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Abstract:

The Aloe Vera (barbadensis Miller) is well known as a multibeneficial treatment plant, which
provides many therapeutical activities to skin disease. This study intends to reveal original pharmaceutical
products based on Aloe Vera extract and two probiotic strains, Lactobacillus casei and Lactobacillus
plantarum, formulated as a topical hydrophilic ointment with polyethilenglycol 4000 and glycerol. The
original pharmaceutical product contained 107 log cfu/g of L. casei and L. plantarum strains inoculus, after
48 hours of fermentation into an experimental culture media based on electrolytes and Aloe Vera alcoholic
extract. The new formula of ointment was preserved at 2-80C, at the refrigerator, for 28 days. Counts of
cfu/g reduced after 72 hours, from 107 to 106, and after 7 days, to 105. The ointment remain organoleptic
homogenous, with a pearl-white color and a sweet smell, no microbiological contamination was observed.
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Introducere

Planta Aloe Vera a demonstrat multiplele
beneficii pentru sanatate aduse de consumul sau
intern, dar este recunoscutd ca panaceu pentru
multiple boli cutanate: xeroza cutanata,
psoriazis (factor inflamator al pielii), dermatita
seboreica, scuame, arsuri ale pielii (gradul I si
II), rani si iritatii. Aloe Vera prezinta diferite
actiuni  terapeutice precum ,antioxidanta,
antimicrobiand, antiinflamatoare, antitumorala,
hipoglicemica, hipolipemianta, antidiabetica,
cicatrizantd si reparatoare”. Este benefica, de
asemenea, In tratarea ridurilor, vergeturilor si
hiperpigmentérii  [11]. Vindecarea ranilor
cutanate este grabitd de stimularea circulatiei
sanguine 1n zona lezatd si de prevenirea
necrozei celulare in jurul ranii. Un studiu
realizat pe cobai pentru investigarea efectelor
gelului de Aloe Vera (AV) asupra leziunilor
cutanate din dermatita atopica spontana (DA) a
demonstrat capacitatea a 0,8 mg/kg administrat
per oral de a reduce manifestarile epiteliale,
datorita scaderii nivelurilor de IL-5 si IL-10 [6].

Gelul de AV prezintd proprietati
antimicrobiene pentru anumite tipuri de bacterii
si fungi. O crema cu 0,5% aloe, administrata
cutanat 4 saptamani, a generat reducerea
,placardelor” asociate cu psoriazis [13].
Aplicarea pe piele a gelului de AV are

capacitatea de a reduce vizibil arsurile [5].
Aplicat pe piele, gelul amelioreaza gradul de
vindecare a pielii cu leziuni cauzate de
degeraturi [9]. Utilizarea sapunului de AV, care
este aloe extras in ulei (de obicei ulei de cocos),
poate intdrzia deteriorarea pielii in timpul si
dupa expunerea acesteia la radioterapie [10].

In  ultimii  ani,  probioticele
comercializate sub forma de alimente,
suplimente alimentare cu bacterii vii sau
produse farmaceutice — au atras tot mai mult
interesul atat al cercetatorilor cat si al
consumatorilor. Interesul public general de
descoperire a unui stil de viatd sanatos,
impreund cu preocuparea medicilor de a
descoperi terapii neinvazive si lipsite de reactii
adverse, au reorientat atentia spre rolul potential
benefic al microbiotei umane in prevenirea si
tratarea diferitelor boli [4]. Bacteriile din
genurile Lactobacillus spp. si Bifidobacterium
spp. sunt cele mai utilizate ca tulpini probiotice,
deoarece si-au dovedit In timp siguranta si
eficacitatea terapeuticd. Diferitele specii din
genuri Lactobacillus spp. si Bifidobacterium
spp. pot include numeroase specii cu potential
probiotic, dar numai cateva din acestea sunt
considerate importante si utilizate in prepararea
suplimentelor  alimentare, a  produselor
farmaceutice, cosmeticelor etc. L. plantarum

68



Studiu original

IMB. nr. 2-2018

este o bacterie Gram+, bacil scurt, micro-
aerofilic, tolerant la pH acid, din clasa
Lactobacililor heterofermentativi, cu larga
utilizare in industria alimentara, dar si medicala
[1]. Proprietdtile sale antibacteriene, antifungice
si probiotice au fost studiate in detaliu [12].
Spre deosebire de acesta, L. casei este un
lactobacil facultativ heterofermentativ, care
prezintd numeroase utilizdri 1n industria
alimentara, nsa in industria farmaceutica a fost
administrat  doar  sistemic, raportandu-se
numeroase beneficii [7]. Produsele dermatolo-
gice topice care pot preveni sau trata anumite
afectiuni ale pielii se administreaza extern,
local, si se prezintda sub numeroase forme
farmaceutice precum: unguente, creme, geluri,
emulsii, suspensii, lotiuni, spume si sampoane.
Cele mai utilizate forme farmaceutice sunt
preparatele semisolide, in care includem
unguentele, cremele si gelurile. Aplicarea unui
produs farmaceutic pe suprafata pielii are ca
scop tratarea sau ingrijirea acesteia, cu ajutorul
unui preparat terapeutic sau cosmetic, cu actiune
asupra bacteriilor sau fungilor sau pentru
redobandirea functiilor normale ale pielii.
Scopul prezentului studiu este de a
propune formula unui unguent bioactiv
contindnd extract de Aloe vera si un produs
fermentat cu bacterii lactice vii (L. plantarum si
L. casei) si de a demonstra functionalitatea
produsului obtinut, corelat cu viabilitatea
bacteriilor lactice pe perioada conservarii.

Materiale si metode

Tulpinile de bacterii lactice, Lactobacillus
plantarum si Lactobacillus casei, utilizate in
experiment apartin colectiei de microorganisme
cu acronimul MIUG, Centrul de -cercetare,
expertizd si transfer tehnologic (Bioaliment-
TehlA), Universitatea "Dunarea de Jos" Galati.
Culturile pure s-au mentinut prin cultivare pe
mediul MRS agar, iar culturile stoc s-au pastrat
in 20% glicerol la temperatura de -70°C.
Pulberea liofilizata de Aloe Vera a fost obtinuta
din frunze de Aloe Vera, care au fost spilate,
uscate si sectionate, care s-au supus liofilizarii,
timp de 72 h, utilizdnd liofilizatorul Martin
Christ Alpha 1-4 LD plus. Pulberea astfel
obtinutd, inainte de utilizare, a fost sterilizata cu
o lampa UV, timp de 30 minute.

Tulpinile de Lactobacillus plantarum si

Lactobacillus casei au fost cultivate in mediul
selectiv De Man, Rogosa and Sharpe (MRS)
steril in sistem stationar, timp de 48 de ore, la
temperatura de 30°C. Tulpinele reactivate au
servit ca inocul pentru probele de fermentatie.
Dupa diluare in mediul MRS steril pana la o
densitate optica de 0,5 masurata la lungimea de
unda de 600 nm, cu spectrofotometrul Jenwey
UV-VIS 6505, suspensia diluatd de celule s-a
inoculat, in concentratie de 2%, In mediul de
fermentatie pe baza de electroliti, suplimentat cu
0,5% pulbere liofilizata de Aloe Vera. Mediul pe
bazd de electroliti, care a servit drept substrat
nutritiv pe perioada fermentatiei, are urmatoarea
compozitie (mmoli/L): clorurda de sodiu 3,5;
clorurd de potasiu 1,5; citrat de sodiu 2,9; D(+)
glucoza 20, pH = 6.2. S-au realizat 3 variante de
lucru (Tabelul 1), iar tulpinile au fost cultivate
pe mediu cu electroliti imbogatit cu pulbere de
0,5% Aloe vera, individual dar si in co-cultura.

Varianta ~ Medii de cultura  Cultura starter
Pl a) Solutie electroliti—  Lactobacillus
50 mL casei
b) Pulbere liofilizata
de Aloe vera-0,25¢g
c) Suspensie de L.
casei — 2%
PII a) Solutie electroliti —  Lactobacillus
50 mL plantarum
b) Pulbere liofilizata
de Aloe vera—0,25g
C) Suspensie de
L.plantarum — 2%
P11l a) Solutie de  Lactobacillus
electroliti— 50 mL casei +
b) Pulbere liofilizata ~ Lactobacillus

de Aloe vera-0,25g
c) Suspensie de L.
casei — 1%
d) Suspensie de
L.plantarum- 1%

plantarum (1:1)

Tabelul 1. Cultivarea bacteriilor lactice pentru
obtinerea produsului fermentat

Cultivarea a fost realizatd la temperatura
de 37°C, timp de 72 ore pentru toate variantele
de lucru. Pe parcursul procesului fermentativ au
fost monitorizati urmatorii parametrii: pH-ul;
viabilitatea bacteriilor lactice.

Prelevarea si analiza fizico-chimica si
microbiologicd a probelor s-a efectuat in
conditii aseptice dupd 24, 48 si 72 ore de
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fermentare. De asemenea dupa 1incheierea
procesului fermentativ, toate probele au fost
depozitate la temperatura de 4°C, timp de 21
zile, iar pe parcursul perioadei de conservare s-a
analizat de asemenea pH-ul si viabilitatea
bacteriilor lactice.

Pentru determinarea numarului de celule
vii din probele de fermentatie si in unguent s-a
utilizat metoda indirecta de numarare (metoda
Koch) prin cultivare pe medii dense, conform
protocolului expus de Davis, (2014) [3].

Probele de fermentatie au fost diluate prin
tehnica dilutiilor decimale in ser fiziologic
steril, apoi din ultimele trei dilutii succesive s-a
inoculat cate 1 ml Tn cate douda placi Petri
sterile, in paralel, pentru fiecare din cele trei
dilutii. Peste suspensia din placa s-a repartizat
mediul MRS cu agar suplimentat cu 1%
CaCOg3, temperat la temperatura de 42°C si s-a
omogenizat. Peste primul strat de mediu s-a
repartizat apoi al doilea strat de MRS agar si s-a
omogenizat pentru uniformizare.

Probele s-au termostatat apoi la
temperatura de 37°C, timp de 48 de ore. S-au
ales pentru numarare placile in care s-au
dezvoltat intre 15-150 de colonii, vizibile prin
formarea de biomasa si aparitia unei zone clare
in jurul coloniilor, comparativ cu restul
mediului, opac. S-au numarat coloniile crescute
in fiecare placa si s-a calculat Nufc/mL dupa
formula:

( n+n2+--+ns)
—_— %
x1+0,1#x2

Nufc/m L=

unde:

Nute/mL-concentratia de celule viabile, exprima-
ta in unitati formatoare de colonii (ufc);

nl, n2, ..., N6 - numarul de colonii dezvoltate in
cele 6 placi Petri inoculate in paralel, pentru
cele trei dilutii din care s-a realizat inocularea
numararea;

x1, X2 - numarul de placi Petri aferente pentru
penultima si ultima dilutie din care s-a facut
numararea 0,1 este coeficient de ajustare;

k - coeficientul de dilutie corespunzator primei
dilutii din care se face numararea.

Calculul parametrilor cinetici ce descriu
inmultirea si viabilitatea bacteriilor lactice
Pentru a urmari potentialul de multiplicare
S-au analizat urmatorii parametri cinetici:

e numairul de generatii:

__ logN—-logNo
- log2 '
unde:
No - numarul de unitati formatoare de colonii
dupa inoculare;
N - numarul de unitati formatoare de colonii

dupa 24 h de cultivare.

e viteza de multiplicare:

n 1
v=-[1],
unde:
N - numarul de generatii;
T - durata de cultivare,

e timpul de generatie:

f—;[]

Gradul de mentinere a viabilitatii s-a
determinat prin compararea numarului de celule
viabile din probe la anumite intervale de timp si
exprimarea procentuala.

Masurarea pH-ului

pH-ul a fost masurat cu analizorul
multiparametric SevenEasy tip F20K de la
Mettler Toledo, Elvetia.

Prepararea unguentului bioactiv

Rp: Macrogol 4000 ................ 20¢g
Glicerol 40%.........ccocevvvveen.. 5mL
Mediu fermentat .........cccooe..... 7mL

In prepararea unguentului s-au respectat
prevederile Farmacopeei Romane, editia a X-a
(2017), privind normele aplicabile la prepararea
acestor forme farmaceutice pentru uz extern,
topic.

Intr-o capsuli de portelan s-a topit
cantitatea specificatd de PEG 4000 panad la
lichefiere. S-a transferat intr-un mojar incalzit,
apoi s-a adaugat glicerolul, avand in vedere ca
temperatura bazei lichefiate sa nu depaseasca
700C, temperatura criticd pentru glicerol.
Amestecul s-a triturat energic pana la
solidificare omogena, prin mentinere pe gheata.

Mediul fermentat obtinut prin cultivare in
sistem stationar, timp de 48 de ore, la
temperatura de 37°C, s-a adaugat lent, sub
triturare blanda pentru a asigura atit o buna
incorporare a bacteriilor lactice in baza de
unguent, cat si pentru a influenta pozitiv

70



Studiu original

IMB. nr. 2-2018

adaptarea si mentinerea viabilitatii acestora In
produsul farmaceutic.
Toate operatiile s-au realizat manual, la

nisa microbiologicad, pentru a preveni
contaminarea  produsului  final cu alte
microorganisme, preparatul inovativ  fiind

obtinut astfel in conditii aseptice.

Conservarea acestui produs s-a realizat in
recipiente din sticla, ermetic inchise, etichetate
si pastrate la temperatura 2-8°C.

Prelucrarea  statisticd datelor

experimentale

Toate determindrile au fost realizate in
triplicat, iar datele prezentate reprezintd media
celor trei determinari realizate in paralel. Pentru
prelucrarea statistica a datelor experimentale s-a
utilizat programul de calcul Microsoft, aferent
programului Office Excel. S-au determinat
deviatia standard si eroarea medie patratica.

a

Rezultate si discutii

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 (Fig.1 si 2). Aceste evolutii certifica buna
functionalitate a  bacteriilor Tn  mediile
fermentative utilizate. Cea mai accentuatda
reducere a pH-ului s-a Tnregistrat in primele 48
de ore de cultivare. Pe perioada pastrarii
produsului fermentat, pH-ul se pastreaza relativ
constant.

24h 48h T2h

Figura 1. Variatia pH-ului in perioada de
fermentatie

rin Tile 14240 1280

Figura 2. Variatia pH-ului in perioada de
conservare a mediului fermentat

Dinamica de multiplicare si stabilitatea
bacteriilor lactice Tn mediul fermentat

o

Log NN,

72

24
Timpad de fermentare(h)
Figura 3. Dinamica de multiplicare a bacteriilor

lactice Tn perioada de fermentare

0 48 *

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
3 se poate observa pentru toate probele o
multiplicare accentuata in primele 24 h, cu o
usoard crestere pana la 48 h, urmata de etapa
stationard pana la 72 h de cultivare. Desi au
inregistrat o viteza de multiplicare mai scazuta,
in proba care contine cele doud specii cultivate
impreuna, bacteriile sunt mai stabile din punctul
de vedere al viabilitatii.

Parametrii cinetici de multiplicare ai

bacteriilor lactice

In tabelul 2 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 > 106 ufc/mL,
necesard pentru manifestarea unor efecte
benefice pentru sanatate [14].
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Probe  Numaérul Viteza de Timpul  Gradul de
de multiplicare de mentinere
generatii (h™h generatie a
(@) viabilitatii
(%)
Proba 12,19 0,43 1,972 91,73
|
Proba 13,32 0,38 1,801 95,36
I
Proba 11,255 0,32 2,136 95,21
i

Tabelul 2. Parametrii cinetici de multiplicare a
bacteriilor lactice in mediul pe baza de solutie de
electroliti, suplimentat cu 0,5% pulbere liofilizata de
Aloe vera

Se observd o multiplicarea incetinitd a
bacteriilor lactice in mediul minimal, specia L.
casei fiind mai adaptata. In co-culturi amestec
1:1 a celor doua specii, viteza de multiplicare si
timpul de generatie demonstreaza o inmultire
usor incetinitd, insd gradul de viabilitate este
comparabil cu al probei cu cultura L. casei
singulara.

-

N T TR T S T

S MW MO~ o

Log ufe/mL

7 14 21
Timpul de depozitare (zile)
=—==PROB4 ] =#=PROB4I -®—PROBAIT

[ ]

Figura 4. Mentinerea viabilitatii culturilor de
bacterii lactice Tn perioada de conservare a
mediului fermentat

Din figura 4 se poate observa o mentinere
constantd a viabilitatii bacteriilor lactice din
proba 111, de 10° ufc/mL, comparativ cu probele
I si II, care, fie au o dinamica discontinud, cu
scaderi bruste, fie se afla intr-o scadere continua
pe toata perioada de conservare, atingand valori
de 10° ufc/mL. Aceste rezultate sunt 1in
concordantd cu alte date raportate 1n literatura
de specialitate, care au demonstrat cd L. casei si
L. plantarum pot atinge si mentine o viabilitate
> 10° ufc/mL, timp de 3-4 saptimani de
depozitare la temperaturi scizute, 2-8° C [14].

Studiul viabilitatii bacteriilor lactice in

unguente

Unguentul bioactiv formulat prezinta ca
element de noutate utilizarea unui mediu
fermentat obtinut cu doud tulpini de bacterii
lactice (Lactobacillus casei si Lactobacillus
plantarum; inocul 1:1), timp de 48 de ore, la
temperatura de 37°C, prin cultivare intr-un
mediu de culturd be baza de electroliti (ME),
prezentand un pH = 6,7 £ 0,2.

Noutatea si originalitatea studiului a
constat nu doar n co-cultivarea a doua tulpini
de bacterii lactice intr-un mediu de cultura
neconventional pentru acestea, ci si in
imbogatirea mediilor de cultura cu 0,5% pulbere
liofilizata din frunze de Aloe Vera, adaos
benefic atit pentru cresterea capacitdtii nutritive
a substratului, cat si pentru valorificarea
proprietatilor terapeutice benefice ale acestei
plante, cunoscute inca din antichitate.

Mediul fermentat timp de 48 de ore, la
temperatura de 37°C a continut o concentratie
de celule de 1,5-10" ufc/mL, echivalent log
ufc/mL =7,18.

Pentru a demonstra functionalitatea
unguentelor formulate s-a analizat viabilitatea
bacteriilor lactice Tn 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 n solutie de ser fiziologic a 1 g de
proba din unguentul experimental, pentru a
realiza dilutii decimale succesive.

S-a  determinat numdarul de unitati
formatoare de colonii imediat dupa preparare,
apoi la intervale de 24 de ore, pana la 96 de ore
(Fig.5.) Probele au fost analizate si la 7, 14, 21
si 28 de zile, pentru a observa care este
procentul de scddere a viabilitatii bacteriilor
lactice in unguent (Fig.6.), deoarece in functie
de acest parametru, se poate stabili termenul de
valabilitate al unguentelor.

La TO, proba de unguent obtinutd prin
cultivarea bacteriilor lactice probiotice in mediu
pe baza de electroliti a prezentat log ufc/g =
7,04.
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Figura 5. Mentinerea viabilitatii bacteriilor
L. casei si L. plantarum in unguent in primele 96 ore
de pastrare in conditii de refrigerare

Dupa cum se observda in figura 35,
viabilitatea bacteriilor lactice Tn unguentul
hidrofil este influentatd de mediul de cultivare
utilizat, pe bazd de amestec de electroliti, de
concentratia initiala de lactobacili din suspensia
bacteriand utilizatd ca inocul si de mentinerea
produsului finit la temperatura scazuta, 2-80C.
Dupa 72 de ore de mentinere la temperaturi
scazute, proba de unguent prezenta un continut
de lactobacili viabili 6 log ufc/g, cu o reducere
de 0,89 log ufc/g a viabilitatii comparativ cu
momentul TO al prepararii unguentului, ceea ce
determind capacitatea acestora de a influenta
pozitiv efectul terapeutic, asa cum mentioneaza
si Bandiera si colab., 2013 in studiile realizate
[2].

In figura 5, se poate observa ca dupa 72 de
ore, se produce o pierdere a viabilitatii de
9,63%. Rezultatele obtinute sunt comparabile cu
cele raportate de Mani-Lopez, 2014 [8].

——— g

Log ciufg

o 7 14 1 38

Tempul de consersare | Hle)

=@=lingusnt ps bazd ds salfie de
slecirolip o bacheri lacice = extract
8 Alae van
Figura 6. Mentinerea viabilitatii bacteriilor L. casei
si L. plantarum in unguent dupa 28 de zile de

pastrare in conditii de refrigerare

Se observa din datele prezentate in figura
6, ca mediul de cultivare influenteaza
mentinerea viabilitatii bacteriilor lactice pe 0
perioada de 28 de zile, cu o scadere a N ufc/g de
42,18% din populatia initiald. Rezultate
asemandtoare au raportat si Mani-Lopez si
colab., 2014, pentru tulpini de bacterii lactice
probiotice cu o scddere a viabilitatii variabila,
intre 30-50% din populatia initiala [8].

Bacteriile lactice prezintda o mentinere a
viabilitatii timp de 28 de zile, cu o scadere
marcanta a numdrului de unitati formatoare de
colonii la 14, respectiv 21 de zile, datorita
epuizarii rapide a substratului nutritiv compus
din electroliti.

Scdderea concentratiei de tulpini lactice
probiotice din unguent, dupa 28 de zile, a
inregistrat valori mai scazute cu 2,97 log ufc/g
,fatd de proba initiald. Deoarece in literatura de
specialitate, nu au fost raportate rezultate
referitoare la obtinerea de unguente bioactive pe
bazd de Aloe Vera si bacterii lactice, nu exista
momentan o baza de comparatie a rezultatelor
obtinute. Valorile obtinute sunt comparabile cu
functionalitatea  bacteriilor 1n iaurt, fiind
mentionate scaderi intre 1,8 si 3,5 log ufc/mL [8].

Concluzii
Studiul propus este original, Tintrucéat
demonstreaza  posibilitatea  obtinerii  unor

produse farmaceutice destinate tratamentului
cutanat, profilactic sau Tn scop curativ, utilizand
beneficiile bacteriilor lactice si a compusilor
bioactivi din Aloe vera, ambele recunoscute
pentru potentialul terapeutic.

Unguentul bioactiv formulat, avand ca
excipient polietilenglicol 4000, o baza anhidra si
hidrosolubila cu capacitate redusa de a
incorpora apa, a determinat o buna conservare a
probelor, la rece (2-8°C) sau la temperatura
camerei (20+5°C), unguentul fiind stabil fati de
contaminarea cu microorganisme. Datoritd
includerii n ingredientele active a tulpinilor
probiotice L. casei si L. plantarum, se
recomanda pdstrarea acestor probe In conditii de
refrigerare la rece, pentru a creste perioada de
depozitare. Adaosul de glicerol in formularea
unguentului bioactiv este benefica, intrucat in
acest experiment a avut dubld functie, de
plastifiant si de conservant, prelungind perioada
de viabilitate a tulpinilor de bacterii lactice
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probiotice. Tulpinile de Lactobacilus casei si
Lactobacilus plantarum, cultivate Tn medii de
culturd suplimentate cu 0,5% pulbere liofilizata
din frunze 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 viabilitatii fiind de 103 ufc/g. Astfel,
se poate recomanda un termen de valabilitate
pentru unguent de 14 zile, la temperatura de 0-
4°C.

In perspectivi, pentru a optimiza
compozitia unguentului, corelat cu proprietatile
sale functionale vizate, se vor avea in vedere o
serie de parametri identificati ca variabile
independente 1n acest studiu si anume:
ingredientele de baza ale unguentului, cantitatea
de mediu fermentat si proprietatile biologice ale
acestuia. Astfel, se va identifica proportia
optimd a ingredientelor pentru care actiunea
terapeutica este maxima. Rezultatele testelor in
vitro se vor corela ulterior cu teste in vivo.
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