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INTRODUCERE

in ultima decada, s-a constatat incapacitatea asiguréarii unor tratamente eficiente si
sigure pentru diverse afectiuni ale pielii, coroborata cu o prevalenta crescuta si cu manifestari
premature, din primii ani de viata, ale unor boli de piele din ce in ce mai refractare la
tratamentele uzuale. Cauzele, sunt plurifactoriale si sunt necesare studii avansate atat din punct
de vedere medical cat si in ceea ce priveste stilul de viata, asigurarea si mentinerea imunitatii,
precum si particularitatile individuale ale fiecarui organism. Cercetarile in acest domeniu
vizeaza identificarea unor alternative de tratament pentru diverse afectiuni cutanate, non-
invazive, sigure si eficiente. Pentru a evita tratamentele de lunga durata, cu produse continand
substante medicamentoase, care pot genera intoleranta, reactii alergice sau fragilizarea
cutanata, produsele farmaceutice cu continut de compusi biologic activi de origine vegetala pot
fi o alegere sigura si viabila, studiile din literatura de specialitate sustinand numeroasele efecte
terapeutice benefice pe care extractele naturale le manifesta.

Organismul uman este populat Tn mod natural cu o microbiota benefica, cu efecte
protectoare si imunomodulatoare. S-a demonstrat stiintific ca una dintre cauzele aparitiei
multiplelor afectiuni, care afecteazd starea generala de sanatate, s-ar datora lipsei din
microbiomul individual a unor tulpini benefice, capabile sa furnizeze protectie locala si sistemica
prin antagonismul fatd de patogeni si, totodata, prin activitatea lor metabolica, sa ofere
organismului substante postbiotice utile pentru intarirea imunitatii si pentru sanatatea intregului
organism. La nivelul pieli sanatoase, microbiota este oarecum similara, continand
microorganisme probiotice utile colonizate prevalent pe diferite suprafete cu particularitati
specifice. Aparitia unor modificari nedorite la nivel cutanat este asociatd cu dezechilibre din
punct de vedere calitativ si cantitativ in compozitia microbiotei comensale, care sunt asociate cu
particularitatile individuale, dar in primul rand cu stilul de viata la nivel global (hrand, igiena etc).

Microoganismele probiotice au nenumarate beneficii demonstrate Th multitudinea de
studii prezentate in literatura. Majoritatea vizeaza utilizarea acestora ca alimente sau
nutraceutice, pentru uz intern (hrand sau suplimente). In acest context, noutatea studiilor
dezvoltate in prezenta lucrarea deriva din incercarea de a demonstra eficacitatea bacteriilor
probiotice prin administrare topica, externa, tintita, la locul afectat de la suprafata epidermei.
Beneficiile produsului farmaceutic functional, inovativ, propus, rezulta din posibilitatea de a oferi
un tratament natural, alternativ, acelor pacienti care au dezvoltat intolerantd la anumite
substante chimice, care manifesta reactii alergice sau de hipersensibilizare cutanata.

Pe langa beneficile multiple conferite de prezenta probioticelor in acest produs,
prezenta compusilor bioactivi din planta Aloe vera adauga produsului calitati suplimentare
nutraceutice si terapeutice, cu nenumarate beneficii dovedite inca din antichitate si demonstrate
stiintific de-a lungul anilor prin trial-uri randomizate pe diferite segmente de pacienti.

Teza de doctorat intitulatd ,Formularea si caracterizarea chimica si functionala a
unor produse farmaceutice pentru uz extern, pe baza de compusi naturali bioactivi si
bacterii lactice”, a vizat studierea comportamentului unor specii de bacterii lactice cu dovedite
proprietati probiotice de a se adapta, prin cultivare, in medii minimale, suplimentate cu Aloe
vera (pulbere liofilizata din frunze sau extract etanolic), cu scopul de a deveni ingrediente active
in proiectarea si formularea unui produs farmaceutic pentru uz extern. Prin aplicarea unor
metode analitice performante, precum analiza FT-IR si cromatografia HPLC, s-au analizat din
punct de vedere calitativ si cantitativ principalii compusi biologic activi din frunzele de Aloe vera
(varietatea barbadensis Miller). Produsele derivate din Aloe vera (pulbere liofilizatd si extract
etanolic 10% din pulbere liofilizata) au fost utilizate pentru suplimentarea mediilor de cultivare a
bacteriilor lactice, speciile selectionate, Lactobacillus plantarum si Lactobacillus casei.
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Au fost testate mai multe variante experimentale, iar produsul fermentat cu calitati
functionale adecvate (capacitatea de aderenta la celule Hela, activitate antimicrobiana) s-a
utilizat pentru formularea unui unguent hidrofil, pentru aplicare topica, cu scopul de a preveni,
trata si vindeca diverse afectiuni cutanate.

Studiile au avut in vedere obiective stiintifice formulate in acord cu studiile experimentale
realizate, dupa cum urmeaza:

1.Caracterizarea fizico-chimica a produselor derivate din planta Aloe vera (turta, gel,
pulbere integrala liofilizata si extracte), potentiale ingrediente pentru formularea unguentului
functional.

2.1zolarea, selectia si testarea unor bacterii lactice cu potential fermentativ si stabilitate
in medii minimale in vederea obtinerii si utilizarii produselor fermentate pentru efectele tribiotice
(prebiotice, probiotice si postbiotice).

3.Formularea si caracterizarea unui unguent functional, contindnd compusi bioactivi Si
bacterii lactice vii, cu capacitate de aderentd la celulele epiteliale, cu actiune antagonica
impotriva microorganismelor patogene frecvente la suprafata pielii (Staphylococcus aureus si
Candida albicans).

4.Demonstrarea prin teste in vitro a eficacitatii functionale a ingredientelor utilizate (medii
fermentate cu bacterii lactice selectionate, derivate din medii minimale suplimentate cu Aloe
vera) si a produsului farmaceutic formulat.

Teza va fi structurata in 2 parti, dupa cum urmeaza:

I. STUDIUL DOCUMENTAR, structurat in 3 capitole, prezinta date recente din literatura
de specialitate privind caracterizarea morfologica si fiziologica a bacteriilor lactice clasificate Tn
genul Lactobacillus spp., a bacteriilor probiotice si descrierea caracteristicilor fizico-chimice ale
compusilor bioactivi din Aloe vera, planta recunoscutd incad din antichitate ca avand
extraordinare proprietati terapeutice, imuno-modulatoare, antiinflamatoare, antioxidante s.a. si
totodata beneficile pentru sanatate, in special pentru calitatea epidermei, ale produselor
naturale contindnd bacterii lactice si compusi bioactivi din surse vegetale.

Capitolul 1, intitulat Bacteriile probiotice, descriere si aplicatii farmaceutice vizeaza
prezentarea principalelor beneficii demonstrate de utilizarea bacteriilor lactice probiotice,
intelegerea exhaustiva a mecanismelor de actiune ale acestora, precum si indicatiile
terapeutice majore. Desi existd numeroase studii ce descriu beneficiile oferite de administrarea
orala a bacteriilor probiotice, studiile recente si-au orientat atentia spre potentialele utilizari
topice, prin Tncorporarea diferitelor tulpini de bacterii lactice probiotice in forme farmaceutice
inovative pentru utilizare externa, precum ovule, emplastre, biofilme. intelegerea mecanismelor
de actiune si mai ales de inhibare competitiva a anumitor patogeni, pot extinde aria de utilizare
a acestor probiotice.

Capitolul 2, intitulat Planta Aloe vera - o sursa importanta de compusi bioactivi cu
valoare functionald, vizeaza descrierea fito-chimicd a plantei cu identificarea principalelor
efecte benefice, precum si potentiale aplicatii farmaceutice ale acesteia. Numeroase studii
sustin multiplele efecte terapeutice pe care extractul de Aloe vera 1l poate manifesta la nivelul
pielii, motiv pentru care gelul de Aloe vera se regaseste ca ingredient activ in sute de produse
dermato-cosmetice.
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Capitolul 3, intitulat Tendinte moderne in formularea si caracterizarea unor produse
farmaceutice functionale utilizate in tratamentul cutanat, face referire la caracterizarea
formelor farmaceutice semisolide bioadezive, precum si la principiile de formulare ale unui
unguent hidrofil pentru uz topic. Unguentele, ca forme farmaceutice semisolide bioadezive, cu
continut de compusi biologic activ, sunt responsabile atat de actiune locala, cat si sistemica, iar
proprietatile compusilor extrasi din diverse materiale vegetale reprezinta cea mai eficienta,
sigura si complianta forma de tratament.

Il. Partea experimentala prezinta rezultatele experimentelor derulate pe parcursul
studiilor in cadrul programului doctoral, si este structurata in 3 capitole, dupa cum urmeaza:

Capitolul 4, intitulat Extractia si caracterizarea compusilor bioactivi din Aloe vera
(barbadensis Miller), prezinta rezultatele investigatiilor privind caracterizarea fizico-chimica a
subproduselor obtinute dupa separarea gelului proaspat si a cortexului, respectiv dupa
liofilizarea celor doua sectiuni vegetale. Gelul proaspat si cortexul, precum si produsele
liofilizate au fost testate pentru evaluarea continutului de substantd uscata, a aciditatii, a
compozitiei in compusi bioactivi (polifenoli totali, flavonoide, proteine, lipide s.a.) si a capacitatii
antioxidante. Pentru analiza, s-au utilizat metode uzuale si moderne de investigare, precum
analiza spectrofotometrica, cromatografia HPLC si analiza FTIR.

Capitolul 5, intitulat Studiul comportamentului fermentativ si fiziologic al unor
tulpini de bacterii probiotice in medii suplimentate cu Aloe vera, prezinta rezultatele
obtinute privind descrierea comportamentului cinetic al tulpinilor de bacterii lactice selectionate
in monoculturi si culturi multiple, prin cultivare in mediul MRS si mediul minimal pe baza de
solutie de electroliti, suplimentate cu Aloe vera (pulbere liofilizatd sau extract etanolic). S-au
analizat dinamica de multiplicare, parametrii cinetici de multiplicare, precum si viabilitatea
bacteriilor in mediile fermentate, pe o perioada de 21 de zile, prin pastrare in conditii de
refrigerare. S-au analizat, prin teste in vitro, realizate pe linii celulare HelLa-2, capacitatea de
aderentd la celulele epiteliale precum si capacitatea de inhibare a aderentei patogenilor
epiteliali (Stahylococcus aureus si Candida albicans). Produsele fermentate au prezentat
activitate antimicrobiana (antibacteriana si antifungica) impotriva tulpinilor patogene testate care
pot coloniza accidental epiderma.

Capitolul 6, intitulat Formularea unui unguent inovativ pe baza de produse
fermentate cu bacterii lactice probiotice si Aloe vera, prezinta rezultatele investigatiilor care
au vizat formularea produsului farmaceutic functional. Se prezinta rezultatele obtinute privind
caracterizarea reologica a unguentelor hidrosolubile pe baza de polietilenglicoli, preliminara
formularii produsului farmaceutic de uz topic, extern, cu continut de bacterii lactice viabile si
compusi bioactivi din Aloe vera. Pentru produsul obtinut s-a demonstrat eficacitatea
antibacteriand si antifungicd precum si functionalitatea pe o perioada de pastrare timp de 21
zile, la temperaturi de 0-4°C.

Fiecare capitol al partii experimentale este structurat in subcapitole, dupa cum urmeaza:
Introducere, in care se prezinta oportunitatea cercetarilor in contextul actual pe fluxul principal
al publicatilor;, Materiale si metode, prezinta descrierea materialelor, culturilor de
microorganisme, a variantelor de medii de cultura utilizate si formulele pentru unguente, precum
si metodele de investigare si de prelucrare si interpretare a datelor experimentale utilizate;
Rezultate si discutii, in care se prezinta rezultatele originale obtinute prin compararea cu date
similare din literatura de specialitate; Concluzii partiale; Referinte bibliografice.
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Capitolul 7, Concluzii generale, sumarizeaza principalele concluzii rezultate in urma
derularii experimentelor stiintifice, care au condus la formularea si caracterizarea unui produs
farmaceutic inovativ, de uz extern, ale carui ingrediente active sunt constituite din bacterii
lactice in stare activa si compusi bioactivi din Aloe vera.

Abordarea stiintifica si aplicativa a studiilor realizate in aceasta tezd de doctorat este
noua, atat in tara noastra scat si pe plan mondial, existand foarte putine abordari de acest tip.
Majoritatea studiilor publicate pe fluxul principal au vizat utilizarea individuala bacteriilor lactice
sau a compusilor bioactivi din diverse surse vegetale. Combinarea principiilor active prin aportul
bacteriilor lactice cu potential probiotic si a compusilor vegetali deschide noi perspective de
cercetare, ofera posibilitatea diversificarii largi a gamei de produse farmaceutice pentru uz
farmaceutic sau cosmetic, cu beneficii multiple pentru sanatate si cresterea calitatii vietii.

in final, sunt prezentate contributiile originale ale tezei de doctorat, cu impact in
dezvoltarea cunoasterii in domeniul tehnicii farmaceutice, al farmacognoziei si al microbiologiei,
avand un caracter inter- si multidisciplinar, precum si perspectivele de cercetare care se
deschid, perspective ce vizeaza optimizarea ingredientelor, cresterea functionalitatii produsului
si, nu in ultimul rand, cresterea eficientei terapeutice a produsului farmaceutic inovativ.

Teza de doctorat cuprinde 163 pagini, dintre care 23 tabele si 85 figuri. Studiul
documentar reprezinta 25 %, iar partea experimentala 75 %.

Rezultatele cercetarilor au fost valorificate prin elaborarea a 2 articole stiintifice,
publicate sau Tn curs de publicare in reviste cotate ISI (Romanian Biotechnology Letters,
Journal of Biotechnology,) si indexate in baze de date internationale (Jurnal Medical
Brasovean). De asemenea, pe parcursul stagiului doctoral, au fost prezentate rezultatele
cercetarilor la conferinte reprezentative din strainatate si din tara ( Conferinta Internationala
Eurobiotech, organizatad la Bucuresti, 2015; Simpozionul EuroAliment, 2017; precum si la
Conferintele Stiintifice ale Scolii Doctorale din Universitatea "Dunarea de Jos”, 2015, 2016,
2017, Galati).

Activitatile experimentale de cercetare din cadrul tezei de doctorat au fost derulate in
cadrul Centrului integrat de cercetare, expertiza si transfer tehnologic (BioAliment-TehnlA)
(www.bioaliment.ugal.ro), din cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, a laboratorului
de Chimie organica, din cadrul Facultatii de Stiinte si mediu, Universitatea "Dunarea de Jos”,
Galati. Testele in vitro de aderenté la celulele cutanate si de inhibare a aderentei patogenilor la
linia celulard s-au realizat cu suportul specialistilor si a infrastructurii laboratorului de
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4. Extractia si caracterizarea compusilor bioactivi din Aloe vera
(Aloe barbadensis Miller)

4.1. Introducere

Studiul cuprins in acest capitol a vizat analiza compozitia chimice a plantei de Aloe vera,
cultivatd in conditii de sera in Romania, in varsta de 4 ani, comparativ cu a altor varietati de
Aloe vera cultivate in alte zone. Astfel, in extractul etanolic din planta prospata s-a analizat
continutul in compusi bioactivi, in special polifenoli si flavonoide si s-a determinat activitatea
antioxidantd. De asemenea, pentru reziduul solid, presat si deshidratat (turta), rezultat din
materia prima vegetala, procesata in diverse maniere, in stare naturalda, deshidratata sau
liofilizata.

Caracterizarea din punctul de vedere al continutului de apa, al continutului de fibre
dietetice precum sgi al unor prorietati fizico-chimice a materiei prime vegetale a fost necesara
atat in vederea formularii preparatul farmaceutic inovativ cat si pentru conservarea tuturor
principiilor active cu obtinerea unui beneficiu terapeutic sporit in produsul finit.

4.2. Materiale si metode

Planta de Aloe vera, cu origine certificata, a fost achizitionata in anul 2016 dintr-o sera
din judetul Galati. Frunzele utilizate in cadrul acestui studiu au avut lungimea de 50-58 cm si
latimea bazei de 5-7 cm, planta avand 4 ani. Frunzele taiate de la baza au fost spalate de mai
multe ori cu apa distilata. Spinii laterali si marginile au fost indepartate inainte de disectia
materialului vegetal. Cortexul a fost separat de parenchim cu ajutorul unui bisturiu. Gelul extras
a fost spalat de doua ori cu apa ultrapura pentru indepartarea exudatului superficial. O parte din
gel si reziduul vegetal epidermal s-au mentinut in congelator, la temperatura de -40°C, pana la
initierea experimentului. Gelul extras si cortexul presat au fost liofilizate separat, utilizand
aparatul Alpha 1-4 LD Plus (Martin Christ, Germania). inainte de liofilizare, gelul a fost mentinut
1 ordla-18C.

Produsele liofilizate au fost pastrate la temperatura de 4°C, in recipiente din sticla,
inchise etans, pentru a preveni contaminarea si absorbtia umiditatii din aer.

Pentru fiecare tehnica utilizata, extractele vegetale au fost diluate conform protocoalelor
de lucru.

Caracterizarea fizico-chimica a subproduselor vegetale obtinute din Aloe vera a vizat:
v' observarea morfologiei gelului de Aloe vera prin microscopie confocala;
v determinarea parametrilor care caracterizeaza gelul si cortexul proaspat: pH,
aciditate,continut de proteine, lipide, fibre etc.;
v determinarea caracteristicilor hidro-coloidale ale gelului si cortexului liofilizate;
determinarea activitatii antiradicalice (DPPH RSA);
v determinarea spectrofotometrica a continutului de polifenoli totali si a flavonoidelor din
materiale vegetale procesate diferit: stare naturala, uscare la etuva, liofilizare.
v' identificarea si dozarea principalilor compusi polifenolici prin HPLC;
v' identificarea aloinei prin TLC si a principalelor grupari functionale prin FT-IR.

\
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4.3. Rezultate si discutii
4.3.2. Caracteristicile fizico-chimice ale materialului vegetal proaspat

Randamentul de extragere a gelului din produsul vegetal proaspat a fost raportat la
masa frunzei integrale (100%). Cortexul a reprezentat 20,25% , gelul a reprezentat 69,87%, cu
o0 pierdere de 9,88%.

Randamentul obtinut prin presarea turtei a fost de 96,3%, cu o pierdere de 3,7% in filtrul
de presare.

Randamentul de obtinere a gelului liofilizat a fost de 0,9%, iar a turtei presate liofilizate,
de 0,95%, care confirma cantitatea mare de apa libera si apa legata din aceasta planta. Pentru
a stabili cantitatea de apa pe care o poate incorpora planta s-a determinat umiditatea materialul
vegetal proaspat (Tabelul 4.2.).

Tabelul 4.2. Caracteristici fizico-chimice ale subproduselor obtinute din planta Aloe vera (Aloe
barbadensis Miller)

Umiditate (%) 98,84%=0,46 89,26%=+0,66
pH 4,53 +0,12 4,69 +0,06
Aciditate (% acid malic) 0,065%+0,01 0,38%=0,02

pH-ul probelor este usor acid, situandu-se intre 4,5 si 4,7. Valoarea pH-ului este strans
corelata cu continutul de acizi organici, a carui acumulare creste in timpul noptii, tindnd cont ca
Aloe vera este o planta CAM (crassulacean acid methabolism). Acizii organici din planta sunt
acid citric, tartric si malic, insa Aloe vera este o planta cu asimilare nocturnad a CO, (metabolism
al acidului crassulacean), de aceea majoritar va fi acidul malic. Aciditatea a fost relativ
asemanatoare in gel si in turta presata, cu un pH de 4,53, respectiv 4,69 in turta si cu un
procent de acizi organici de 0,065% in gel si 0,38% in turta presata.

Analiza continutului de nutrienti din materialul vegetal liofilizat (gel si cortex), s-a realizat
dupa modelul Weend’s. Dupa o perioada de depozitare de 7 zile, la temperatura camerei,
umiditatea din gel a fost mentinutd la 4,23%, usor mai crescuta decat in cazul cortexului
liofilizat, care a inregistrat o valoare a umiditatii de 2,4%, deoarece gelul este alcatuit majoritar
din polizaharide cu rolul de a retine apa. Turta presatd a prezentat o umiditate de 2,4%,
deoarece randamentul de obtinere a fost ridicat, deci turta a fost lipsitd de gel rezidual.
Umiditatea din gel depinde de modul de depozitare al gelului liofilizat. In cazul acestui studiu,
gelul liofilizat a fost mentinut la temperatura camerei, in recipiente bine inchise, in prezenta unei
substante deshidratante, reusind astfel sa se obtind o umiditate de 4,23% (Tabelul 4.3.).

Tabelul 4.3. Compozitia chimica subproduselor obtinute din frunze de Aloe vera

Umiditate 4,23+1,05 2,4+0,88

Proteine 8,07 + 3,47 13,76 + 1,64
Lipide 3,30+ 0,61 2,20+ 0,50
Fibre 1,25+0,10 12,52 +2,18
Cenusa 18,33 +0,99 11,15+ 0,52
Compusi neazotati 64,82 + 3,78 57,97 £ 2,28

*Raportat la continutul de substanta uscata
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Continutul de fibre brute din turta presata este de 10 ori mai ridicat decat in gel,
deoarece cortexul si clorenchimul contin polimeri poliglucidici precum celuloza, diferite tipuri de
hemiceluloza si lignina, spre deosebire de gel care contine doar pectina si hemiceluloza.

Din studiile mentionate putem evidentia faptul ca fibrele din Aloe vera pot fi utilizate ca
fibre dietetice, utile in dietele de slabire. Fibrele brute au o importanta redusa in nutritie,
deoarece contin o cantitate scazuta de proteine asociate, insa prezinta beneficii in tratarea
constipatiei, in scaderea nivelelor glicemiei si colesterolului in sédnge si in prevenirea cancerului
colorectal.

Cantitatea de proteine, determinata prin metoda colorimetrica Bradford, a relevat un
continut de 1,7 ori mai mare in turta presata decat in gel.

Masa pierduta prin incinerarea reziduului ramas dupa tratarea cu acid sulfuric si hidroxid
de sodiu a confirmat continutul mare de fibre din cortex (12,52 %), comparativ cu gelul (1,25%),
deoarece cortexul contine majoritar tesut parenchimatos spre deosebire de gel care contine
majoritar polizaharide.

4.3.3. Proprietatile antioxidante

Capacitatea antioxidanta evaluata prin capacitatea de legare a radicalilor liberi a fost
determinata pe gelul proaspat si pe liofilizat. S-a evidentiat o capacitate antioxidanta usor mai
crescuta pentru gelul liofilizat, comparativ cu gelul proaspat care isi pierde destul de rapid
aceasta proprietate, observandu-se in acelasi timp si imbrunarea gelului si scaderea capacitatii
antioxidante, care, dupa 2 zile de mentinere la rece (2-8'C) a inregistrat o scadere a RSC de la
60,81% la 32,11% (Tabelul 4.4.).

Tabelul 4.4. Capacitatea antioxidanta a produselor vegetale proaspete si liofilizate din Aloe

vera
Gel proaspat 10% 60,81 + 0,53 32,11+0,2
Gel liofilizat 10% 66,67 £ 0,28 67,25+ 0,34
Cortex 10% 48,35+0,1 -
proaspat
Cortex
liofilizat 10% 57,51 0,35 -

Activitatea anti-radicalica a materialului vegetal din Aloe vera a fost masurata prin
scaderea absorbtiei DPPH-ului la 515 nm. Prezenta compusilor antioxidanti in mediul de reactie
poate interactiona cu radicalul DPPH, ducand la scaderea intensitatii culorii.

Continutul Tn compusi polifenolici s-a analizat in extractul in acool etilic 96%. Rezultatele
obtinute demonstreaza ca extractul obtinut din produsul vegetal liofilizat a prezentat cea mai
echilibrata proportie de compusi biologic activi, necesari in produsul farmaceutic final. Desi
rezultatele obtinute se incadreaza in intervalul de valori mentionat in literatura de specialitate,
totusi nu s-a putut realiza o corelatie stransa intre continutul de polifenoli totali, flavonoide si
activitatea antioxidanta a celor trei extracte.

Concentratiile de polifenoli si flavonoide au fost exprimate in mg compus bioactiv/g
masa uscata (Tabelul 4.5.).



Rezumatul tezei de doctorat Monica (Boev) Gaureanu

Tabelul 4.5. Compozitia in compusi bioactivi a subproduselor derivate din frunze de Aloe vera

PVN 12,812 £ 0,12 21,00+1,1 5,00
PVL 38,26 + 0,25 65,39 + 2,32 43,60
PVU 11,85+1.2 9,4+0,17 43,38

* PVN = produs vegetal natural (proaspat); PVL = produs vegetal liofilizat; PVU = produs vegetal uscat
(etuvd); ** Substanta uscaté
Calculul concentratiei de polifenoli totali a variat in functie de procedeul de prelucrare a
materiei prime procesate. Din datele prezentate in tabelul 4.5., se poate observa ca s-a obtinut
o concentratie mai ridicata in extractul alcoolic obtinut din produsul vegetal liofilizat, comparativ
cu celelalte doua extracte, corelat si cu activitatea antioxidantd a acestui extract. Concentratia
de flavonoide a fost net superioara in extractul obtinut din produsul vegetal liofilizat, intrucat
compusii bioactivi cu actiune terapeutica se pastreaza in proportie mai mare prin acest
procedeu de prelucrare a masei vegetale, comparativ cu tratamentul prin uscare. Cele mai mici
valori ale concentratiei de flavonoide si polifenoli s-au obtinut in cazul produsului vegetal uscat
la etuva, ceea ce inseamna ca, odata cu pierderea apei de constitutie, se pierd si importante
principii bioactive si totodatd temperatura mai ridicatéd poate influenta stabilitatea compusilor
biologiv activi.
in ceea ce priveste activitatea antioxidantd au fost obtinute valori intre 5% (planta
neprelucrata) si 43,60% si 43,38 (planta liofilizata sau uscata), valori apreciabil mai reduse
comparativ activitatea cu acidului ascorbic (80,5%) si a rutinului (86,7%).

4.3.4. Proprietatile hidrocoloidale

Proprietatile de hidrocoloidale ale materialului vegetal sunt stréns legate de compozitia
si structura polizaharidelor si sufera modificari datorate greutatii moleculare, formelor ionice,
pH-ului, temperaturii etc.. Bineinteles ca, in ceea ce priveste capacitatea de retentie a apei,
gelul liofilizat a prezentat o valoare superioara, comparativ cu cea a cortexului liofilizat,
coroborata cu cresterea volumului, conform datelor prezentate in tabelul 4.6..

Tabelul 4.6. Proprietatile hidrocoloidale ale gelului si ale turtei de Aloe vera in stare liofilizata

Gel liofilizat 32,21+£2,35 33,67 £ 4,40 4,5+0,03
Cortex liofilizat 23,15+ 0,26 8,27 +0,15 6,9+ 0,05

In gelul liofilizat, capacitatea de retinere a apei (CRA) a fost de 32,21% g apé/g gel
liofilizat. Diferentele in comportament se datoreaza probabil procedeului diferit de indepartare
a apei, care a influentat deshidratarea cortexului si a parenchimului.

CRA a cortexului a fost de 23,15 g apa/ g proba, demonstrand din nou ca Aloe vera este
o planta CAM, prezentdnd un continut ridicat de polizaharide, acemannanul, un
galactoglucomannan acetilat, cu o capacitate excelentd de legare a apei prin legaturi de
hidrogen, prezent in gel si pectinele si proteinele glicozilate din peretii celulari parenchimali,
capabile, de asemenea, sa retina o cantitate mare de apa.

Capacitatea de umflare (CU) a prezentat valori de 33,67% pentru gel liofilizat, dupa 16h
de hidratare, ceea ce releva o buna capacitate de a retine apa sau alti solventi polari. Cortexul
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are o slaba capacitate de umflare, de 4 ori mai redusa, comparativ cu gelul, deoarece fibrele din
continutul sau sunt bariera pentru pierderea apei, nu prezinta si capacitate de retentie.

4.3.5. Caracterizarea compozitiei extractului etanolic din Aloe vera prin analiza
cromatografica

Analiza HPLC a evidentiat prezenta compusilor polifenolici cu activitate antioxidanta
(Figura 4.13.), dupa cum urmeaza:

- Peak-ul 1 corespunde acidului galic, intr-o concentratie de 7,97 pg/mL.

- Peak-ul 2 este specific acidului vanilic si cafeic, ce elueaza la timpi de retentie
apropiati, in concentratie de 7,34 pyg/mL.

- Peak-ul 3 si picul 4 corespund epicatehinei, respectiv catehinei, in concentratii de
20,82 pg/mL, respectiv 12,25 pug/mL.

- Peak-ul 5 corespunde acidului ferulic in concentratie de 9,86 pug/mL.

- Peak-ul 6 corespunde quercetinei, in concentratie de 204,75 pg/mL.
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Figura 4.13. Cromatograma HPLC a extractului etanolic din pulbere liofilizata de Aloe vera

Compozitia comparativa in compusi bioactivi identificati prin cromatografie HPLC se
prezintd si in figura 4.14, fiind evident continutul in quercetina, fapt ce explica si activitatea
antioxidanta superioara.
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Figura 4.14. Concentratia compusilor bioactivi din extractul etanolic din pulbere liofilizatd de
Aloe vera
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4.3.6. Analiza FT-IR

Analiza FT-IR a fost realizata pentru a evidentia gruparile functionale predominante
prezente in extractele etanolice din produsul vegetal natural, din produs liofilizat si din produs
uscat. Analiza FT-IR a esantioanelor vegetale de cortex, gel si suc din gel de Aloe vera au
evidentiat prezenta unor grupari functionale specifice: -OH — specific benzii de absorbtie 3426
cm™; C=0 — cu benzi de absorbtie caracteristice intre 1750-1655 cm™ si aminoacizi — cu benzi
de absorbtie specifice intre 3300-3250, specifice legaturilor N-H, respectiv 1550, specifice
gruparilor carboxil COO".

Analiza comparativa a spectrelor FT-IR realizate din extractele etanolice obtinute prin
procesarea in diferite moduri a frunzei de Aloe vera (naturald, deshidratata, liofilizata) a
evidentiat benzi de absorbtie apropiate pentru toate cele trei probe. Peak-uri de intensitate mai
crescuta s-au inregistrat pentru extractul etanolic obtinut din pulberea liofilizata, ceea ce indica
un grad optim de mentinere a compusilor biologic activi prin acest mod de procesare a
materialului vegetal. Prezenta hidroxililor fenolici indicd o concentratie crescuta de compusi
fenolici specifici in extractele etanolice obtinute din Aloe vera — flavonoide, acizi fenolici,
antrachinone, iar banda de intensitate crescuta in regiunea fenolica indica acumularea
compusilor fenolici intr-o proportie ridicata.

Figura 4.22. Spectrele FT-IR ale extractelor etanolice din Aloe vera: pulbere liofilizata — rosu,
pulbere deshidratata — verde; produs proaspéat — mov.

Aceste grupari functionale sunt responsabile de natura polara a compusilor polifenolici
din compozitia extractului etanolic de Aloe vera.

Benzile specifice gruparii C=0 de intensitate medie se regasesc in jurul valorii de 1653
cm™, indicand prezenta compusilor carbonilici de tip-antrachinone. Benzile de intensitate mica
la frecventa de aproximativ 800 cm™, sunt atribuite legaturilor C-H, prezente in compusii
polimerici din extractele studiate. Benzile de absorbtie in regiunea de 1332 cm™ corespund
legaturilor simetrice de NO; caracteristice compusilor aromatici azotati.

Absorbtia in jurul valorilor de 1620 — 1610 cm™ corespunde legaturilor C=C, ceea ce
indica prezenta gruparilor specifice eterilor vinilici si a aloinei in proba. In extractele analizate
prin metoda FT-IR s-a indepartat fractiunea de clorofila, ceea ce a dus si la separarea aloinei,
insa aceasta este prezenta in esantionul din cortex de Aloe vera.

Peak-urile la 2926 cm™ corespund legéturilor C-H determinate de formarea legéturilor de
hidrogen la concentratii crescute de compusi bioactivi. Benzile de intensitate medie au fost
observate la 1720 si la 1255 cm™ si indica prezenta grupérilor C=0 si C-O-C, specifice
gruparilor acetil si carboxil din probe. Identificarea unor benzi intense in zona 1050 cm™
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confirma prezenta unitatilor monoglucidice in regiunile apropiate, precum galactoza, glucoza
s.a.

4.4. Concluzii partiale

1. S-a studiat compozitia chimica si compozitia fenolica a diferitelor subproduse derivate
din frunze de Aloe vera (Aloe barbadensis Miller), gel, turte dupa presarea gelului, extracte
etanolice obtinute din frunze neprelucrate, uscate la etuva sau prin liofilizare.

2. S-a demonstrat ca planta prezintd o compozitie bogata in compusi chimici cu valoare
nutritiva dar si cu rol functional, cum sunt compusii polifenolici care induc si activitatea
antioxidanta comparabila cu a compusilor standard, in cazul extractelor etanolice obtinute din
frunze liofilizate sau uscate.

3. Prin compozitia chimica si valoarea functionald, produsele derivate din prelucrarea
plantei Aloe vera (gel, turte, pulberi, extracte etanolice) pot constitui substraturi benefice pentru
dezvoltarea si activitatea metabolica a microorganismelor, in special a bacteriilor lactice
probiotice.

4. Planta Aloe vera prezinta proprietati benefice pentru utilizare in produse cosmetice si
farmaceutice, daca se are in vedere capacitatea de retinere a apei si de adsorbtie a grasimilor.

5. Pentru studiile urmatoare, s-a optat pentru utilizarea extractului etanolic din pulbere
liofilizatd pentru dezvoltarea bacteriilor lactice, stimularea activitatii metobolice, a activitatii
antimicrobiene si a potentialului de refacere a microbiotei utile la nivelul epidermei pentru
formularea unui unguent hidrofil ce are ca potentiale utilizari terapeutice dermatita atopica,
psoriazis, diverse tipuri de eczeme si dermatite, precum si arsuri de gradul | si gradul Il
necomplicate.

5. Studiul comportamentului fermentativ si fiziologic al unor tulpini
de bacterii probiotice in medii suplimentate cu Aloe vera

5.1. Introducere

Studiile prezentate in acest capitol au vizat evaluarea comportamentului fermentativ si
functional pentru trei tulpini de bacterii lactice probiotice din genul Lactobacillus, speciile
L. rhamnosus, L. plantarum si L. casei , prin cultivare in mediul specific MRS si intr-un mediu
neconventional pe baza de electroliti, imbogatite cu 0,5% pulbere liofilizata de Aloe vera.

Parametrii analizati, atat in perioada de fermentatie, cat si de pastrare a produselor
fermentate (la temperatura de 4°C, timp de 21 de zile) au fost:

- dinamica fermentatiei lactice;

- dinamica si parametrii cinetici de multiplicare ai bacteriilor probiotice;

- viabilitatea bacteriilor probiotice in mediile fermentate, pe perioada pastrarii;

- capacitatea de aderentd a bacterilor probiotice multiplicate in diferite medii
fermentative (teste in vitro in culturi de celule epiteliale);

- activitatea antimicrobiana a produselor fermentate.

Rezultatele obtinute sunt inovative deoarece, tulpini de bacterii probiotice izolate din
preparate comerciale au fost cultivate pentru prima data intr-un mediu formulat pe baza de
solutie de electroliti, suplimentat cu 0,5% pulbere liofilizatd obtinute din frunze de Aloe
barbadensis Miller. Studiile realizate in aceasta etapa sunt importante din punct de vedere
biotehnologic, deoarece vor permite selectia unei/unor tulpini probiotice performante capabile
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sa se inmulteasca si sa supravietuiasca in medii fermentate pe baza de Aloe vera, in vederea
formularii unor unguente noi functionale destinate prevenirii si tratarii unor afectiuni cutanate.

5.2. Materiale si metode

Speciile Lactobacillus rhamnosus GG (Gyniel plus®, Hyllan Pharma, Romania),
Lactobacillus plantarum (din colectia Platformei BioAliment, Facultatea de S$tiinta si Ingineria
Alimentelor, Galati), Lactobacillus casei (GynOphylus®, Beaufour Ipsen Industries, Marea
Britanie), au fost izolate prin repicari succesive pe mediul MRS cu agar. Din fiecare tulpina s-a
realizat inocul dozat spectrofotometric la o D.O. = 0,5, la A= 600 nm, in mediu MRS lichid, MRS
lichid suplimentat cu pulbere liofilizata de Aloe vera, solutie electroliti suplimentata cu pulbere
liofilizata de Aloe vera. Parametri urmariti au fost:

v pH;
v" numarul de unitati formatoare de colonii (Nuyemi) prin metoda de numarare
indirecta Koch;
v’ viabilitatea bacteriilor lactice n perioada de depozitare.
Ulterior, s-au selectat tulpinile de L. casei si L. plantarum pentru a fi testate in inocul combinat
in mediu experimental de solutie de electroliti suplimentata cu pulbere liofilizata de Aloe vera.

Pentru L. casei si L. plantarum s-a determinat capacitatea de aderentd la monostrat
celular epitelial HeLa-2, precum si activitatea antimicrobiana si antifungica pe microorganisme
patogene: Staphylococcus aureus ATCC 25923,Staphylococcus aureus (clinic — din plaga
tegumentard), Candida albicans ATCC 10231, Candida albicans (clinic — din exudat vaginal)
prin metoda difuziei radiale (Kirby - Bauer) si prin inhibarea competitiva a aderentei la
monostratul celular HeLa-2.

Reactivi utilizati: metanol reactiv de laborator 96%, etanol reactiv de laborator 96%, acetona
reactiv de laborator 96% au fost achizitionati de la Chemical Co., iar tampon fosfat salin dela
Sigma-Aldrich, Germania. Aparatura utilizata a fost: Spectrofotometru UV-VIS 6505 (Jenwey,
Germania), Analizor Multiparametric Seven Easy tip F20K (Mettler Toledo, Elvetia), Incubator
termostatat ICT-18 (Falc Instruments, Italia), Incubator cu circulatie de aer fortatd BF 4000
(Binder, Germania), Microscop cu imersie si epifluorescenta BX 41 (Olympus, SUA), Balanta
analitica de inalta precizie XS403SM (Mettler-Toledo, Elvetia).

5.3. Rezultate si discutii
5.3.1. Dinamica fermentatiei lactice

S-a analizat evolutia pH-ului in cele 3 medii fermentative (probele PI, Pl si PIll), pentru
cele trei tulpini probiotice, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus si Lactobacillus
casei, atat pe perioada fermentarii (48 de ore) cat si dupa 7, 14 si 21 zile (pe perioada pastrarii
mediului fermentat).

Pentru tulpinile studiate s-a urmarit dinamica cresterii microorganismului, viabilitatea si
adaptabilitatea la diferite substraturi pe care au fost insaméantate, in doua stadii, unul de
fermentatie, altul de conservare.

In urma experimentelor efectuate, s-a stabilit c& perioada optima de fermentare este de
72 ore, iar perioada optima de conservare este de 21 de zile. Din acest motiv, dinamica de
crestere a fost urmaritd pe parcursul a 72 de ore, iar viabilitatea, pe parcursul a 21 de zile.
Pentru a obtine un mediu benefic dezvoltarii bacteriilor probiotice vizate in studiu, s-a stabilit ca
obiectiv al studiului urmarirea comportamentului celor trei tulpini, prin inocularea acestora in trei
medii diferite din punct de vedere compozitional: un mediu martor (MRS broth selectiv pentru
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lactobacili), un mediu de tranzitie (MRS broth si liofilizat de Aloe vera in concentratie de 0,5%)
si un mediu pe baza de electroliti cu pH=6,8, suplimentat cu liofilizat de Aloe vera 0,5%), ce nu
a mai fost testat pana in prezent.

Capacitatea de acidifiere este in strAnsa corelatie cu gradul de inmultire al bacteriilor
lactice, iar mentinerea aproape constanta a pH-ului pe perioada de depozitare este direct
coroborata cu mentinerea viabilitatii tulpinilor studiate.

in cazul tulpinii de L. rhamnosus, s-a observat o reducere brusca a pH-ului in primele
24 de ore de fermentare, pentru toate cele trei probe, de la pH 5,4 la pH 3,9, nefiind remarcata
o diferenta intre proba martor si celelalte doua probe suplimentate cu A. vera (Figura 5.1).

7.0 -

6.0 -
5.0 1
L 40 | — —O——

<30 -

2.0 -
1.0 -

0-0 T T T T T T 1
Oh 24 h 48 h 72 h 7 zile 14 zile 211zile

=—PROBA| =li=PROBAII PROBA Il

Figura 5.1. Variatia pH-ului in timpul cultivarii si pastrarii culturii L. rhamnosus

De asemenea, pe perioada depozitarii, de la 7 la 21 de zile la temperatura de 4°C, se
observa o mentinere a pH-ului pentru toate cele trei probe, cu o usoara crestere spre finalul
perioadei de depozitare, in cazul cultivarii pe mediul MRS lichid suplimentat cu 0,5% pulbere
liofilizata de A. vera.

Cea mai constanta mentinere a pH-ului s-a inregistrat pentru cultura L. plantarum, de la
24 h pana la 21 de zile (Figura 5.2.). Cea mai importanta scadere a pH-ului s-a inregistrat intre
0 si 24 h, apoi acesta s-a mentinut constant, desi multiplicarea a fost progresiva. Mediul inovativ
pe baza de electroliti a prezentat un pH constant de 3,77 pe intreaga perioada de fermentare si
conservare.
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Figura 5.2. Variatia pH-ului pe perioada multiplicérii si conservarii culturii L. plantarum

In cazul culturii L. casei (Figura 5.3.) evolutia pH a inregistrat o dinamica aseméanatoare
cu a culturilor studiate anterior, observandu-se de asemenea o crestere a valorilor de pH la
4,23, dupéa 72 de ore de fermentare, la 37°C, pe perioada pastrarii mediului fermentat pe baza
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de MRS suplimentat cu Aloe vera. Cea mai scazuta valoare a pH-ului s-a inregistrat pentru
mediul fermentativ pe baza de electroliti, 3,19, la 72 de ore de mentinere la incubator, 37°C.

6.0 -
5.0 -
4.0 -

L 30 -
2.0 -

1.0 -

0.0 T T T T T T 1

Oh 24 h 48 h 72 h 7 zile 14 1zile 211zile
=¢=—PROBA | =ill=PROBA Il PROBA IlI

Figura 5.3. Variatia pH-ului pe perioada multiplicarii si conservarii culturii L. casei

5.3.2. Dinamica de multiplicare si viabilitatea bacteriilor probiotice in timpul
fermentatiei si pastrarii mediilor fermentate

Dinamica de multiplicare in perioada de fermentare

Pentru tulpina L. rhamnosus, dinamica de crestere a tulpinii probiotice cultivatd pe MRS
lichid suplimentat cu 0,5% pulbere de Aloe vera, s-a inregistrat cea mai rapida viteza de
multiplicare in primele 24 ore, cu o scadere brusca in urmatoarele 24 ore, urmata de o
mentinere a Nyiom. Th urmatoarele 24 de ore (Figura 5.4.).

o
~

0 24 48 72 96
Timpul de fermentare (ore)
== MRS+L.rhamnosus

=— MRS+L.rhamnosus+Aloe vera
Solutie electroliti+ L.rhamnosus+ Aloe vera

Figura 5.4. Dinamica de multiplicare a culturii L. rhamnosus in perioada de fermentatie

Proba martor prezinta o curba previzionata de crestere, cu un maxim de crestere, o
perioada de stationare, urmata de faza de declin. Cea mai interesantd comportare o prezinta
proba Il (mediul pe baza de solutie electroliti, pH = 6,8, suplimentat cu 0,5% pudra liofilizata de
Aloe vera). Pe acest mediu, in primele 24 de ore, s-a inregistrat o multiplicare mai lenta,
comparativ cu proba martor, insa cultura a prezentat cea mai buna stabilitate in ceea ce
priveste viabilitatea celulelor ( Nywmi, dup@ 48 si 72 de ore de cultivare),

In cazul culturii L. plantarum s-a observat un comportament aproape similar in mediul pe
baza de solutie de electroliti suplimentat cu Aloe vera si mediul MRS lichid (Figura 5.5.). in
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acest caz, cultura s-a multiplicat mai lent si a avut o viabilitate mai redusa, dupa 48 si 72 de ore
in mediul MRS lichid cu 0,5% pulbere licfilizata din Aloe vera.

5.0
4.0 -
3.0 -

2.0 -

Log N/Ng

1.0 ~

0-0 V'VV T T T T 1
0 24 48 72 96

Timpul de fermentare (ore)
== MRS+Lb. plantarum
== MRS+Lb. plantarum+ Aloe vera

Mediu electroliti+Lb. plantarum+Aloe vera

Figura 5.5. Dinamica de multiplicare a culturii L. plantarum in perioada de fermentatie

Valorile maxime ale numarului de celule se situeaza aproximativ la acelasi nivel, dupa
24 ore de fermentare, pentru proba martor, respectiv proba cu mediul fermentativ inovativ, pe
baza de electroliti, 1,4-10° ufc/mL, iar dupa 72 ore viabilitatea se reduce usor la 1,2-108 ufc/mL,
si respectiv 1,28 10° ufc/mL, pentru aceleasi dou& probe'. Proba in care bacteriile lactice
probiotice au fost cultivate pe MRS cu adaos de pulbere licfilzata de Aloe vera, au prezentat o
dinamica diferitd, cu valori mai reduse, de 10° ufc/mL la 24 ore, respectiv 9,95 -10"ufc/mL la 72
ore, figura 5.5. relevand o rata de regresie a viabilitatii proportionala cu a celorlalte doua probe.

S -

(")

logr N/MNy
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0 24 48 72 96
Timpul de fermentare (ore)
== MRS+ casei

== MRS+ caseitdloe vera
Solutie electroliti+l. casei+Aloe vera

Figura 5.6. Dinamica de multiplicare a culturii L. casei in perioada de fermentatie

Tulpina L. casei a avut un maxim de crestere in primele 24 ore, cea mai mare
multiplicare fiind inregistrata prin cultivare in mediul MRS lichid suplimentat cu Aloe vera (Figura
5.6.), 2,8-10° ufc/mL, comparativ cu 4- 108ufc/mL pentru proba martor.

Urmarind dinamica L. casei, in proba Ill, mediul pe baza de solutie electroliti + Aloe
vera, s-a observat o multiplicare superioara fatd de cea a probei martor, in primele 24 ore,
1,14 -10° ufc/mL si s-au obtinut valori usor mai reduse dupd 72 de ore de fermentare,
comparativ cu proba martor, 8,35-10%ufc/mL. Dupa 72 ore, probele II si Il prezinta acelasi
Nytem, 2,18-108, respectiv 4,64-108, valori usor mai mici comparativ cu proba martor.

Pentru fiecare tulpina studiatad s-au calculat parametrii cinetici care descriu multiplicarea,
numarul de generatii, viteza de multiplicare si timpul de generatie. Datele obtinute sunt
prezentate in in tabelul 5.4.
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Tabelul 5.4. Parametri cinetici de multiplicare a bacteriilor probiotice (dupa 72 ore de cultivare,
la temperatura de 37°C)

Pl Pl P 1l Pl PII Pl PI PIIl Pl Pl Pl P I
3,82 16,77 13,32 057 069 055 1,75 143 18 71,10 61,56 63,81
L. plantarum
L. 0,66 10,96 9,47 044 045 0,39 2,27 2,19 2,53 73,98 69,23 61,55
rhamnosus
L.casei 10,59 13,71 12,19 044 057 050 2,27 1,75 1,97 6193 61,49 69,84

Datele obtinute demonstreaza capacitatea culturilor L. plantarum si L.casei de
multiplicare in toate mediile studiate si in special in mediile suplimentate cu Aloe vera. In ceea
ce priveste viabilitatea, aceasta se reduce cu 29 - 30%, dupa 72 ore de cultivare, in functie de
tulpina si mediul de fermentare utilizat. Parametri cinetici ai L. casei prezinta cea mai favorabila
evolutie in mediul experimental pe baza de electroliti suplimentat cu 0,5% pulbere liofilizata de
A. vera, prezentand o viteza de multiplicare de ~0,510,7 h?.

Viabilitatea bacteriilor probiotice in perioada de conservare a mediilor fermentate

Mediile fermentate au fost pastrate in conditii de refrigerare (2-8°C), timp de 21 de zile si
analizate dupa 7, 14 si 21 de zile. Pentru tulpina L. rhamnosus, cele trei probe mentinute la
temperatura de 4°C, prezintd o evolutie similara in ceea ce priveste viabilitatea. Proba martor
prezintd o scadere a viabilitatii la 7 zile, apoi o scadere usoara pana la 21 de zile (Figura 5.7.).
Comparativ cu aceasta, probele suplimentate cu Aloe vera, prezinta o scadere mai redusa a
viabilitatii si o mentinere a N./mL mai crescute decat proba martor. Cea mai crescuta viabilitate
o prezinta celulele crescute si mentinute in mediul pe baza de solutie de electroliti suplimentat
cu 0,5% pudra liofilizata de Aloe vera.
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== MRS+ L. rhamnosus+ Aloe vera
Solutie electroliti+ L.rhamnosus+ Aloe vera

Figura 5.7. Viabilitatea celulelor de L. rhamnosus in perioada de conservare a mediilor

fermentate
Pe perioada de conservare, L. plantarum prezinta cea mai ridicata viabilitate Tn probele
experimentale Il si Ill, comparativ cu proba martor. Astfel, dupa cum se poate observa din

Figura 5.8, cea mai mare viabilitate dupa 21 de zile a fost observata pentru proba in care
bacteria a fost cultivatd in mediul pe baza de solutie de electroliti (ME) suplimentat cu 0,5%
pulbere de Aloe vera. Acest fapt ne demonstreaza ca tulpina poate fi utilizata in studiul
experimental, adaosul de pulbere liofilizatd de Aloe vera fiind un bun substrat de crestere pentru
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bacteriile lactice. Totodata, un studiu viitor ar trebui sa urmareasca si comportamentul pentru

L.plantarum in mediul experimental propus, suplimentat cu Aloe vera, prin co-cultivare cu L.
rhamnosus si/sau L. casei.
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Timpul de depozitare (zile)
—o— MRS+ L. plantarum

== MRS+ L. plantarum+ Aloe vera

Figura 5.8. Viabilitatea celulelor de L. plantarum in perioada de conservare a mediilor
fermentate

In cazul culturii L. casei (Figura 5.9.) s-a obtinut de asemenea cel mai mare grad de
mentinere a viabilitatii, dupa 21 de zile, in cazul culturii dezvoltate in mediul pe baza de solutie
de electroliti imbogatit cu Aloe vera. Dupa 7 zile, cea mai drastica descrestere a viabilitatii
celulelor s-a observat in cultura pe mediul MRS si mediul MRS suplimentat cu Aloe vera, apoi
moartea celulelor a incetinit, ceea ce certifica efectul protectiv al plantei asupra celulelor. Astfel,
dupa 21 de zile, in proba experimentala, bazata pe MRS broth suplimentat cu pulbere liofilizata
de Aloe vera, s-a determinat un Nyc/m. Superior celui din proba martor, 5,63-107 ufc/mL,
comparativ cu 2,52 -10°ufc/mL, in proba martor.

e
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—0—MRS+L.pcase| P (zile)
=@i—=MRS + L.casei+ Aloe vera

Solutie electroliti + L. casei+ Aloe vera

Figura 5.9. Variatia viabilitatii celulelor de L. casei in perioada de conservare a mediilor
fermentate

Tulpinile L. plantarum si L. casei au demonstrat o buna adaptabilitate prin cultivare pe
mediul pe bazd de solutie de electroliti (ME) suplimentat cu 0,5% pulbere de Aloe vera si
capacitatea de a mentine viabilitatea celulara timp de 21 de zile, prin pastrarea mediilor
fermentate in conditii de refrigerare (2-8°C).

Posibila asociere a 2 tulpini probiotice va creste functionalitatea produsului farmaceutic
inovativ, produsul obtinut beneficiind astfel atat de proprietatile antioxidante, antiinflamatorii,

cicatrizante ale Aloe vera cat si de efectul antimicrobian si imunomodulator al tulpinilor
probiotice.
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Pe perioada de la 72 h pana la 21 de zile, probele au fost mentinute la 4°C, iar tulpinile
studiate au prezentat grade diferite de mentinere a viabilitati. Pentru aceasta s-a calculat
proportia de mentinere a viabilitatii pentru fiecare tulpina pentru intervalul mai sus mentionat.

In cazul tulpinii L. rhamnosus s-a observat o scidere marcata a viabilitatii de la 72 ore la
7 zile, adica in momentul tranzitiei temperaturii de la 37°C la 4°C (Figura 5.10.) Cea mai mare
scadere a viabilitatii se remarca pentru proba Ill, solutia electrolitica experimentala (ME), in care
probabil nutrientii au fost mai repede consumati. Proba IlI, mediul de tranzitie, prezinta o
scadere mare a viabilitatii la modificarea temperaturii, insa ulterior, se inregistreaza o faza
stationara, astfel ca, dupa 21 de zile, probele experimentale prezinta valori apropiate pentru
gradul de mentinere a viabilitatii comparativ cu proba martor, 61,56 % si 63,81%, comparativ
cu 71,1%.

Pentru imbunatatirea viabilitatii se propun studii de optimizare a compozitiei mediului pe
baza de electroliti (ME) prin echilibrare din punct de vedere nutritiv sau crescand concentratia
de pulbere liofilizata de Aloe vera. Totodata, se pot realiza teste privind utilizarea acestora sub
forma microincapsulata, cedarea din matrice, adaptarea la substrat si colonizarea suprafetei
vizate.

100 100 100

Proba martor T .
—

Proba Il
Proba Il

H72ore |7 zile u 14 zile |21 zile

Figura 5.10. Gradul de mentinere a viabilitatii culturii L. rhamnosus in mediile fermentate
(pastrare la temperatura de 0-4°C)

L. plantarum a prezentat un grad superior de mentinere a viabilitatii dupa 21 de zile, in
cazul probei lll (cultivare pe mediul ME, suplimentat cu Aloe vera), comparativ cu proba martor
(Figura 5.11.). Desi comparativ cu proba martor, proba Il prezintd o scadere a viabilitatii mai
rapida la 7 si la 14 zile, proba Il prezinta aproximativ aceeasi curba de scadere a viabilitatii
comparativ cu proba martor.

L. plantarum prezinta o buna viabilitate in proba Il la finalul celor 21 de zile de pastrare
a mediului fermentat in conditii de refrigerare, ceea ce inseamna ca L. plantarum este o tulpina
care se preteaza a fi utilizata pentru formularea produsului farmaceutic vizat (gel de uz extern).
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Figura 5.11. Gradul de mentinere a viabilitatii culturii L. plantarum in mediile fermentate
(pastrare la temperatura de 0-4°C)

Fara indoiala, cea mai buna evolutie privind multiplicarea si stabilitatea a avut-o cultura
L. casei 1n mediul ME suplimentat cu Aloe vera. Astfel, in toate probele analizate aceasta
cultura s-a comportat cel mai bine, comparativ cu L. rhamnosus si L. plantarum, avand cele
mai crescute valori ale gradului de mentinere a viabilitatii, comparativ cu martorul atat, dupa 7
zile, cat si dupa 14 si respectiv 21 de zile, de mentinere a produselor fermentate in conditii de
refrigerare (Figura 5.12.). Proba Il prezintd dupa 7 zile acelasi grad de mentinere a viabilitatii ca
si proba Ill, insa viabilitatea celulelor incepe sa scada mai brusc pana la 14 zile, iar la 21 de
zile prezinta aceeasi viabilitate ca martorul.
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Figura 5.12. Gradul de mentinere a viabilitatii culturii L. casei in mediile fermentate (pastrare la
temperatura de 0-4°C)

Cercetarile recomanda si aceasta tulpina pentru utilizare in formularea produsului
farmaceutic. Utilizarea Tn co-culturd a speciilor L. plantarum si L casei poate fi o varianta
benefica atat din punct de vedere tehnologic cat si functional. Functionalitatea va fi demonstrata

in etapele ulterioare.

5.3.3. Variatia pH-ului in timpul fermentatiei si a conservarii mediului fermentat

Pentru toate variantele de lucru testate, in perioada de cultivare, s-a constatat o scadere
a pH-ului corelat cu multiplicarea bacteriilor lactice (Figura 5.13 si 5.14). Aceste evolutii certifica
buna functionalitate a bacteriilor in mediile fermentative utilizate. Cea mai accentuata reducere
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a pH-ului s-a inregistrat in primele 48 de ore de cultivare. Pe perioada pastrarii produsului
fermentat, pH-ul se pastreaza relativ constant.
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Figura 5.13. Variatia pH-ului in perioada de fermentatie
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Figura 5.14. Variatia pH-ului in perioada de conservare a mediului fermentat

5.3.4. Dinamica de multiplicare si stabilitatea bacteriilor lactice in mediul
fermentat
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Figura 5.15. Dinamica de multiplicare a bacteriilor lactice in perioada de fermentare
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In ceea ce priveste dinamica de multiplicarea a bacteriilor lactice in mediul pe baza de
solutie de electroliti, suplimentat cu 0,5% pulbere liofilizata de Aloe vera, din figura 5.15 se
poate observa pentru toate probele o multiplicare accentuata in primele 24 h, cu o usoara
crestere pana la 48 h, urmata de etapa stationara pana la 72 h de cultivare. Desi au inregistrat
o viteza de multiplicare mai scazuta, in proba care contine cele doua specii cultivate impreuna,
bacteriile sunt mai stabile din punctul de vedere al viabilitatii.

Parametrii cinetici de multiplicare ai bacteriilor lactice

in tabelul 5.5. sunt prezentati parametrii cinetici in timpul multiplicarii si gradul de
mentinere a viabilitatii bacteriilor lactice, pentru a aprecia stabilitatea acestora si capacitatea de
pastrare a unei viabilitati 2 10°® ufc/mL, necesard pentru manifestarea unor efecte benefice
pentru sanatate.

Tabelul 5.5. Parametrii cinetici de multiplicare a bacteriilor lactice in mediul pe bazé de solutie
de electroliti, suplimentat cu 0,5% pulbere liofilizata de Aloe vera

Proba 12,19 0,43 1,972 91,73
Proballl 13,32 0,38 1,801 95,36
Proba lll 11,255 0,32 2,136 95,21

Se observa o multiplicarea incetinita a bacteriilor lactice Th mediul minimal, specia
L.casei fiind mai adaptata. In co-cultura amestec 1:1 a celor doua specii, viteza de multiplicare
si timpul de generatie demonstreaza o inmultire usor incetinita, insa gradul de viabilitate este
comparabil cu al probei cu cultura L. casei singulara.
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Figura 5.16. Mentinerea viabilitatii culturilor de bacterii lactice in perioada de conservare a
mediului fermentat

Din figura 5.16. se poate observa o mentinere constantad a viabilitatii bacteriilor lactice
din proba Ill, de 10°ufc/mL, comparativ cu probele | si ll, care, fie au o dinamica discontinua, cu
scaderi bruste, fie se afla intr-o scadere continuad pe toata perioada de conservare, atingand
valori de 10%ufc/mL.
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5.3.5. Evaluarea activitatii antimicrobiene a mediilor fermentate

Utilizand variantele de culturi si medii codificate Tn capitolul materiale si metode s-a
testat activitatea antimicrobiand a produselor fermentate, dupa 48 ore de cultivare, la
temperatura de 37°C. Urmand tehnica de analizd descrisa anterior, utilizand in calitate de
microorganisme indicator tulpini de Staphylococcus aures si Candida albicans, cele mai bune
rezultate impotriva bacteriei S. aureus ATTC s-au obtinut cu mediile fermentate codificate 12, 8
'si &' (Figura 5.17).

Figura 5.17. Activitatea antimicrobiana fata de S.aureus ATCC a unor medii fermentate
A) proba 12; B) proba 8’; C) proba 5’

Diametrele de inhibitie masurate dupa 24 ore de termostatare, la temperatura de 37°C
au variat intre 7 si 12 mm.

Diametrele de inhibitie obtinute in testele pe S. aureus ATCC si clinic au prezentat valori
moderate 8-15 mm, remarcandu-se o activitate antimicrobiana mai evidenta pentru probele care
au beneficiat de suplimentarea mediului de fermentatie cu 2 mL extract etanolic din pulbere
liofilizata de A. vera. De remarcat faptul ca majoritatea probelor experimentale utilizate in acest
studiu, care au prezentat capacitate antimicrobiana relevanta, probele 12, 8’ si 5’ (Figura 5.17.)
au fost cele optimizate prin adaos de extract alcoolic de Aloe vera liofilizata, de aceea in
produsul farmaceutic inovativ pentru uz topic se va suplimenta mediul de fermentatie cu extract
etanolic de liofilizat de Aloe vera, care si-a demonstrat activitatea benefica atat asupra cresterii
numarului de celule viabile, cat si asupra activitatii antimicrobiene.

Testarea activitatii antifungice pe una dintre cele mai raspandite si adaptabile tulpini ale
drojdiei patogene Candida albicans, a relevat o capacitate destul de redusa de inhibare a
cresterii acesteia prin cultivare pe mediul specific Sabouraud. Rezultate mai bune s-au obtinut
in ceea ce priveste inhibarea cresterii tulpinii de C. albicans din exudat vaginal, unde s-au
inregistrat diametre de inhibitie cuprinse intre 10 — 12 mm in cazul a 5 probe: 5°, 6’, 7°, 9, 10,
comparativ cu diametrele de inhibitie inregistrate pe C.albicans ATCC, intre 8 - 10mm, doar in
cazul a trei probe: 5, 5’ si 7. Probele obtinute prin fermentarea L. casei si L. plantarum in medii
cu adaos de extract alcoolic de 10% Aloe vera au demonstrat activitatea antifungica medie
(Figura 5.18).

Figura 5.18. Activitatea antimicrobiand fata C. albicans clinic ale unor medii fermentate:
A) proba 6’; B) proba 10’; C) proba 9
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5.3.6. Capacitatea de aderenta a tulpinilor de bacterii lactice probiotice la linia
celulara HelLa-2

Studiul a vizat testarea capacitatii de aderenta a tulpinilor lactice probiotice L. casei si L.
plantarum de a adera si coloniza monostratul celular HeLa-2. Capacitatea de aderenta a variat
in functie de tulpina probiotica testatd, de mediul de fermentatie utilizat, MRS sau mediu de
electroliti (ME) si de adaosul a 2 mL de extract alcoolic de Aloe vera (EAA) in diferite variante
de medii fermentative (Figura 5.19).
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Figura 5.19. Gradul de aderenta a L. casei si L. plantarum la linia celulard HelLa-2

Astfel, tulpina probiotica L. casei cultivata individual in MRS a prezentat un indice de
aderentd de 30%, corespunzitor la 4,5-10'ufc/mL, respectiv o optimizare a capacitétii de
aderenta de 45%, corespunzator la 6,75-10 ufc/mL, la suplimentarea mediului fermentativ cu 2
mL de EAA. Totodata, acelasi comportament s-a observat si in cazul tulpinii probiotice L.
plantarum cultivata individual pe MRS suplimentat cu EAA, care a prezentat un indice de

aderenta de 70%, respectiv 1-108ufc/mL, comparativ cu doar 35% in cazul variantei de cultivare
ih MRS (Figura 5.19.).

Figura 5.20. Capacitatea de aderenta L. casei (varianta 5’) -stanga-
si L.plantarum (varianta 7°)-dreapta

Variantele de probe care au avut tulpinile de bacterii lactice probiotice cultivate individual
in mediu experimental de electroliti (ME) au prezentat o capacitate moderata de aderenta la
monostratul celular HeLa-2, exceptie facand L. plantarum cultivat in ME suplimentat cu EAA,

care a atins un indice de aderentd de 60%, corespunzator unei valori de 9-10"ufc/mL (Figura
5.20.).
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Figura 5.21. Capacitatea de aderenta L. plantarum ( varianta 8’)

Stimularea capacitatii de aderenta in acest caz se datoreaza exclusiv adaosului de EAA,
deoarece varianta cu mediu de electroliti fara EAA a atins un indice de aderenta de doar 25%.

Figura 5.22. Capacitatea de aderenta a tulpinilor co-cultivate 1:1 L. casei:L.plantarum
(varianta 11) — stanga — (varianta 12) — dreapta

Valorile optime ale indicelui de aderentd s-au inregistrat in cazul variantelor de medii
fermentate in care tulpinile probiotice au fost co-cultivate 1:1 si au beneficiat si de prezenta
compusilor bioactivi din extractul alcoolic de A. vera. Variantele 11 si 12 au prezentat un indice
de aderenta de 70%, respectiv 75%, ceea ce reprezintd un Nufc/mL de bacterii lactice aderate
la monostratul celular de 1-108ufc/mL, respectiv 1,13-108ufc/mL, aderenta fiind stimulata de
introducerea n substratul fermentativ a extractului de A. vera (Figura 5.22.).

5.3.7. Capacitatea de aderenta a tulpinilor patogene in prezenta mediilor
fermentate cu bacterii lactice probiotice

Punctul de plecare al acestei cercetari a avut in vedere studiile care au demonstrat
capacitatea antagonica a probioticelor impotriva majoritatii patogenilor intestinali gi a unor uro-
patogeni si gonococi.

Pentru a studia aceasta terapie inovativa, sigura si potential eficienta, s-a realizat acest
studiu de cercetare, care a investigat posibilele interactiuni a doua bacterii lactice (L. plantarum
si L. casei) cu tulpinile patogene Staphylococcus aureus, respectiv Candida albicans, izolate
clinic din medii contaminate.

Avand in vedere adaptabilitatea speciilor patogene, atat cele bacteriene, cat mai ales a
tulpinii de C. albicans, care prezintd rezistentd la majoritatea antibioticelor, respectiv
antimicoticelor, posibilitatea de a disloca competitiv sau prin excluziune aceste tulpini patogene
prin aportul produselor fermentate cu bacterii lactice probiotice, este o descoperire importanta.
Raspandirea dramatica a rezistentei la antibiotice, respectiv antimicotice poate avea ca si
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alternativa de tratament utilizarea tulpinilor probiotice in prevenirea si vindecarea unor afectiuni
ale pielii. in plus, compusii bioactivi din planta Aloe vera au rol prebiotic important stimuland
multiplicarea, viabilitatea si aderenta bacteriilor probiotice.

Studiul a vizat proprietatea anti-adeziva pe care L. casei si L. plantarum o manifesta
Tmpotriva tulpinilor bacteriene Staphylococcus aureus ATCC 25922 si Staphylococcus aureus
din plaga tegumentara si a tulpinilor fungice Candida albicans ATCC10231 si Candida albicans
din exudat vaginal. Pentru toate tulpinile patogene s-a aplicat metoda competitiva si s-a urmarit
modificarea pattern-ului de aderenta, precum si variatia indicelui de aderenta la celulele
epiteliale HelLa-2, prin co-cultivarea microorganismelor indicator cu variante de medii
fermentate cu bacterii lactice si extract alcoolic de Aloe vera din pulbere liofilizata.

In anumite cazuri, microorganismul indicator si-a mentinut pattern-ul de aderenta, insa
capacitatea de aderenta la linia celulara a scazut procentual cu pana la 90%, alteori indicele de
aderenta nu a reusit sa inregistreze valori mai mari de 50%, insd modificarea pattern-ului de
aderenta poate avea consecinte in reducerea manifestarii elementelor de patogenitate (Figura
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Figura 5.23. Modificarea indicelui de aderenta pentru tulpinile bacteriene Staphylococcus
aureus ATCC 25922 si Staphylococcus aureus clinic in prezenta mediilor fermentate cu
Lactobacilus spp. si extract alcoolic de Aloe vera

Tulpina probiotica L. casei cultivata individual (Ps) a prezentat o inhibare competitiva a
aderentei S. aureus ATCC de 85%, producand o scadere a log ufc/mL de 1:10, atunci cand s-a
utilizat ca mediu fermentativ MRS broth, comparativ cu o inhibare de doar 15% in cazul cultivarii
pe mediu MRS suplimentat cu extract alcoolic de Aloe vera. Daca in cazul tulpinii de L. casei,
prezenta compusilor din Aloe vera nu a avut un efect stimulator, in cazul mediilor fermentate
contindnd L. plantarum in MRS(P7) si mediu de electroliti (Pg), adaosul de extract alcoolic de
Aloe vera (EAA) a prezentat un efect stimulator, reducand competitiv indicele de aderenta al S.
aureus cu 10%, respectiv 30%, comparativ cu variantele de cultivare ale L. plantarum in MRS si
mediu de electroliti, fara EAA, microorganismul patogen indicator ajungéand de la 1,510, la
2,25-10" in prezenta supernatantelor de L. casei (Ps) si de 4,510 in prezenta supernatantelor
de L. plantarum (P7). Actiunea anti-aderenta optima s-a inregistrat in cazul variantelor de lucru
P11 si P12, unde co-cultivarea tulpinilor probiotice L. casei si L. plantarum in ambele medii de
fermentatie, suplimentate cu 2 mL EAA a determinat o inhibare maxima a capacitatii de
aderenta a S. aureus, acesta prezentand un numar de celule de 1,5-10" ufc/mL, comparativ cu
martorul.

Inhibarea aderentei la monostratul celular HelLa-2 a S. aureus clinic, a prezentat
aproximativ aceeasi evolutie prin aplicarea metodei competitive descrisa anterior. L. casei a
prezentat capacitate maxima de inhibare a aderentei fatd de tulpina patogena clinica, atat in
cazul cultivarii sale individuale, cat si in varianta co-cultivarii 1:1 cu L. plantarum, adaosul de
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extract alcoolic de A. vera avand un evident efect stimulativ. Astfel, supernatantele de bacterii
lactice co-cultivate 1:1 in mediu MRS si mediu de electroliti (ME), ambele suplimentate cu EAA
(P118i P12) au redus indicele de aderenta al S. aureus clinic cu 70%, respectiv 80%, patogenul
atingand un numar de celule de 4,5-10" ufc/mL, respectiv 3-10" ufc/mL, comparativ cu martorul,
1,5-108 ufc/mL.

Vizualizate la microscopul optic cu epifluorescentd Olympus BX 41, cu obiectiv de
imersie 100x, metoda competitiva a co-cultivarii S. aureus cu variante de probe fermentate
contindnd supernatante de bacterii lactice L. casei, L. plantarum in medii de cultura
suplimentate cu extract de Aloe vera liofilizata, a relevat modificarea pattern-ului de aderents,
ceea ce determina fie incapacitatea utilizarii liganzilor la situsurile de legare celulara, fie
reducerea exprimarii patogenitatii.

Figura 5.24. Inhibarea aderentei tulpinii S. aureus ATCC 25922 la substrat celular, in co-culturi
cu probele codificate 5’ - stanga si 7’ - dreapta

Figura 5.25. Inhibarea aderentei tulpinii S. aureus ATCC 25922 la substrat celular, in co-cultura
cu proba 11 — stanga si 12 - dreapta

Figura 5.27. Inhibarea aderentei tulpinii S. aureus clinic in prezenta supernatantelor de L. casei
si L. plantarum A - Ps’; B—P1;,C — Py,

Studiul a vizat, de asemenea, urmarirea comportamentului tulpinilor fungice de Candida

albicans ATCC 10231 si Candida albicans din exudat vaginal in prezenta supernatantelor de

26



Rezumatul tezei de doctorat Monica (Boev) Gaureanu

bacterii lactice cultivate 48 ore in medii fermentative diferite, MRS broth sau mediu electrolitic
sarac nutritiv, cu/fara adaos de extract alcoolic de Aloe vera din pulbere liofilizata (Figura 5.28).
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Figura 5.28. Modificarea indicelui de aderenta pentru tulpinile bacteriene Candida
albicans ATCC 10231 in prezenta supernatantelor de Lactobacilus spp. si extract alcoolic de
Aloe vera

Tulpina probiotica L. casei a prezentat proprietatea anti-adeziva fata de drojdia patogena
C. albicans ATCC, atat in varianta cultivarii individuale (Ps, Ps), cat si in varianta co-cultivarii 1:1
cu L. plantarum (Pe, P12). Astfel, L. casei a inregistrat o reducere cu 70% a capacitatii de
aderenta la monostratul celular a C. albicans, aceasta atingand un log 7,95 ufc/mL, comparativ
cu martorul, log 8,48 ufc/mL. Suplimentarea mediului fermentativ cu 4% extract alcoolic de Aloe
vera 10% (EAA), s-a dovedit a fi extrem de benefica, crescand capacitatea L. casei de inhibare
a patogenului de la 25% (Ps), pana la 70% (Ps). In mediul fermentativ electrolitic, L. casei a
prezentat o capacitate anti-adeziva de ~30%. Totusi, cel mai redus indice de aderenta a fost
atins n co-cultivarii patogenului C. albicans ATCC cu supernatantele obtinute prin cultivarea
celor doua tulpini de bacterii lactice L. casei si L. plantarum Tn MRS broth suplimentat cu EAA,
caz in care drojdia patogend a atins un ufc/mL de 6-107, comparativ cu martorul, 3-10° ufc/mL.

Spre deosebire de L. casei, L. plantarum a prezentat proprietate anti-adeziva fata de C.
albicans ATCC de 70% doar in variantele cultivarii sale in medile MRS si ME, insa
nesuplimentate cu EAA (P, Pg). Acest fapt ne indreptateste sa afirmam ca inhibarea aderentei
C. albicans in co-cultivare cu supernatantele obtinute din variantele complexe Py Si Py, se
datoreaza majoritar tulpinii probiotice L. casei.

Vizualizate la microscopul optic cu epifluorescentd Olympus BX 41, cu obiectiv de
imersie 100x, metoda competitiva a co-cultivarii C. albicans cu variante de probe fermentate
contindnd supernatante de bacterii lactice L. casei, L. plantarum Tn medii de cultura
suplimentate cu extract de Aloe vera liofilizata, a relevat modificarea pattern-ului de aderenta ce
va avea consecinte in capacitatea adeziva a acestora.

Tulpina probiotica L. casei a prezentat cea mai marcata caracteristica antifungica, atat
prin inhibarea aderentei C. albicans la substratul monocelular HeLa-2, cat si prin modificarea
pattern-ului de aderenta al martorului, reusind o dislocare competitiva de pana la 70-80% si
impiedicarea dezvoltarii filamentatiei fungice la suprafata substratului. Prezenta extractului
alcoolic de Aloe vera 10% din pulberea liofilizata a avut un efect stimulator in manifestarea
capacitatii antiadezive asupra C. albicans gi a L. casei. De altfel, acest aspect al studiului
prezinta caracter de originalitate.
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Figura 5.30. Inhibarea aderentei tulpinii patogene C.albicans ATCC 10231 in prezenta
supernatantelor de bacterii lactice: Py (stanga) si Pio (dreapta)

Tulpina fungica C. albicans, mai ales cea izolatd clinic, prezintd o extraordinara
adaptabilitate, ceea ce creste nu doar prevalenta crescutd a infectarii, cat mai ales
ineficacitatea majoritatii tratamentelor medicamentoase conventionale. Rezultatele studiilor de
pana acum au prezentat date multumitoare, insd nu optime. De aceea, studiul a vizat si
comportamentul C. albicans izolatd din exudat vaginal in prezenta supernatantelor de bacterii
lactice L. casei si L. plantarum, cultivate pe medii fermentative diferite, cu adaos de extract
alcoolic de Aloe vera.
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Figura 5.31. Modificarea indicelui de aderenta pentru C.albicans tulpind izolata clinic in
prezenta supernatantelor de Lactobacilus spp. si extract alcoolic de Aloe vera

Tulpina probiotica L.casei cultivata individual, atat in mediu MRS broth, cat si in mediu
experimental de electroliti, cu/fard adaos de extract alcoolic de Aloe vera (EAA), a prezentat
cea mai buna capacitate anti-adeziva pentru drojdia patogena C. albicans, realizadnd o inhibare
a aderentei de 35%. Aderenta C. albicans la monostratul celular s-a redus astfel de la 1,65-10°
ufc/mL la 3,3-10’ufc/mL prin co-cultivarea tulpinii fungice cu supernatantele de bacterii lactice.
Prezenta extractului alcoolic de Aloe vera nu a determinat modificari majore in manifestarea
capacitatii de inhibare a aderentei C. albicans la monostratul celular HelLa-2, insa nu a
reprezentat un impediment in manifestarea proprietatilor benefice ale L. casei.

In schimb, tulpina probioticd L. plantarum a prezentat capacitatea de inhibare a
aderentei C. albicans izolata clinic numai in doua situatii. Doar supernatantele de bacterii lactice
L. plantarum cultivate individual, in medii fermentative diferite, insa fara EAA, au fost capabila
sa induca reducerea aderentei C. albicans cu 35% (P-), respectiv 25% (Pg). Astfel, C. albicans
izolata clinic, in prezenta supernatantelor de bacterii lactice, a prezentat o reducere a indicelui
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de aderenta si o scadere a numarului de celule aderate la substrat de 0,69 log ufc/mL
(L. casei), respectiv 0,59 log ufc/mL(L. plantarum).

Vizualizata la microscopul optic cu epifluorescentd Olympus BX 41, cu obiectiv de
imersie 100x, metoda competitiva a co-cultivarii C. albicans, tulpina izolata clinic din secretie
vaginala (Figura 5.33), cu variante de probe fermentate contindnd supernatante de bacterii
lactice L. casei, L. plantarum in medii de cultura suplimentate cu extract de Aloe vera liofilizata,
a relevat modificarea pattern-ului de aderenta, ceea ce va determina modificari conformationale
ale suprafetei celulare si va avea consecinte in capacitatea adeziva a acestora.

Figura 5.33. Modificarea pattern-ului de aderenté a C. albicans tulpiné izolata clinic prin
co-cultivare cu L. casei (Pe — Stdnga) si L. plantarum (Pg — dreapta)

Din totalul probelor de medii fermentate cu bacterii lactice, la care s-a variat compozitia
mediului de culturéa (MRS sau ME), si s-au suplimentat cu 2 mL extract etanolic 10% din
pulbere liofilizatd de Aloe vera, 85% au prezentat aderentd la monostratul celular de celule
epiteliale, o cerinta esentiala pentru o tulpina probiotica.

Studiul a vizat capacitatea de inhibare, in mod competitiv si prin excluziune, a aderentei
unor tulpini patogene la substratul celular epitelial, in prezenta supernatantelor obtinute din
probele fermentate timp de 48 ore, la temperatura de 37°C, ale tulpinilor probiotice. Din cele 12
probe testate cu bacterii lactice probiotice, 9 au avut capacitatea sa inhibe aderenta bacteriei S.
aureus, atat a tulpinii etalon din colectia ATCC cat si a tulpinii izolate din mediul clinic la
substratul celular (celule epiteliale HeLa-2), in proportii variabile, intre 15-90%. in ce priveste
drojdia patogena C. albicans, probele fermentate cu lactobacili au avut un efect de inhibare mai
pregnant asupra tulpinii izolate clinic, cand procentul maxim de inhibare a aderentei la
substratul celular a fost de 80%, comparativ cu cel al tulpinii din colectia ATCC, la care
procentul maxim de inhibare a fost de 70%. De remarcat este faptul ca, in cazul testarilor
efectuate pe tulpina C. albicans izolata din mediul clinic, toate supernatantele de bacterii lactice
probiotice cultivate individual pe medii fermentative, suplimentate cu extract alcoolic de Aloe
vera 10% au inhibat aderenta acesteia la substrat, in proportie de 80%.

Interferenta directa a inhibarii cresterii patogenilor pe substrat cutanat a fost studiata pe
aceleasi tulpini, Staphylococcus aureus ATCC si clinic, din exudat tegumentar, precum si pe
Candida albicans ATCC si clinica, din exudat vaginal.

5.4. Concluzii partiale

1. S-a studiat posibilitatea obtinerii unor medii fermentate functionale, pornind de la
medii de cultura simple (MRS si ME), suplimentate cu Aloe vera 0,5% (m/v) pulbere liofilizata si
4 % (v/v) extract etanolic 10% din pulbere liofilizata), prin cultivarea unor bacterii probiotice (L.
rhamnosus, L. plantarum si L. casei).
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2. S-a demonstrat efectul benefic al compusilor bioactivi din Aloe vera asupra
multiplicarii si mentinerii viabilitatii bacteriilor lactice probiotice, cultivate in MRS si intr-un mediu
minimal pe baza de solutie de electroliti (ME).

3. Pe baza comportamentului fermentativ si rezistenta in timpul pastrarii mediilor
fermentate s-au selectat pentru studii ulterioare tulpinile L. plantarum si L. casei, care au fost
cultivate in monocultura si cultura multipla si au fost apoi testate pentru activitatea
antimicrobiana si antifungica, pentru capacitatea de aderentd la celule epiteliale si pentru
potentialul competitiv de reducere a aderentei microorganismelor patogene la celule epiteliale.

4. S-a demonstrat mentinerea unui grad superior de viabilitate, in special pentru cultura
L. casei pe o perioada de pastrare a mediului fermentat, obtinut prin cultivare pe mediul minimal
ME suplimentat cu Aloe vera, timp de 21 de zile, in conditii de refrigerare.

5. Produsele fermentate cu L. plantarum si L. casei, in culturi singulare sau cu inocul
combinat 1:1, prezinta activitatea antimicrobiand asupra microorganismelor patogene
(Staphylococcus aureus si Candida albicans), cu potential diferit in functie de mediul de
cultivare. Suplimentarea mediului cu Aloe vera potenteaza capacitatea de inhibare.

6. Tulpinile de bacterii lactice L. casei si L. plantarum prezinta proprietatea de aderenta
la linia celulara Hela-2, varianta optima fiind reprezentata de inoculul combinat 1:1 cultivat in
mediu de electroliti suplimentat cu extract alcoolic de Aloe vera 10%.

7. Activitatea antimicrobiana si antifungica s-a evaluat totodata prin cultivare in vitro in
culturi de celule epiteliale (HeLa-2) in co-culturi microorganisme patogene si medii fermentate
cu bacterii lactice, cand s-a demonstrat un efect benefic Tn inhibarea aderentei
microorganismelor patogene (Staphylococcus aureus si Candida albicans) la substratul celular
si asupra pattern-ului de aderentd, ceea ce afecteaza manifestarea patogenitatii
microorganismelor indicator.

6. Formularea unui unguent inovativ pe baza de produse
fermentate cu bacterii lactice probiotice si Aloe vera

6.1. Introducere

Obiectivul general al studiului in aceasta etapa a fost formularea unui unguent
functional, un sistem bioadeziv inovativ, semisolid, suplimentat cu un produs fermentat cu
bacterii lactice Tntr-un mediu minimal pe baza de Aloe vera.

Produsul farmaceutic inovativ obtinut va avea ca functie fiziologica adeziunea optima la
tesutul biologic cutanat a unor organisme probiotice benefice, cu rol in restabilirea functiilor
fiziologice ale pielii, precum si capacitatea de dislocare competitivda a unor microorganisme
patogene, pentru a redobandi starea de sanatate a epidermei.

Produsul farmaceutic inovativ a carui formulare s-a vizat in acest studiu este un unguent
hidrofil pe baza de polietilenglicol, un unguent cu baza anhidra, miscibila cu apa, continand
polietilenglicol (macrogol) 4000, glicerol, rezultatul fiind un organogel, cu proprietati gelifiante,
pentru actiune topica, epidermica si dermica. Calea de administrare este cea cutanata sau
dermica, adica pielea si anexele ei.

Unguentele sunt forme farmaceutice semisolide, destinate administrarii pe piele sau
mucoase, in scop terapeutic sau de protectie. Sunt constituite din excipienti (baze de unguent)
in care se disperseaza substanta activa. in functie de gradul de dispersie a substantelor active,
unguentele pot fi: unguente-solutii, unguente-emulsii, unguente-suspensii sau unguente
polifazice (FR X).

Unguentele cu aplicare topica, locala, sunt o alternativa viabila, non-invaziva si
compliantd in tratarea unor afectiuni ale pielii, precum alergiile cutanate, dermatita atopica,
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eczema sau ulcerul varicos. Pentru fiecare afectiune se face apel la diverse clase
medicamentoase, care sa aduca beneficii in starea de sanatate a individului si care sa fie
capabile sa restaureze functiile normale ale pielii.

S-a demonstrat capacitatea unor specii de bacterii lactice probiotice de a dislocui
competitiv unele specii de microorganisme patogene, frecvent intalnite in afectiunile cutanate si
de a coloniza corect suprafata pielii, pentru a favoriza restabilirea functiei de bariera si pentru a
prezenta un aspect sanatos

6.2. Materiale si metode

Unguentele experimentale au fost preparate respectédnd conditile de formulare si prepararea
impuse de Farmacopeea Romana X, avand urmatoarele ingrediente:

Rp: PEG 4000 ..o e et 2049
GlICEIOI 400, 5mL
Mediu fermentat .........coooieeiei e, 7 mL.

Mediile fermentate au fost pregatite conform protocoalelor anterioare si au fost adaugate
dupa racirea bazei de unguent. Reactivii utilizati: PEG 4000, glicerol 40%, MRS lichid, MRS
agar, provin de la Merck, Germania.

in cadrul experimentelor s-au urmarit:

- caracteristicile reologice ale unguentelor experimentale;

- determinarea viabilitatii tulpinilor de bacterii lactice inoculate;

- capacitatea antimicrobiana a probelor de unguent.

Pentru observarea omogenitatii probelor s-a utilizat microscopul confocal confocal LSM
710 (Carl Zeiss, Germania), iar pentru determinarile reologice, Reometru rotational AR2000ex
(TA Instruments, USA).

Unguentul bioactiv formulat prezinta ca element de de noutate utilizarea a doua tulpini
de bacterii lactice Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum, in proportie de 1:1, mentinute
in fermentare 48 de ore, la 37°C, la incubator Binder cu circulatie de aer fortatd BF 4000, in
medii de cultura diferite: unul clasic, de crestere selectiva pentru lactobacili, de Man Rogosa
and Sharp (MRS), altul experimental, un amestec inovativ de electroliti (ME), ambele
prezentand un pH apropiat, 6,5 + 0,2 pentru MRS lichid, respectiv 6,7 + 0,2, pentru solutia de
electroliti.

Probele de unguent au fost realizate in aceleasi conditii, in zona sterila si cu ustensile
sterile, utilizand ambele tulpini de bacterii lactice, dupa 48 de ore de fermentare la 37°C, in
mediu MRS lichid, respectiv mediu de solutie electrolitica, suplimentate cu extract alcoolic de
Aloe vera 10%.

Suspensiile de lactobacili co-cultivati, fermentate 48 de ore la 37°C, in cele doud medii
de cultura diferite, au avut titrul initial Nyemi= 6,9 X 10’ si log wem =7,84, pentru tulpinile cultivate
in MRS lichid, respectiv de Nygm.= 1,5 x 10’ si log wieme = 7,18, pentru tulpinile cultivate n
solutie electrolitica.

Mediile fermentate utilizate pentru formularea unguentelor au fost astfel:

= Proba |- 0,5mL inocul L. casei + 0,5 mL inocul L. plantarum + 2 mL extract etanolic
10% din pulbere de Aloe vera in 50 mL MRS lichid.

= Proba Il - 0,5 mL inocul L. casei + 0,5 mL inocul L. plantarum + 2 mL extract etanolic
10% din pulbere de Aloe vera in 50 mL soluti de electroliti (ME).

Pentru a demonstra functionalitatea unguentelor formulate s-a analizat viabilitatea
bacteriilor lactice In unguente pe o perioada de 28 de zile de pastrare in conditii de refrigerare
(2-8°C).
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Utilizarea unei baze hidrofile pe baza de polietilenglicol 4000 si glicerol in formularea
unguentelor a prezentat avantajul dispersarii omogene in solutie de ser fiziologic a 1 g de proba
din unguentul experimental, pentru a realiza dilutii decimale succesive (metoda Koch).

6.3. Rezultate si discutii
6.3.1. Caracterizarea organoleptica a probelor de unguent

Probele de unguent au fost preparate in conditii aseptice , pentru a se evita
contaminarea preparatelor cu microorganisme. Preparatele topice formulate conform Rp au
prezentat urmatoarele caracteristici:

v' Aspect:

Sub aspect organoleptic, probele de unguent au culoare galbuie, Tn cazul mediului
fermentat derivat din MRS lichid si culoare alba sidefata, in cazul mediului fermentat derivat din
solutie de electroliti. Consistenta este semisolida, mai vascoasa dupa refrigerare, insa revine la
o consistenta mai moale dupa aducerea la temperatura camerei. Etalarea pe piele este usoara,
se observa ca prin intinderea in strat subtire, se formeaza un film plastic. Se indeparteaza cu
usurinta, prin lavaj cu apa, nu este gras, nu lasa urme pe piele si nu iritd. Prezintd un usor miros
dulceag, placut.

Mentinute la rece o perioada indelungata de 2-3 luni, probele studiate nu au prezentat
semne de oxidare sau o posibila contaminare cu microorganisme (bacterii sau fungi).

v pH:
pH-ul probelor de unguent a inregistrat valori de la 4,8 - 5,7, valori care respecta pH-ul
fiziologic al pielii— 4 - 6,5.

6.3.2. Caracteristicile reologice ale unguentelor bioactive

In general, gelurile sunt forme farmaceutice vascoelastice sau plastice. Aceste
proprietati pot fi caracterizate prin variatia modulelor mecanice: modulul de inmagazinare (engl.
storage modulus) G’ si modulul de pierdere (engl. loss modulus) G”.

Modulul de inmagazinare G’ méasoara elasticitatea materialului si reprezintad capacitatea
sa de a pastra energia primita, in timp ce modulul de pierdere G” caracterizeaza vascozitatea
materialului si exprima capacitatea materialului de a disipa energia.

In acest studiu s-a analizat variatia vascozitatii dinamice corelata cu viteza de forfecare,
observandu-se in toate cazurile o scadere a acesteia cu frecventa, ceea ce denotd ca
unguentele analizate au un comportament reologic nenewtonian.

6.3.2.1. Variatia modulelor cu frecventa

Prin cresterea frecventei se poate observa o crestere a modulului de inmagazinare,
asemanator modulului probei blanc si o mentinere a modulului de pierdere, la o valoare de trei
ori mai scazuta. Acest aspect demonstreaza capacitatea polietilenglicolilor din baza de unguent
de a prezenta o buna stabilitate si 0 mentinere a omogenitétii la etalarea pe piele (Figura 6.1;
Figura 6.2; Figura 6.3; Figura 6.4.).
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Figura 6.1. Variatia modulelor cu frecventa in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat
varianta 57
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Figura 6.2. Variatia modulelor cu frecventa in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat
varianta 7’
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Figura 6.3. Variatia modulelor cu frecventa in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat
varianta 11

in figura 6.3., se remarca o valoare crescutd a modulului de pierdere, de dou& ori mai
mare comparativ unguentele obtinute cu mediul fermentat varianta in variantele 5 si 7,
coroborata insa cu o valoare de pana la 80000 Pa a modulului de inmagazinare. Acest aspect
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intareste convingerea ca probele ce contin ambele specii de bacterii lactice sunt stabile pe
perioada conservarii si eficiente la etalarea pe piele.
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Figura 6.4. Variatia modulelor cu frecventa in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat
varianta 12

Variatia modulelor probelor analizate este asemanatoare. Cele mai mari valori ale
modulelor le au unguentele obtinute cu mediul fermentat variantele 11 si 12, care variaza intre
80000-120000 Pa.

Aceste date confirma observatiile organoleptice realizate pe probele studiate, in sensul
ca prezinta aceleasi proprietati de etalare pe piele, aproximativ aceeasi vascozitate, iar filmul
pelicular ce se formeaza pe piele dupa etalare are ca timp de instalare 3 secunde, iar filmul
poate usor fi indepartat prin spalare cu apa.

6.3.2.2. Variatia tensiunii de forfecare corelata cu viteza de forfecare

Unguentele obtinute cu mediul fermentat variantele 5 si 7 prezintd o curgere plastica,
adica viteza de modificare a structurii gelice variaza proportional crescator cu tensiunea de
forfecare aplicatd unguentului (Figura 6.5; Figura 6.6., Figura 6.7. si Figura 6.8.).
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Figura 6.5. Reograma unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 5’
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Figura 6.6. Reograma unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 7’
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Figura 6.7. Reograma unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 11
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Figura 6.8. Reograma unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 12

Curbele reologice ale unguentelor obtinute cu mediul fermentat in variantele 5" si 7’
demonstreaza ca aceste fluide au o curgere corespunzatoare corpurilor plastice, cu praguri de
curgere diferite, variind intre 30 - 80 Pa.s. In cazul probelor obtinute cu mediul fermentat in
variantele 11 si 12, care contin ambele specii de bacterii lactice probiotice, se poate observa o
curgere neuniforma, desi caracteristicile organoleptice si de etalare pe piele ale acestor
unguente au fost similare celorlalte.
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6.3.2.3. Tixotropia unguentelor bioactive

Tixotropia este proprietatea corpurilor vasco-elastice de a reveni la starea initiala,
semisolida, dupa indepartarea fortei de forfecare sau a unei temperaturi imprimata asupra
acestora. Trecerea dintr-o stare in cealalta se poate face de un numar nedefinit de ori.

Probele testate au fost supuse unei tensiuni de forfecare variabile, observandu-se astfel
comportamentul reologic, destructurarea si restructurarea preparatului la indepartarea fortei.

in functie de valorile vitezei de forfecare obtinute pentru probele analizate, la aplicarea
unei tensiuni de forfecare variabile, s-au trasat curbele de histereza, care permit caracterizarea
tipului de curgere (newtoniana sau non-newtoniana) a unguentului respectiv (Figura 6.9.; Figura
6.10.; Figura 6.11.; Figura 6.12.).
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Figura 6.9. Curba de curgere in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 5’
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Figura 6.10. Curba de curgere in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 7’

Se observa ca cele doua curbe reologice, cea ascendentd si cea descendentd nu se
suprapun, ceea ce inseamna ca unguentul hidrofil experimental nu se restructureaza imediat
dupa indepartarea tensiunii de forfecare. Este cunoscut faptul ca gelurile pe baza de
polietilenglicoli cu masa moleculard mare se incadreaza in categoria fluidelor reopexe si cu o
marcata tixotropie, mai ales la asociere cu un poliol — glicerol — in baza de unguent.
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Figura 6.11. Curba de curgere in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat
varianta 11
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Figura 6.12. Curba de curgere in cazul unguentului obtinut cu mediul fermentat varianta 12

Unguentele cu obtinute cu medii fermentate variantele 5 si 7’ prezintd proprietati
tixotrope asemanatoare, specifice gelurilor si formelor vasco-elastice. Proprietatile tixotrope ale
gelurilor studiate s-au pus in evidenta prin aparitia unei curbe histerezis la reprezentarea grafica
a vitezei de forfecare in functie de tensiunea de forfecare (Figura 6.9.; Figura 6.10.).

Datorita prezentei inoculului apos in formularea unguentului, polietilenglicol 4000, cu
masa moleculara mare, prezinta un comportament pseudoplastic. Cand aplicam o tensiune de
forfecare mare asupra unguentelor formulate cu aceasta baza anhidra, se observa aparitia unui
fenomen reopex, urmat de o usoara tixotropie, asociatad cu structurd moleculara polimerica, ca
rezultat al unor legéaturi incrucisate temporare.

Unguentele obtinute cu medii fermentate, variantele 11 si 12 au o curgere necontrolata,
probabil datorita ruperii temporare a legaturilor polimerice, care destructureaza coerenta gelului
(Figura 6.11.; Figura 6.12.), dupa repaus se observa revenirea la vascozitatea initiala.

Organoleptic, nu s-au observat diferente de curgere ale preparatelor, iar la etalarea pe
piele toate unguentele s-au comportat similar.

6.3.2.5. Reograme cu histerezis

in functie de curgerea prezentatad in cazul fiecarei probe testate si observand variatia
vascozitatii, s-au realizat curbele de histerezis (Figura 6.15.; Figura 6.16.; Figura 6.17.; Figura
6.18.).
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Figura 6.15. Curba de histerezis a unguentului bioactiv in formula 5’
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Figura 6.16. Curba de histerezis a unguentului bioactiv in formula 7’
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Figura 6.17. Curba de histerezis a unguentului bioactiv in formula 11
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Figura 6.18. Curba de histerezis a unguentului bioactiv in formula 12

S-a studiat variatia vascozitatii la cresterea si scaderea vitezei de forfecare. S-a
observat ca probele P5'si P7" prezintd un fenomen de histereza, datorat variatiei in timp a
vascozitatii. La probele 11 si 12, histereza este foarte mare si neregulata, datorata structurarii
neuniforme a gelului si a unei curgeri pseudo-plastice a bazei de unguent. Gelurile care au au
in componenta polietilenglicoli cu masa moleculara mare, prezinta un specific caracter reopex.

De obicei, prezenta unor cantitati de electroliti determina o scadere a vascozitatii
absolute a dispersiei substantelor in PEG, insa prezenta unor polioli, de exemplu glicerol, i
confera o crestere continua a vascozitatii pana la un punct unde prezinta o configuratie similara
cu a moleculelor de PEG.

In concluzie, se considera formulele de unguente 11 si 12 formulate pe baza de medii
fermentate, derivate din mediile MRS lichid sau mediul pe baza de solutie de electroliti (ME), cu
proportii egale de inocul (1:1) de Lactobacillus plantarum si Lactobacillus casei ca fiind cele
recomandate pentru obtinere si utilizare in tratamentul dermatologic.

6.3.3. Evaluarea proprietatilor functionale ale unguentelor bioactive formulate
6.3.3.1. Studiul viabilitatii bacteriilor lactice in unguente

Unguentul bioactiv formulat prezinta ca element de de noutate utilizarea a doua tulpini
de bacterii lactice Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum, in proportie de 1:1, mentinute
in fermentare 48 de ore, la 37°C, la incubator Binder cu circulatie de aer fortatd BF 4000, in
medii de cultura diferite: unul clasic, de crestere selectiva pentru lactobacili, de Man Rogosa
and Sharp (MRS), altul experimental, un amestec inovativ de electroliti (ME), ambele
prezentadnd un pH apropiat, 6,5 + 0,2 pentru MRS lichid, respectiv 6,7 + 0,2, pentru solutia de
electroliti.

Probele de unguent au fost realizate in aceleasi conditii, in zona sterild si cu ustensile
sterile, utilizand ambele tulpini de bacterii lactice, dupa 48 de ore de fermentare la 37°C, in
mediu MRS lichid, respectiv mediu de solutie electrolitica.

Noutatea si originalitatea experimentul a constat nu doar in co-cultivarea a doua tulpini
de bacterii lactice intr-un mediu de cultura neconventional pentru acestea, ci si in imbogatirea
mediilor de cultura cu extract alcoolic (10%) din pulbere liofilizatd obtinuta din frunze de Aloe
vera adaos benefic atat pentru cresterea capacitatii nutritive a substratului, cat si pentru
valorificarea proprietatilor terapeutice benefice ale acestei plante, cunoscute inca din
antichitate.

Suspensiile de lactobacili co-cultivati, fermentate 48 de ore la 37°C, in cele doua medii
de cultura diferite, au avut titrul initial Nyem = 6,9 X 10’ si log wem=7,84, pentru tulpinile cultivate
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in MRS lichid, respectiv de Nygm= 1,5 x 10’ si log weme = 7,18, pentru tulpinile cultivate in
solutie electrolitica.
Probele de unguent bioactiv s-au formulat cu urmatoarea compozitie:

Macrogol(PEG 4000) 20g
Glicerol 3 mL
Mediu fermentat cu bacterii lactice si Aloe vera 7 mL

Mediile fermentate utilizate pentru formularea unguentelor au fost dupa cum urmeaza:

= Proba | -0,5 mL inocul L. casei + 0,5 mL inocul L. plantarum + 2 mL extract etanolic
10% din pulbere de Aloe vera in 50 mL MRS lichid.

= Proba Il - 0,5 mL inocul L. casei + 0,5 mL inocul L. plantarum + 2 mL extract etanolic
10% din pulbere de Aloe vera in 50 mL soluti de electroliti (ME)

Conditiile de obtinere a inoculului, de fermentare si de formulare a unguentului sunt
descrise in capitolul 6.2.

Pentru a demonstra functionalitatea unguentelor formulate s-a analizat viabilitatea
bacteriilor lactice in unguente pe o perioada de 28 de zile de pastrare in conditii de refrigerare
(2-8°C).

Utilizarea unei baze hidrofile pe baza de polietilenglicol 4000 si glicerol in formularea
unguentelor a prezentat avantajul dispersarii omogene in solutie de ser fiziologic a 1 g de proba
din unguentul experimental, pentru a realiza dilutii decimale succesive.

S-a determinat numarul de unitati formatoare de colonii imediat dupa preparare, apoi la
intervale de 24 de ore, pana la 96 de ore (Figura 6.20.) Urmatoarele probe s-au verificat la 7,
14, 21 si 28 de zile, pentru a vedea care este procentul de scadere a viabilitatii bacteriilor lactice
probiotice Tn unguent (Figura 6.21.). in functie de acest parametru, se poate stabili termenul de
valabilitate al unguentelor.
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Figura 6.20. Mentinerea viabilitatii L. casei si L. plantarum in unguent

Viabilitatea bacteriilor lactice in unguentul hidrofil este influentatd de mediul de cultivare
utilizat, MRS lichid (P I) sau mediul pe baza de amestec de electroliti (P Il), de concentratia
initiala de lactobacili din suspensia bacteriana utilizata ca inocul si de mentinerea produsului
finit la temperaturd scazuta, 2-8°C. Dupa 72 de ore de mentinere la rece, ambele probe de
unguent prezentau un continut de lactobacili viabili 6 log ufc/g, cu o reducere de 0,89 log ufc/g a
viabilitatii comparativ cu momentul T, al prepararii unguentului, ceea ce determina capacitatea
acestora de a influenta pozitiv efectul terapeutic.

Urmarind viabilitatea bacteriilor lactice din cele 2 probe de unguent, putem observa ca
dupa 72 de ore, se produce o pierdere mai mare (9,63%), a viabilitatii in unguentul continand
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bacterii cultivate pe mediul cu solutie de electroliti, comparativ cu bacteriile cultivate in mediul

MRS (5,47%).
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Figura 6.21. Mentinerea viabilitatii L. casei si L. plantarum in unguent

Se observa din datele prezentate in figura 6.21, ca mediul de cultivare influenteaza
mentinerea viabilitatii bacteriilor lactice pe o perioada mai indelungata. Trebuie mentionat faptul
ca inoculul de bacterii lactice utilizat in prepararea celor doua probe de unguent a prezentat la
To un log ufc/mL = 7,84, pentru bacteriile lactice cultivate in MRS, respectiv log ufc/mL = 7,18,
pentru bacteriile lactice cultivate in aceleasi proportii in mediul pe baza de electroliti (ME).

In unguent, la T,, cele doua probe au prezentat log ufc/g = 7,28, pentru bacteriile lactice
probiotice cultivate in MRS, respectiv log ufc/g = 7,04, pentru bacteriile lactice cultivate Tn
solutia de electroliti.
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Figura 6.22. Gradul de mentinere a viabilitatii bacteriilor lactice in unguente
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Figura 6.23. Gradul de mentinere a viabilitatii bacteriilor lactice in unguente

Bacteriile lactice prezinta o mentinere a viabilitatii timp de 28 de zile, cu scadere marcata
a numarului de unitati formatoare de colonii la 14, respectiv 21 de zile, inregistrata pentru proba
Il (Figura 6.22.), datorita epuizarii mai rapide a substratului nutritiv compus din electroliti.

Pe perioada conservarii celor doua probe de unguent la frigider, 2-8°C, timp de 28 de
zile, numarul de unitati formatoare de colonii a inregistrat o scadere de 30,63% - proba | si
42,18% - proba ll, fata de proba initiala.

Scaderea concentratiei de tulpini lactice probiotice din unguent, dupa 28 de zile, a
inregistrat valori intre 2,23 logysw/q, TN proba de unguent unde bacteriile lactice au fost cultivate in
MRS, si 2,97 logucin proba unde s-a folosit solutia de electroliti ca mediu de cultura
experimental.

Unguentele experimentale bioactive au in formulare L. casei si L. plantarum, ceea ce
determina o mentinere a viabilitatii mai indelungata, de 21 de zile.

6.3.3.2. Activitatea antimicrobiana a unguentelor bioactive

Unguentele formulate nu au prezentat activitate antimicrobiana relevanta. In cazul
unguentului formulat cu mediu fermentat pe baza de solutie de electroliti (proba Il) s-a observat
0 zona de inhibare cu diametru de inhibare de 10 mm numai in cazul tulpinii Staphylococcus
aureus izolata din clinic.

Nici una dintre cele doua formule de unguente bioactive nu au prezentat activitate de
inhibare a tulpinilor drojdiei patogene Candida albicans.

Tulpinile fungice utilizate Tn acest experiment sunt cele mai adaptabile la tratamentele
antimicotice uzuale si cel mai greu de tratat.

Din aceste considerente in studiile viitoare este imperios necesara optimizarea
compozitiei unguentelor prin cresterea adaosului de mediu fermentat si totodata a conditiilor de
fermentatie pentru biosinteza de compusi cu actiune antimicrobiana.

6.4. Concluzii partiale

1. Unguentele bioactive formulate pe baza de mediu fermentat cu bacterii lactice in
prezentd de extract din Aloe vera prezinta proprietati reologice specifice corpurilor pseudo-
plastice, cu o vascozitate si o curgere nenewtoniana, ceea ce ii imprima un comportament
tixotrop, reopex, putand trece reversibil de la faza semisolida la cea lichida.

2. Din punct de vedere reologic, unguentele propuse au prezentat o culoare placuta, de
la alb pana la alb-galbui, sidefat, nu au miros specific, nu oxideaza, se etaleaza usor pe piele,
forménd un film pelicular ce se poate indeparta cu usurinta prin spalare cu apa.
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3. Unguentele au ca excipient polietilenglicol 4000, o baza anhidra si hidrosolubila de
unguent, cu capacitate redusa de a incorpora apa, ceea ce determind o buna conservare a
probelor, la rece (2-8°C) sau la temperatura camerei (20+5°C), unguentul fiind stabil fatd de
contaminarea cu microorganisme. Datoritd includerii in ingredientele active a tulpinilor
probiotice L. casei si L. plantarum, se recomanda pastrarea acestor probe in conditii de
refrigerare la rece, pentru a creste perioada de depozitare.

4. Adaosul de glicerol in formularea unguentului este benefica, intrucat s-a eliminat
polietilenglicolul 400 din formularea oficinala, excipient lichid, glicerolul avand in acest caz dubla
functie, de plastifiant si de conservant, in scopul prelungirii viabilitatii tulpinilor de bacterii lactice
probiotice.

5. Tulpinile de bacterii lactice probiotice, Lactobacilus casei si Lactobacilus plantarum,
cultivate in doua medii de cultura diferite, suplimentate cu extract alcoolic 10% din frunze
liofilizate de Aloe vera , si-au pastrat un grad superior de viabilitate, dupa o perioada de 28 de
zile de mentinere in conditii de refrigerare pierderea viabilitati a fost de 10® ufc/g n cazul
unguentului cu mediu fermentat derivat din MRS lichid si de 10® ufc/g In cazul unguentului cu
adaos de mediu fermentat derivat din mediul pe baza de electroliti.

6. Unguentul formulat cu mediu fermentat pe baza de solutie de electroliti, continand
bacteriile lactice Lactobacillus plantarum si Lactobacillus casei si extract de Aloe vera a
prezentat actiune de inhibare a tulpinii Staphylococcus aureus (izolata din clinic). Nici una din
cele doua formule testate nu a prezentat efect de inhibare a tulpinilor de Candida albicans.

7. Concluzii generale

Teza de doctorat intitulatd ,Formularea si caracterizarea chimica si functionala a
unor produse farmaceutice pentru uz extern, pe baza de compusi naturali bioactivi si
bacterii lactice”, a vizat obtinerea unui unguent functional cu o formula inovativa bazata pe
incorporarea bacteriilor lactice vii, impreuna cu un produs fermentat contindnd extract sau
pulbere liofilizatd de Aloe vera intr-o baza care sa asigure mentinerea viabilitatii bacteriilor
lactice pe perioada termenului de valabilitate. Ingredientele functionale, mediul fermentat cu
bacterii lactice si extractele din frunze de Aloe vera (varietatea Barbadensis Miller) au fost
caracterizate din punct de vedere fizico-chimic si microbiologic, in vederea demonstrarii rolului
functional. Pe baza rezultatelor experimentale obtinute si a concluziilor partiale prezentate la
finalul fiecarui capitol al partii experimentale, sunt sintetizate urmatoarele concluzii generale,
dupa cum urmeaza:

» Aloe vera reprezinta o materie prima excelenta pentru formularea unor produse
functionale farmaceutice sau cosmetice, datoritd concentratiei crescute de compusi
polifenolici, cu predominanta activitate antioxidantd, precum si datoritd proprietatilor
dovedite de hidratare si de adsorbtie a grasimilor.

» Prelucrarea materialului vegetal de Aloe vera prin liofilizare s-a dovedit a fi tehnica de
procesare cu cel mai mare randament in ceea ce priveste concentratia de compusi
biologic activi.

> Compusii biologic activi extrasi din planta Aloe vera (varietatea barbadensis Miller) pot
constitui substraturi functionale pentru dezvoltarea si activitatea metabolica a bacteriilor
lactice, speciile Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum.

> Speciile Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum au demonstrat o capacitate
crescuta de adaptare si stabilitate in mediu minimal, pe baza de electroliti, iar
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suplimentarea substratului nutritiv cu extract etanolic din pulbere liofilizata de Aloe vera
are efecte benefice asupra metabolismului si viabilitatii bacteriilor lactice.

» Co-cultivarea speciilor Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum s-a dovedit
beneficd pentru obtinerea produsului fermentat, in ceea ce priveste gradul de
multiplicare a bacteriilor si stabilitatea celulelor viabile pe perioada de conservare,
comparativ cu culturile singulare.

» Culturile testate, Lactobacillus casei si Lactobacillus plantarum au demonstrat o
capacitate crescuta de aderenta la monostratul celular HelLa-2, ceea ce dovedeste
proprietatea de adeziune la nivelul celulelor epidermale.

> Produsele fermentate cu culturi combinate de Lactobacillus casei si Lactobacillus
plantarum, prin cultivare timp de 48 ore, la temperatura de 37°C, in mediul minimal pe
baza de electroliti, suplimentat cu extract etanolic de Aloe vera, au demonstrat
capacitatea de a inhiba competitiv aderenta la monostratul celular HelLa-2 (celule
epiteliale) a tulpinilor patogene Staphylococcus aureus si Candida albicans, de referinta
si izolate din exudat tegumentar sau vaginal, prin ocuparea situsurilor de legare de la
nivelul membranei celulare.

> Mediile fermentate obtinute in variantele testate cu culturi combinate de Lactobacillus
casei si Lactobacillus plantarum prezinta activitate antimicrobiana, antibacteriana si
moderat antifungica. Pentru intensificarea actiunii antimicrobiene sunt necesare studii
suplimentare pentru optimizarea conditiilor fermentative.

» Unguentele hidrofile formulate cu ingrediente naturale, contindnd medii fermentate cu
bacterii lactice probiotice si extract etanolic de Aloe vera reprezintda produse
farmaceutice inovative, cu rol benefic in prevenirea, tratarea si vindecarea unor afectiuni
ale pielii.

> Utilizarea bazei de unguent cu polietilenglicol 4000 si glicerol prezintd avantajul
imprimarii unui caracter tixotrop si reopex al curgerii, specifice gelurilor si formelor
vasco-elastice, precum si al unui caracter hidrofil, ceea ce confera posibilitatea
indepartarii filmului pelicular de pe piele prin spalare cu apa.

> Selectarea compusului PEG 4000 ca baza de unguent anhidracreste stabilitatea
microbiologica a produsului finit, , iar glicerolul indeplineste atat rol de plastifiant, cat si
de protector pentru bacteriile lactice, mentinand indicele de activitatea al apei in produs
la valori optime pentru mentinerea viabilitatii bacteriilor lactice in unguent.

> Unguentul hidrofil contindnd produs fermentat cu Lactobacillus casei si Lactobacillus
plantarum (1:1) prin cultivare pe mediul de electroliti suplimentat cu 6% extract etanolic
(10%) de Aloe vera, timp de 24 h la temperatura de 30°C, a demonstrat activitate
antimicrobiana impotriva tulpinii Staphylococcus aureus izolata din plaga tegumentara si
o o activitatea antifungica redusa fata de tulpinile de Candida albicans.

> Produsul farmaceutic functional propus se preteaza a fi utilizat in dermatita atopica, rani
minore, arsuri de gradul | sau gradul Il necomplicate, psoriazis si eczeme, dupa
completarea testelor cu studii in vivo.

» Aceste studii ofera perspectiva unor noi cercetari privind extinderea utilizarii bacteriilor
lactice Tn compozitia produselor farmaceutice pentru prevenirea si tratamentul bolilor de
piele, avand in vedere diversitatea metabolica si funtionald a acestora si capacitatea de
adaptare si rezistenta in medii minimale, in prezenta compusilor biologic activi din surse
vegetale, in special a compusilor polifenolici.

44



Rezumatul tezei de doctorat Monica (Boev) Gaureanu

8. Contributii la dezvoltarea cunoasterii in domeniu si perspective

Domeniul farmaceutic deschide noi perspective cunoasterii si cercetarii stiintifice, ntrucat
tehnologia farmaceutica este intr-o continua dinamica, raspunzand permanent nevoilor
pacientilor, cu scopul eficientizarii si cresterii compliantei tratamentului. Pe de alta parte,
consumatorii sunt interesati tot mai mult de utilizarea produselor naturale bioactive pentru a le
inlocui pe cele de sinteza chimica.

Gasirea unor solutii eficiente prin valorificarea resurselor naturale este o preocupare continua a
omenirii, unele remedii fiind utilizate inainte de a se cunoaste sursa. Este cazul bacteriilor
lactice, considerate in prezent solutia pentru multe probleme legate de sanatate, functionalitate
metabolica si conservabilitate. Microbiomul natural asociat fiintelor vii, un multiconglomerat de
microorganisme utile asociate pe criterii de simbioza, sinergism, este considerat principalul
responsabil pentru starea de sanatate a acestora. Dezvoltarea pe care omenirea o parcurge in
prezent creaza grave dezechilibre la nivelul acestui microbiom cu consecinte dezastruoase
asupra sanatatii si calitatii vietii. Astfel, cercetarea, dezvoltarea tehnologica si inovarea au ca
principale tinte crearea de produse care sa completeze microbiota utila, fie ca este vorba de
alimente, cosmetice sau produse de uz farmaceultic.

in acest sens, teza de doctorat, prin obiectivele stiintifice propuse si rezultatele obtinute, oferd o
alternativa inovativa de produs pentru sanatatea epidermei, a carei eficienta a fost demonstrata
prin studii in vitro. Astfel, originalitatea tezei de doctorat se bazeaza pe urmatoarele aspecte de
inovatie in cercetare:

> S-au studiat si selectionat tulpini de bacterii lactice capabile sa se inmulteasca si sa
supravietuiasca in medii minimale, neconventionale, pe baza de electroliti, suplimentate
cu compusi bioactivi din Aloe vera cu rol de prebiotic. Acest tip de mediu de fermentare
nu a mai fost studiat pana in prezent, iar rezultatele obtinute ofera perspective multiple
de cercetare fundamentala si aplicativa.

» S-a demonstrat functionalitatea mediilor fermentate cu bacterii din genul Lactobacillus
spp., in prezentd de Aloe vera, privind capacitatea de aderare la celulele epiteliale si
activitatea antimicrobiana de inhibare a patogenilor care pot contamina epiderma
(Staphylococcus aureus si Candida albicans)

> S-a propus si testat formula unui unguent functional, cu o compozitie simpla, cu continut
tribiotic (prebiotic, probiotic si postbiotic), pentru care s-a dovedit pastrarea viabilitatii
bacteriilor lactice timp de 21 de zile la temperaturi de refrigerare. Unguentul este eficient
impotriva tulpinilor de Staphylococcus aureus si Candida albicans (tulpini izolate prin
studii clinice).

> Studiile realizate in integralitatea lor sunt originale prin abordare si rezultatele obtinute,
fiind unicat Tn Romania si chiar in lume, fapt certificat de literatura stiintifica care ofera
foarte putine date Tn acest sens.

In perspectivd se are in vedere optimizarea conditiilor fermentative, a compozitiei unguentului
pentru a creste eficienta si functionalitatea si brevetarea rezultatelor obtinute.
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9. Diseminarea rezultatelor cercetarii

Diseminarea rezultatelor cercetarii s-a realizat prin publicarea de articole in reviste cotate
ISI si in reviste BDI+ sau prin prezentari in cadrul unor conferinte stiintifice reprezentative in
domeniu, din strainatate si din tara, dupa cum urmeaza:

A.

1.

Articole publicate in reviste cotate ISl (factor de impact)

NICOLETA MAFTElI ARON, MONICA (GAUREANU) BOEV, GABRIELA BAHRIM,
Probiotics and therapeutic effect in clinical practice — review, Revista Romanian
Biotechnological Letters, vol 20, nr1/2015, pg. 10162-10175, Articol ISI — IF 0,412—.

MONICA (GAUREANU) BOEV, NICOLETA MAFTEI, GABRIELA BAHRIM, The
biotechnological behaviour evaluation of some lactic bacteria in Aloe vera
enriched medium, Journal of Biotechnology, 2015, 208: pg. 102, ISI — IF 2,75.

. Articol acceptat spre publicare in revista indexata in baze de date internationale

GAUREANU (BOEV) MONICA, MAFTEI NICOLETA-MARICICA, BAHRIM GABRIELA-
ELENA, Formularea unui unguent bioactiv cu Aloe vera si bacterii lactice - Topical
formulation with bioactive components from Aloe vera and lactic acid bacteria,
Revista Jurnal Medical Brasovean, nr. 2/2018.

Carti/capitole publicate in edituri internationale

MAFTEI, NM; COTARLET, M; BOEV (GAUREANU) M; BAHRIM GE, 2017, Probiotics
in health promotion and their therapeutic effect, LAP LAMBERT Academic
Publishing, International Book Market Service Ltd,member of Omniscriptum Publishing
Group, ISBN 978-613-4-90751.

Lucrari comunicate la manifestari stiintifice internationale

MONICA (GAUREANU) BOEV, NICOLETA MAFTEIl, GABRIELA BAHRIM, The
biotechnological behaviour evaluation of some lactic bacteria in Aloe vera
enriched medium, European Biotechnology Congress, 7-9 mai, 2015, Bucuresti,
Romania.

BOEV GAUREANU MONICA, NICOLETA M. MAFTEI, GABRIELA BAHRIM, 2017,
Sustain of the Metabolic Activity and Stability of Lactic Acid Bacteria by Bioactive
Compounds from Aloe, 8th International Euroaliment Symposium Mutatis Mutandis in
Foods, 7-8 September, Galati, Roméania (poster).

MAFTElI NICOLETA M., RAMOS-VILLARROEL ANA Y., GAUREANU (BOEV)
MONICA, Chesaru Bianca I., lancu Alina V, Paltenea Elpida, Nicolau Anca 1., 2017,
The Inactivation Effect on Pulsed Light on Aspergillus spores , 8th International
Euroaliment Symposium Mutatis Mutandis in Foods, 7 — 8 September 2017, Galati,
Romania.
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E.

Lucrari comunicate la manifestari stiintifice nationale

MONICA (BOEV) GAUREANU, NICOLETA MAFTEI-ARON, GABRIELA BAHRIM,
Microbiological quality evaluation of some commercial nutraceuticals containing
probiotic bacteria, Conferinta Stiintifica a Scolilor Doctorale din UDJ — Galati CSSD-
UDJG, 15-16 mai 2014, Galati, Romania.

MONICA (BOEV) GAUREANU, NICOLETA MAFTEI-ARON, GABRIELA BAHRIM,
Cultivation and Preservation of Lactic Bacteria in Aloe Vera Enriched Medium, for
Topic Use in Pharmaceuticals Formulation, Conferinta Stiintifica a Scolilor Doctorale
din UDJ — Galati CSSD-UDJG, 4-5 iunie 2015, Galati, Romania.

MONICA (BOEV) GAUREANU, GABRIELA BAHRIM, LIA MARA DITU, The evaluation
of antimicrobial activity of fermented products contains lactic acid bacteria and
Aloe vera extract based of cellular adherence capacity, Conferinta Stiintifica a
Scolilor Doctorale din UDJ — Galati CSSD-UDJG, 2-3 iunie 2016, Galati, Romania.

Proiect national

TITLUL: ,,Development of a versatile fingerprinting system with applications in
bitterness analysis of pharmaceuticals”" SURSA DE FINANTARE: PN-II-RU-TE-
2014-4-1093, Contract: 40/01.10.2015

PERIOADA: 1.10.2015 - 30.09.2017 — membru cercetator

IRINA  MIRELA APETREI, ADRIANA AURORA BEJINARU, MONICA BOEV,
CONSTANTIN APETREI, OLIMPIA DUMITRIU BUZIA, Determination of ibuprofen
based on screen-printed electrodes modified with carbon nanofibers , Revista
Farmacia, 65, nr. 5/2017, pg. 790-795, Articol ISI —IF 0,918 .

C. APETREI, M. BOEV, A. DUMITRACHE, |I. M. APETREI, Novel biosensor based on
L-amino-acid oxidase and polypyrrole for detection of L-Tyrosine in
pharmaceuticals, International Conference of Physical Chemistry — ROMPHYSCHEM
2016, Galati, September 21-23, poster. Abstract published in: Book of abstracts, ISSN
2286-1327, ISSN-L 2286-1327, page 60, http://gw-
chimie.math.unibuc.ro/romphyschem16/ROMPHYSCHEM16-AbstractBook.pdf
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