei de camelina si respectiv pentru dilutiile acestuia de 1:10, 1:20, 1:50, 1:100, cu
metanol - reactivul de lucru Ry al metodei ACL, Analytik Jena AG si au fost repetate in
triplicate, iar rezultatele prezentate figureaza ca valori medii ale celor trei masuratori.

Inainte de masurare, probele s-au omogenizat rapid cu ajutorul unui agitator magnetic
Vortex Velp Scientifica, Italy, in faza de metanol, iar din supernatant s-au luat volume de 5 -10
pL proba pentru masuratori.

Evaluarea capacitatii antioxidante totale a extractelor hidroalcoolice vegetale s-a realizat
cu ajutorul aparatului fotochemiluminometru PHOTOCHEM, Analytik Jena AG, Germany,
cuplat la PC prevazut cu soft pentru interpretarea datelor. Fiecare determinare a durat cate 120
secunde.

Calcul

Pentru calculul si interpretarea rezultatelor sunt folositi algoritmi matematici superiori
incorporati.
Capacitatea antioxidanta totala (TEAC) [ug/mg] = Cantitate x Factor de dilutie x M x Volum

extractie / Volum pipetat x Masa probei initiale

Cantitate: nmoli (echivalenti Trolox)

M: Masa molara Trolox (250,3 ng/nmol)
Volum pipetat: Volum de proba luat in lucru [uL]
Masa proba: Masa initiala a probei [mg]

Volum extractie: ~ Volum de solvent de extractie [mL]

Dilutie: (pentru probele la care s-a facut dilutie in lucru, ex. factor de dilutie =100)
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Curba de calibrare pentru substanta standard Trolox, procedeul ACL, Analytik Jena AG

REZULTATE SI DISCUTII

Valorile medii ale rezultatelor inregistrate privind capacitatea antioxidanta totala (TEAC)

a uleiului de camelind in hexan, sunt prezentate in urmatorul tabel.

Capacitatea antioxidanta totala (TEAC) a uleiului de camelina in hexan, sol. stoc si dilutii

Nr.  Tipul probei Volum de probd Inhibitie maxima  Cantitate (TEAC)
crt. luat in lucru radicali liberi (nmol echiv.
(uL) Trolox/vol. probd)
1  Ulei de camelina in hexan, 10 1.000 8.901
sol. stoc Concentratie prea
mare, depaseste
curba de calibrare
2  Ulei de camelina in hexan, 5 0.935 7.159
sol. stoc Concentratie prea
mare, depaseste
curba de calibrare
3 Ulei de camelina in hexan, 5 0.740 4.350
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dilutie 1:10 cu Ry

Ulei de camelina in hexan, 5 0.629 3.417
dilutie 1:20 cu Ry
Ulei de camelina 1n hexan, 5 0.506 2.738
dilutie 1:50 cu Ry
Ulei de camelina in hexan, 5 0.321 1.764

dilutie 1:100 cu Ry

In urma rezultatelor obtinute s-au observat urmitoarele:

Pentru solutia stoc de ulei de camelina, atat la volumul de lucru 10 pL, cat si la 5 pL, s-au
inregistrat valori prea ridicate ale capacitatii antioxidante totale care au depasit curba de
calibrare a aparatului, in consecinta proba de ulei a necesitat dilutii in rapoarte molare 1:10,
1:20, 1:50, 1:100, cu metanol - reactivul de lucru Ry, conform procedurii ACL.

La volumul minim de lucru de 5 pL, s-au inregistrat valori optime ale capacitatii antioxidante
totale (TEAC) in cazul uleiului de camelind pentru toate dilutiile aplicate, valorile fiind
cuprinse intre 4.350 nmol echiv. Trolox/vol. proba si 1.764 nmol echiv. Trolox/vol. proba.
S-a observat ca la o dilutie a probei mai mare de 1:100 cu metanol - reactivul de lucru Ry,
pentru acelasi volum de lucru de 5 pL, valorile inregistrate pentru capacitatea antioxidanta

totala au fost prea scazute, situandu-se sub curba de calibrare a aparatului.
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