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INTRODUCERE

La nivel mondial exista un interes crescut al profesionistilor din medicina si farmacie, in
prevenirea si tratarea afectiunilor cu aplicatie topica, cu produse farmacutice semisolide preparate din
compusi narurali. Ecosistemul marin reprezintd o parte a celui mai mare sistem acvatic de pe planeta,
acoperind cca 70% din suprafata Terrei. Diversitatea si productivitatea ecosistemelor marine sunt
foarte importante in pastrarea sanatatii mediului marin si terestru si furnizeaza importante surse de
hrana pentru om si animale, pentru industria farmaceutica, alimentara si cosmetica, etc. Literatura de
specialitate este bogata in a prezenta medicamente din resurse marine, dar este modesta Tn ce
priveste valorificarea in domeniul farmaceutic a resurselor marine din Marea Neagra.

Pe plan mondial orientarile si directile actuale ale cercetarii in domeniul produselor
farmaceutice considerate medicamente ale marii se pot sistematiza in felul urmator:

e de mare actualitate este valorificarea superioara a resurselor naturale Tn scop terapeutic;

e 1n ultima perioada de timp s-a constatat ca organismele marine reprezinta o valoroasa sursa
de principii active, complexe, ceea ce a dus la dezvoltarea unui adevarat domeniu de
investigatie acela al substantelor biologice din organisme marine;

e in medicina sunt foarte cautate, pentru a fi utilizate, terapii noi bazate pe medicamente ce au
incorporate principii active provenite din surse oferite de natura, evitdndu-se pe cét posibil
medicamentul oferit de chimia de sinsteza.

Aceste orientari sunt motivate prin materia prima accesibild, biotehnologia relativ ieftinda si
obtinerea produsului util cu randament optim. Teza de doctorat isi propune ca obiectiv general,
studierea in vederea obtinerii unor noi formule farmaceutice semisolide sub forma de gel, matrice si
de membrana bioresorbabila, bazate pe asocierea unor principii bioactive de origine marina extrase
din alge cu diverse alte substante, cum ar fi colagenul (proteina naturald), chitosanul (polizaharid
provenit din chitind), carbopolul 971P (o alta structura polimerica) etc, cu proprietati antibacteriene,
antioxidante, antiinflamatoare, cicatrizante, fotoprotectoare si nutritive, cu aplicati la nivelul
tegumentelor, mucoaselor si tesuturilor. Aceste formulari farmaceutice semisolide, stabile si
biocompatibile, sunt destinate a fi aplicate in tratamentul afectiunilor dermice si transdermice, de
diferite grade, cu localizare cutaneo-mucoasa si in plagile sangeroase. Pentru realizarea acestui
deziderat sunt necesare obiective specifice, cum sunt: realizarea de studii pe biomasa algala, pentru
identificarea compusilor bioactivi, caracterizarea proprietatilor lor, precum si studii pe noile formulari
propuse pentru a stabili:

comportarea reologica a formei semisolide in ideea de a studia stabilitatea formei;

> proprietatile specifice (cum ar fi capacitatea antioxidanta sau activitatea antibacteriana);

> eliberarea contolatd a compusilor bioactivi din substanta medicamentoasa. Eliberarea
controlata este impusa de necesitatea de a oferi agent terapeutic la locul actiunii in intervalul
terapeutic, adica intre eficacitate si niveluri toxice.

Pentru Marea Neagra importanta florei macrobentale — alge si fanerogame — Tn bioproductivitatea
generala a mediului marin, In special in apele de mica adancime, devine din ce in ce mai evidenta atat
din punct de vedere ecologic, cat si economic. Macroflora algala a Marii Negre totalizeaza 277 de
specii, dintre care 74 Clorophyte, 3 Xantophyte, 71 Feophyte si 129 Rodophyte. Eutrofizarea generala
a apelor Marii Negre, in special de-a lungul coastelor romanesti, ca o consecinta directa a aportului
crescut de nutrienti adusi de fluviul Dunarea si a curentului circular principal cu directie N — S, este
intr-o continua crestere, a favorizat un numar redus de genuri, mai tolerante, precum Enteromorpha,
Cladophora, Ceramium, Cystoseira barbata, care au profitat de existenta niselor libere pe care le-au
ocupat. Cele mai frecvente specii au apartinut genurilor Enteromorpha si Ceramium, dar si
Cladophora vagabunda si Ulva Lacuca(syn. Rigida). Evolutia biomaselor algelor dominante verzi si
rosii a fost evidentiata pentru ultimii 10 ani. Este evident ca algele verzi au predominat permanent,
cantitatile de alge rosii si brune fiind intotdeauna mai scdzute. Prezenta Teza de doctorat se poate
incadra prin obiectivul general propus, in cercetarile marine pentru valorificarea resurselor oferite de
Marea Neagra. Noutatea temei acestei teze consta in cercetarile efectuate care au la baza
valorificarea compusilor bioactivi identificati in algele marine din Marea Neagra si obtinerea de noi
formulari farmaceutice semisolide cu destinatie topica in tratarea diferitelor afectiuni dermice si
transdermice. Dezvoltatrea formelor semisolide s-a bazat mai intdi pe identificarea si dozarea
compusilor bioactivi de interes farmaceutic, realizarea formelor semisolide si cel mai important,
caracterizarea si testarea acestor formulari prin multiple tipuri de teste. Ca obiective specifice
formularile s-au testat in ce priveste comportarea reologica, capacitatea antioxidanta si activitatea
antimicrobiana. S-au realizat de asemenea studii de cedare din forme semisolide a principiilor
bioactive. Modelarea farmacocinetica a cedarii compusilor activi din forma farmaceutica prin tansfer de
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masa prin difuziune, a constituit o parte importanta din teza, fiind bazata pe analiza matematica a
fenomenelor de transfer prin difuziune, descrierea modelelor ce pot reda cedarea din forme
farmaceutice, corelarile in vitro in vivo, si realizarea testelor de dizolvare. Evaluarea in vitro i in vivo a
cineticii de eliberare de substante bioactive din sistemele de medicamente joaca un rol important in
prezicerea si managementul atat al eficacitati cat si al sigurantei medicamentului. Identificarea
parametrilor de transfer pornind de la datele experimentale, este o sarcind extrem de dificila
matematic. O abordare mult mai simpla, mai empirica, dar mai usor de rezolvat matematic, este sa se
renunte la semnificatia fizicd a coeficientilor ecuatiilor si sa se ia in considerare transferurile liniare
intre trei compartimente: lipidic, apos si mediul extern. Modelele matematice au avantajul ca pot fi
cuplate cu modele compartimentale farmacocinetice, pentru estimarea eliberarii in vivo si absorbtiei
substantelor active. Utilizarea modelelor matematice a avut un impact semnificativ in dezvoltarea
medicamentelor n ultimii ani. Beneficile s-au manifestat, Tn special, Tn doua domenii: intelegerea
mecanismului de interactiune la nivel molecular dintre medicament si receptor, lucru care a permis
explicarea unor fenomene experimentale observate si neintelese pana in acest moment si prevederea
activitatii biologice pentru compusi nesintetizati inca, orientand astfel rational sinteza chimica cu
optimizarea structurilor ghid in drumul lor spre stadiul de medicament. Proiectul tezei este inclus intr-
un proiect de cercetare mai amplu depus la competitia PCCDI — 2017 Proiecte Complexe cu Domeniul
de Specializare Inteligenta, Tehnologii Noi si Emergente cu titlul proiectului: Valorificare superioara,
complexd a biomasei marine prezentd de-a lungul coastei roménesti a Marii Negre prin realizarea
unor tehnologii inovatoare si emergente. De asemenea subiectul tezei de doctorat a fost inclus in
grandul de cercetare intitulat “Cercetare doctorald de top cu finantare europeand TOP-DOC”, cu
numarul de identificare al contractului: POSDRU/187/1.5/S/156040.

CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL IV CARACTERIZAREA FIZICO-CHI!VIICA A
ALGELOR MARINE DIN MAREA NEAGRA

Din bogata bioresursa oferita de mediul marin din Marea Neagra, cercetarea dezvoltata in prezenta

teza trateaza algele marine existente in apele teritoriale ale litoralului romanesc. Resursele marine

oferite de Marea Neagra au fost valorificate in scop terapeutic datorita calitatii habitatelor marine de-a

lungul litoralului romanesc [Zaharia T., 2007]. O importanta deosebita o reprezinta valorificarea algelor

marine, fiind o importanta resursa pentru domeniul medico-farmaceutic.

Scopul cercetarilor cuprinse in acest capitol consta n:

« studierea existentei agentilor de poluare in algele marine studiate;

e caracterizarea algelor luate in studiu din punct de vedere fitobotanic si farmacognostic;

o identificarea principiilor de interes farmaceutic existente in algele luate Tn studiu prin diferite metode

fizico-chimice.

Material si metode

Produsul vegetal algal a fost compus din: algele marine de la litoralul roménesc al Marii Negre si

anume:

- Cystoseira barbata, care face parte din grupul algelor brune (Increngatura Phaeophyta);

- Ceramium rubrum care face parte din grupul algelor rosii (Increng&tura Rhodophyta);

- alge verzi: - Ulva lactuca (syn. Ulva rigida) care apartine clasei Chlorophyceae, Cladophora
vagabunda si Enteromorpha intestinalis.

Perioada de recoltare. Algele au fost recoltate Tn intervalul dintre lunile mai-octombrie, in trei ani

consecutivi: 2015, 2016 si 2017 in functie de existenta lor cantitativa in apa marina. Flora algala a fost

recoltatd de pe linia litoralului Marii Negre, din apa la o distanta de 5-20 m de tarm, din zonele

Navodari, Cazino - Constanta, Eforie Nord, Eforie Sud, Tuzla, Costinesti, Mangalia, 2 Mai si Vama

Veche.

IV.2 STUDII PRIVIND CONTAMINAREA CU AGENTI POLUANTI A
ALGELOR MARINE DIN MAREA NEAGRA

A fost determinat continutul de metale grele.

Metoda de analiza Spectrometrie de absorbtie atomica - Tehnica in flacara de acetilena (HR-CS
AAS-Flame) - pentru analiza probelor Tn care concentratjile de analit sunt de ordinul mg/L (ppm).
Echipamentele de lucru Aparatul folosit: Spectrometrul de absorbtie atomica de mare rezolutie
ContrAA-700, Analytik Jena AG, Germania (Fig. 10), cu autosampler pentru esantion de dilutie, pe
tehnica flacarii cu acetilena, analiza secventiala la lungimi de unda specifice Pb (283.306 nm), Cd
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(228.8018 nm), Cu (324,754 nm) si Zn (213,857 nm). »

balani_;a analitica Mettler Toledo; « baie de apa

electrica termoreglabila cu domeniu de temperatura 100 °C; « etuva termoreglabila.

Rezultate si Discutii

In Fig. IV.11 a, b, ¢, d se prezintd curbele de calibrare inregistrate pentru metalele Pb, Cd, Cu, Zn si
limitele de detectie ale aparatului AAS, in cazul celor patru metale analizate.
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b) Curba de calibrare Cd (A = 228,8018 nm)

Relatia: Ecuatia dreptei de calibrare:
A = 0,0063773C+0,0314956

Relatia: Ecuatia dreptei de calibrare:
A =0,0111676C+0,4275206

g

Mty &
a a |- -]
N
)
\ i
- W

os| ZN -/

Hrarancs {R

oo o&E
b o»
y

i
A

Core. prge|

¢) Curba de calibrare Cu (A = 324,754 nm)

d) Curba de calibrare Zn (A = 231,857 nm)

Relatia: Ecuatia dreptei de calibrare:

Relatia: Ecuatia dreptei de calibrare:

A =0,0004863C + 0,2803596 A =0,0043069C + 0,5990307
Fig. IV.11 Curbe de calibrare pentru Pb. Cd, Cu si Zn

Rezultatele obtinute pentru continutul in metale grele sunt prezentate in figurile
VI1.12, VI.13.
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Fig. IV.12 Variatia continutului de metale grele in
alge studiate in 2016

Fig. IV.13 Reprezentarea continutului de metale
grele Tn alge studiate Tn 2017

Concluziile studiului

Continutul de metale grele analizat prin spectroscopie de absorbtie atomica este sub limitele admise

de reglementarile in vigoare, fiind comparativ cu datele prezentate in literatura [Negreanu-Pirjol T.,

2008].

o Datele experimentale demonstreaza ca zona de recoltare a biomasei algale este un factor care
influenteaza continutul de metale grele.

o Algele marine pot constitui un valoros rezervor de materie prima natural, curat, necontaminat cu
factori de poluare pentru industria farmaceutica sau cosmetica.

IV.3 IDENTIFICAREA COMPUSILOR DE INTERES FARMACEUTIC

In scopul efectudrii analizei chimice globale se realizeaz& mai intai extractia principiilor active. Din
produsul vegetal (alge marine) pulverizat cu un solvent nepolar (eter etilic, eter de petrol, cloroform,
hexan, benzen etc), apoi cu un solvent de polaritate medie (metanol, etanol), in cele din urma, se
obtin urmatoarele:

1. solutie extractiva eterica;

2. solutie extractiva alcoolic;

3. solutie extractiva apoasa.
Rezultate si discutii
Tn extractul eteric se observa compusii chimici lipofili, iar in celelalte doud, compusii chimici hidrofili.
Pentru identificarea compusilor chimici din cele trei extracte acestea sunt analizate separat, folosind
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metode corespunzétoare proprietdtilor fizico-chimice ale fiecarui grup de principii active. In urma
efectuarii reacijilor de identificare pentru fiecare extract s-au obtinut rezultatele prezentate in
Fig.IV.15, Fig.IV.17, Fig.IV.19. Se constata ca in extractul alcoolic au fost regasite cele mai multe
pricipii active comparativ cu celelalte extracte . Aminoacizii, taninul catehic, cumarinele si heterozidele
triterpenice nu se regasesc in algele studiate. Ele apar numai in compozitia algelor verzi, fiind
inexistente in cele brune si rosii (Fig. IV.17). In extractul apos s-au regésit poliuronoide si amidon
numai in algele verzi. In algele brune se regasesc oze si polioze, compusi reducatori Si tanin catehic.
Cele mai putine principii active axtrase in solutie apoasa le prezinta algele rosii la care s-au regasit
compusi reducatori, oze si polioze.

Extract eteric Extract alcoolic

Extract apos
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Principii active
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Fig. IV.19 Principiile active ale
diferitelor alge dupa analiza
fitochimica cu extractul apos

Fig. IV.15. Principiile active ale
diferitelor alge dupa analiza fitochimica
cu extractul eteric

Concluzia studiului fitochimic

Din studiul realizat se poate trage concluzia ca din cele trei extracte realizate, eterice, alcoolice si
apoase, s-au evidentiat o serie de compusi bioactivi deosebit de importanti din punct de vedere
farmaceutic.

Fig. IV. 17 Principiile active ale
diferitelor alge dupa analiza fitochimica
cu extractul alcoolic

STUDIUL FIZICO-CHIMIC ALE BIOMASEI ALGALE

Metodele fizico-chimice initiale au permis o serie de determinari cum sunt: umiditatea, continutul de
cenusa, continutul de sulfati, de azot total, de substanta proteica, de lipide si de glucide.

Rezultate si discutii

In Fig.Vl. 20 se evidentiaza alturi de variatia umiditatii si variatia continutului de cenusa la toate
algele studiate. Cea mai mare cantitate de cenusa o prezmta algele verzi (Enteromorfa intestinalis Si
Cladophora vagabunda). lonul sulfat este in general considerat a fi netoxic. In comparatie cu
standardele Tn vigoare, toate valorile sulfatului (Fig. 1V.21) sunt sub limita de 250 mg/L, admisa pentru
apa potabila, [STAS 3069-87]. Variatia azotului total in functie de tipul algei este redat in Fig. 1V.22.
Contlnutul de azot total se incadreaz in limitele acceptabile prezentate de EPA. Tn 2013.
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Fig.IV.20 Variatia umiditatii si a Fig.IV.21 Rezultate obtinute in | Fig.IV.22 Rezultate obtinute in

continutului de cenusa pentru algele
studiate

analiza fizico-chimica a algelor
studiate privind concentratia de
sulfati

analiza fizico-chimica a algelor
studiate privind concentratia de
azot

Valorile medii ale continutului de lipide, proteine, glucide si substantd minerald in pulberile
algale obtinute din speciile Cladophora spp., Enteromorpha spp., Ulva spp., Cystoseira barbata,
Ceramium spp. sunt prezentate in figura 1V.23.
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Fig. IV.23 Reprezentarea rezultatelor obtinute in | Fig. IV.24 Corelatia intre continutul de substantd minerala si
analiza fizico-chimica a algelor studiate glucide in pulberile algale obtinute din speciile de alge verzi,
rosii i brune

Dupa calculul rezultatelor s-a aplicat testul Student pentru compararea valorilor medii de
glucide, substanta minerala, lipide si proteine la speciile de alge verzi, si rosii/ brune. Concluzia
testului, pentru un nivel de incredere de 95% valorile medii ale substaniei minerale au prezentat
diferente semnificative din punct de vedere statistic la speciile de alge verzi (Cladophora spp.,
Enteromorpha spp.,Ulva spp. (24 + 8,25) % si alge rosii/brune (Cystoseira barbata, Ceramium spp.
(15,73 £ 1,28) %. Continutul proteic al pulberilor algale obtinut din speciile de alge verzi (13,91 +
1,77)% difera statistic semnificativ de cel al algelor rosii/brune (17,03 + 3,87)%. Valorile medii ale
continutului de lipide au prezentat diferente nesemnificative statistic la speciile de alge verzi (1,81 +
1,29) %si alge rosii/brune (2,20 £ 1,38)%.

STUDIUL PRIVIND CONTINUTUL DE VITAMINE
IN ALGELE STUDIATE DIN MAREA NEAGRA

Continutul creste o datd cu dezvoltarea plantei si atinge valoarea maxima la maturitate. Studiul
realizat confirma existenta vitaminelor in algele marine studiate.

Material si metoda. Au fost supuse analizelor alga brund Cystoseira barbata si alga rosie Ceramium
rubrum, iar din algele verzi au fost analizate Cladophora vagabunda si Enterophora intestinalis.
Metoda pentru identificarea vitaminelor a fost metoda FT-IR de analiza spectroscopica in IR. Pentru
identificare au fost folosite urmatoarele substante etalon: B-caroten, colecalciferol (vitamina Ds),
ergocalciferol (vitamina D) si retinol (vitamina A). Etaloanele au fost substante uscate. Pentru
determinarile cantitative s-au folosit spectroscopia de absorbtie moleculara.

Rezultate si discutii

Spectrele IR obtinute pentru algele marine sunt prezentate in figurile 1V.31, 1V.32, V.33 si I1V.34.

Spectrele au fost efectuate pe pulberi uscate de alga la 105 °C [Cadar E., 2016 ].
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Prin suprapunerea de spectre IR a algei cu a substantei etalon se confirma existenta sau lipsa
vitaminelor analizate in compozitia algei respective. Domeniul IR de lungimi de unda analizat este
intervalul 4.000-630 cm™. Astfel, pentru alga bruna Cystoseira barbata, pulbere uscata (colorata in
verde) s-au obtinut spectrele din figurile IV.35, IV.36, V.37 si [V.38.
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Fig. IV.35 Spectrele IR
suprapuse ale algei marine
(verde) si B- Cystoseira barbata

Fig. V.36 Spectrele IR
suprapuse ale algei marine
Cystoseira barbata (verde) si

Fig. IV.37 Spectrele IR
suprapuse ale algei marine
Cystoseira barbata (verde)

Fig. IV.38 Spectrele IR
suprapuse ale algei
marine Cystoseira

caroten (albastru)

colecalciferol (albastru)

si ergocalciferol (albastru)

(albastru)

barbata (verde) si retinol

Pentru alga rosie Ceramium rubrum prin suprapunerea spectrelor IR obtinute se prezinta rezultatele in
figurile V.47, 1V.48, IV.49 si IV.50.
Din analizele FT-IR se poate lacaliza lungimea de unda la care se regasesc legaturile specifice dintre
atomi. Ne-a fost mai usor sa suprapunem spectrele de absorbtie in IR ale algei cu etaloanele de
vitamine. Din toate figurile in care avem spectrul unei alge suprapus cu cel al B-caotenului se constata
ca in domeniul 2000-2500 cm™ avem suprapunere de picuri. Tragem concluzia cd dintre algele
analizate: Cystoseira barbata (Fig. IV 35) , si Enteromorpha intestinalis (Fig. IV.47), contin 3-caroten.
Pentru calciferol si ergocalciferol in intervalul 630-2500 cm™ avem suprapunere de mai multe picuri.
Practic toate algele contin calciferol si ergocalciferol.
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Enteromorpha intestinalis

Fig. IV.49 Spectrele IR
suprapuse ale algei
Enteromorpha
intestinalis (verde) si
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Fig. IV.50 Spectrele IR
suprapuse ale algei
Enteromorpha
intestinalis (verde) si

retinol (albastru)

Variatia continutului de vitamine pe tipuri de alge se poate evidentia in Fig. IV.51 si Fig. IV.52. Pentru
algele verzi a fost selectata Ulva lactuca la care s-au regasit in urma analizelor de laborator un
continut variabil de Piroxidina ( Bs - 2 mg/kg proba de alga), Acid pantotenic (Bs - 1,51 mg/kg proba de
alga), Acid folic (Bg - 1,15 mg/kg proba de alga) si Biotina (B7 - 0,11 mg/kg proba de alga). Aceste
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rezultate sunt prezentate n Fig. IV.53.
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Fig. IV.51 Continutul de Caroten si

Fig. IV.52 Continutul de diferite vitamine din
algele marine

Fig. IV.53 Continutul de
diferite vitamine din alga
verde Ulva lactuca

Concluziile Studiului

o A fost studiat continutul de vitamine din alge prin spectre FTIR confirmandu-se existenta
unor vitamine. S-au regasit B-caroten, colecalciferol, ergocalciferol in toate algele analizate.
e Pentru speciile din clasa Clorophyta (alge verzi) s-a obtinut o larga gama de vitamine din
complexul de vitamine B: B, , B>, B3, Bs, B7, Bo. La algele brune si rosii, s-au regasit atat vitamine
hidrosolubile B, , B3, B12 , C, cat si liposolubile, vitaminele E si provitaminele A.

CAPITOLUL V STUDIUL COMPORTARII REOLOGICE A UNOR FORMULARI FARMACEUTICE
CU ALGE MARINE DIN MAREA NEAGRA CU DESTINATIE TOPICA
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Ne propunem sa obtimem noi formulari farmaceutice din resurse naturale pe baza de colagen fibrilar
tip 1 din piele de vitel si extracte din alge marine din Marea Neagra.

In acest capitol sunt descrise cercetari dezvoltate pe directii diferite in functie de destinatia
topicd pe care urmeza sa o aiba preparatul studiat. Astfel, descriem cercetari ale caracteristicilor
comportarii reologice studiate pentru:

« hidrogeluri colagenice cu extracte de alge brune, verzi si rosii destinate a fi utilizate in cavitatea
orala;

e geluri colagenice cu extracte de alge verzi Entereomorpha intestinalis si Cladophora vagabunda
destinate aplicarii pe piele;

e preparate cosmetice bazate pe amestecarea unei faze semisolide (lanolind, unt de cacao,
ceruri) lipofila cu extracte apoase si alcoolice de alge marine;

e membrane de colagen nedenaturat fibrilar tip | care contin o cantitate mare de extracte
hidroalcoolice (10 % raportat la intreaga cantitate de gel) din patru alge marine;

e matrici poroase de colagen nedenaturat fibrilar tip | care contin extracte hidroalcoolice de alge
marine.

PREPARAREA GELURILOR DE COLAGEN FIBRILAR
NEDENATURAT TIP | CU EXTRACTE DE ALGE

Pe baza unor masuratori reologice prealabile efectuate cu gelurile de colagen fibrilar
nedenaturat tip |, care nu contin si care contin alcool etilic la pH 3, pentru prepararea gelurilor ce
contin extracte hidroalcoolice de alge marine s-au selectat concentratia de colagen de 0,6 % si
concentratiile de extracte de alge de 5 % si 10 % in procente de masa. Nu s-au utilizat concentratii
mai mari de extracte de alge si nici concentratie mai mare de alcool etilic pentru extractia
componentelor din acestea, deoarece alcoolul etilic are proprietatea de a micsora vascozitatea gelului
de colagen, cantitatile mari putand conduce chiar la distrugerea sa (la separarea sa Tn doua faze, una
bogata in apa si cealalta bogata in colagen).

Extractele hidroalcoolice de alge marine s-au utilizat agsa cum au fost obtinute, fara a fi diluate
sau concentrate in prealabil pentru a fi aduse la aceeasi concentratie, ceea ce inseamna ca gelurile
ce contin extracte de alge preparate nu au aceeasi concentratie de substante uscate.

Gelurile cu concentratia de 0,6 % colagen si 5 %, respectiv 10 % in procente de masa
extracte hidroalcoolice din alge s-au preparat la temperatura camerei din gelul initial de colagen cu
concentratia de 1,64 % (g colagen la 100 g gel) prin adaugarea cantitatilor corespunzatoare de apa
distilata si extracte hidroalcoolice de alge marine sub agitare.

S-au preparat atat geluri cu pH acid (3), cat si cu pH neutru. Concentratjile in solutie de alcool
etilic 70 %, respectiv in extracte din alge in solutie de alcool etilic cu aceeasi concentratie, ale gelurilor
de colagen 0,6 % care au pH-ul 3 si aspectul acestora sunt prezentate in tabelul V.2. Trebuie
specificat faptul ca, intr-adevar, diluarea de la concentratia 1,64 % la 0,6 % cu apa distilata si prezenta
extractelor din cele trei alge nu a modificat practic pH-ul gelului de colagen initial, asa incat valoarea
pH-urilor a fost 3 la toate gelurile cuprinse n tabelul V.2.

Tabelul V.2 Gelurile de colagen cu si extracte de alge preparate, concentratia si aspectul acestora

Extract din alga Concentratia extractului, % Aspectul gelului
Gel fara extract de alga 0% Incolor, transparent
5 % sol. alcoolica 70 % Incolor, transparent
10 % sol. alcoolica 70 % Incolor, foarte putin opalescent
Gel colagenic cu extract din 5% Opalescent, verde galbui
Cystoseira Barbata 10 % Mai opalescent, verde maroniu
Gel cu Ulva Lactuca 5% Transparent, foarte slab verde
10 % F. putin opac, foarte slab verde
Gel cu Ceramium Rubrum 5% Slab opalescent, verde galbui
10 % Putin mai opalescent, verde maroniu

S-au preparat si gelurile cu aceleasi cantitafi de solufie de alcool etilic 70 %/extracte
hidroalcoolice din alge cu pH neutru prin introducere de cantitati foarte mici de solutie de hidroxid de
sodiu foarte concentrat, pentru a nu le modifica (micsora) concentratia (cantitaile introduse au fost de
ordinul 0,03-0,04 mL deci, diluarea poate fi neglijata).
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Fig.V. 30 Reogramele gelurilor de colagen cu
concentratia 0,6 % care contin 5 %:

C - solutie de alcool etilic 70 %;

D - extract de Cytosteria Barbata;

E - extract de Ulva Lactucta;

F - extract de Ceramium Rubrum

Fig.V. 31 Reogramele gelurilor de colagen cu
concentratia 0,6 % care contin 10 %:

C - solutie de alcool etilic 70 %;

D - extract de Cytosteria Barbata;

E - extract de Ulva Lactucta;

F - extract de Ceramium Rubrum

V.2 OBTINEREA UNOR FORMULARI CU APLICATIE TOPICA PE BAZA DE ALGE VERZI:
ENTEROMORPHA INTESTINALIS $I CLADOPHORA VAGABUNDA

Interactiunea dintre diferitii factori antropogenici asupra vegetatiei a indus diferite rezultate, de la
simplificarea structurald pan& la disparitia completa. Tn urma lucrérilor realizate pentru amenajéri
hidrotehnice, covorul algal a fost acoperit cu mal si/sau nisip. In aceste conditii, comunitatile de
Cystoseira Ag. s-au Tmputinat [Bologa A. S., 2006]. Cele mai frecvente specii au apartinut genurilor
Enteromorpha si Ceramium, dar si Cladophora. De obicei, speciile de Enteromorpha sunt amestecate
in aceasta centura de alge verzi cu specii de Cladophora, in special Cladophora sericea si uneori
Cladophora albida si Cladophora laetevirens [Khataee A.R., 2011]. Desi reduse ca numar (calitativ),
speciile ramase au dezvoltat productivita{i apreciabile pe substraturile pietroase disponibile; populatiile
algale comune, constand mai ales in specii de Enteromorpha si Ceramium, acoperind acest substrat
in proportie de 80%. Prezentul studiu evidentiaza obtinerea de noi formulari farmaceutice pe baza de
alge marine colagen si acid hialuronic. Fiecare din aceste componente au proprietatile lor individuale.
Ceea ce intereseaza este obtinerea unor preparate stabile in timp care sa aiba efecte benefice pentru
diferite afectiuni ale pielii.
Material si metoda
Materialele folosite sunt algele marine verzi din categoria Entereomorpha intestinalis si Cladophora
vagabunda. Algele folosite au fost sub forma de pudra. Aceasta a fost obtinutd din alge uscate,
maruntite si apoi trecute prin sita de 0,3 mm/mm. Colagenul fibrilar tip | se regaseste in hidrolizatul
colagenic care a fost obtinut din piele de bovina. Din algele verzi din Marea Neagra, sub forma de
pudrd, au fost realizate amestecuri cu compozitii diferite de colagen notate cu P1 si P2 .
S-au facut studii reologice pentru a alege preparatul cu stabilitatea cea mai buna. Pentru masuratorile
reologice s-a folosi vascozimetrul rotational Reo-vasco-star R. S-au masurat vascozitatile la viteze
diferite de rotatie pentru cresterea si descresterea tensiunilor de forfecare.Timpii de citire au fost
aceiasi, din 10 in 10 secunde, pentru rotatii incepand de la 4 la 200 rpm., crescatoare Si
descrescatoare. Toate valorile vascozitatii inregistrate sub 15% au fost eliminate.
Rezultate si discutii
Realizarea studiului comparativ al comportarii reologice a noilor preparate semisolide a constat Tn
aprecierea interactiunii intre componentele din algele verzi: Entereomorfa intestinalis si Cladophora
vagabunda si gelul de colagen. La cele de mai sus s-a adaugat si aspectul gelului — opalescent — care
poate constitui dovada de miscibilitate sau de compatibilitate Tntre componente. Din prelucrarea
datelor experimentele s-au putut obtine parametrii reologici pentru fiecare preparat realizat.
Preparatul P1, cu 4,76 % alge verzi Tn hidrolizat de colagen are valori cuprinse intre intervalele
prezentate Tn tabelul V.7;
Tabelul V.7 parametrii reologici pentru preparatul P1

Vascozitatea n Viteza de forfecare D Tensiune de forfecare T

(cP) (Y (Pa)
Intervalul dintre Intervalul dintre Intervalul dintre
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| 19700 cP si 3800 cP, | 48 (s ")si68(s ) | 80,37 Pa si 258,4 Pa. |

Preparatul P2, cu 7 % alge verzi in hidrolizat de colagen are valori cuprinse ntre intervalele
prezentate Tn tabelul V.8. Masuratorile au fost facute atat la cresterea cét si la scaderea vitezei de
rotatie; viteza de rotatie a fost cuprinsa intre 12 rpm si 200 rpm pentru preparatul P1 si 12 rpm si 100
rpm pentru preparatul P2.

Tabelul V.8 Parametrii reologici pentru preparatul P2

Vascozitatea n Viteza de forfecare D Tensiune de forfecare T
-1
(cP) (s) (Pa)
Intervalul dintre Intervalul dintre Intervalul dintre
21323 cP si 8000 cP, 6,8 (sec ™) si 34 (sec b 145 Pa si 268,6 Pa.
- 300
. 300 _ - 20000
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Fig.V.36 Reograma Fig.V.37 Reograma Fig.V.38 Curba de Fig.V.39 Curba de curgere P 2
preparatului P1 (Colagen + preparatului P2 (Colagen + curgere la P 1 (Colagen (Colagen + Algeverzi 7 %)
Alge verzi 4,76 %) Alge verzi 7 %) + Algeverzi 4,76 %)

Pentru analiza reologica s-au realizat grafice pentru a urmari reogramele (Fig.V.36 si Fig.V.37),
variatia tensiunii de forfecare cu gradientul de viteza. Curbele de curgere sunt prezentate in Fig.V.38
si Fig.V.39. Asa cum se poate vedea din comportarea reologica, preparatele P1 si P2 au o comportare
pseudoplastica.

Concluziile studiului

S-au realizat preparate cu continut variabil de alge verzi in hidrolizat colagenic din piele de bovina. Din
prezentul studiu se pot trage urmatoarele concluzii:

e preparatele cu alge marine in acelasi tip de hidrolizat colagenic au comportare reologica
pseudoplastica, iar din curbele de curgere se constata scaderea vascozitatilor aparente cu
marirea vitezelor de forfecare;

e pe baza valorilor parametrilor reologici se constata insa o stabilitate mai buna la preparatul P2 cu
continut mai mare de alge Tn acelasi tip de hidrolizat colagenic.

V.4. PREPARAREA MEMBRANELOR CE CONTIN COLAGEN NEDENATURAT
FIBRILAR TIP | S| EXTRACTE DIN ALGE MARINE

Membranele de colagen nedenaturat fibrilar tip | s-au preparat numai din gelurile care contin
cantitatea mare de extracte hidroalcoolice (10 % raportat la Tntreaga cantitate de gel) din patru alge,
considerate cele mai valoroase din punctul de vedere al tratarii unor bolii cum sunt afectiunile
parodontale, si anume: Cystoseira Barbata (1), Ulva Lactuca (2), Ceramium Rubrum (3) si
Enteromorpha (4).

Gelul final a avut urmatoarele concentratii de componente: colagen - 1,00 %, extracte hidroalcoolice
de alge - 10,00 %, ceea ce a condus la o concentratie a alcoolului etilic de 7,00 %, glicerina - 0,35 %.
Nu s-a introdus in compozi{ie agent pentru reticularea colagenului si nici agent de conservare, {inand
seama de faptul ca extractele din alge au compozitie complexa si pot furniza ambele tipuri de
componente.

Membranele de colagen fiind foarte rigide si casante, acestea trebuie plastifiate pentru a putea fi
utilizate. Plastifierea s-a realizat prin adaugare de glicerina, ceea ce permite obtinerea unor
membrane moi, usor de taiat. Aspectul membranelor obtinute se poate vedea in Fig.V. V.44. Acestea
sunt colorate diferit, in functie de culoarea extractului de alga. Astfel, membranele 1 si 3 au culoare
maroniu-verde, in timp ce 2 si 4 sunt slab vernil. Tn Fig.V.45 sunt prezentate membrane pe baza de
Carbopol + alge (1 — carbopol + Cladophora vagabunda si 2 — Carbopol + Ulva latuca). Si acest tip de
membrane poate fi utilizat in terapeutica.
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Fig.V. 44 Aspectul membranelor care contin 10 % Fig.V. 45 Aspectul membranelor pe baza de Carbopol + alge
extracte hidroalcoolice din: 1 —Cystoseira Barbata; 1 — carbopol + Cladophora vagabunda

2 — Ulva Lactuca; 3 — Ceramium Rubrum; 2 — Carbopol + Ulva latuca

4 -Enteromorpha intestinalis obtinute din geluri de
colagen cu concentratia de 1 % si pH 7,5

Concluziile studiului

S-a reusit sa se obtind membrane colagenice cu alge marine cu elasticitate foarte buna dar si cu o
bioadezivitate corespunzatoare. Membranele obtinute prezinta elasticitate si rezistenta mecanica,
astfel incat pot fi taiate usor la dimensiunea si in forma dorita.

CAPITOLUL VI CERCEVTARI PRIVIND CAPACITATEA ANTIOXIDANTA SI ACTIVITATEA
ANTIMICROBIANA A UNOR FORME FARMACEUTICE SEMISOLIDE PE BAZA
DE ALGE MARINE DIN MAREA NEAGRA

Formele farmaceutice semisolide realizate pe baza de extracte de alge marine luate in studiu
au fost hidrogeluri realizate din hidrogeluri colagenice, geluri cu chitosan, colagen si extract de alge si
membrane cu extract de alge. Obiectivul este studiul existentei compusilor cu activitate antioxidanta
sau antimicrobianad in algele marine si evidentierea capacitatii antioxidante si antimicrobiane a
formelor farmaceutice realizate.

V1.2 STUDII PRIVIND DETERMINAREA CAPACITA]'IIUANTIOXIDANTE
TOTALE PRIN CHEMILUMINESCENTA

Obiectivul studiului. Obiectivul principal il reprezintd studiul capacitatii anitoxidante totale
realizat mai ntai pe extracte de alge marine si apoi pe diferite formulari farmaceutice semisolide cu
destinatie topica. Determinarile practice le-am realizat pe diferite geluri ce contin extracte de alge
marine.

VI1.2.1 DETERMINAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE TOTALE
A EXTRACTELOR DE ALGE MARINE

Determinarea cantitativa a eficientei antioxidantilor este intr-o continua cercetare datoritd importantei
ei. Antioxidantii sunt acum folositi in diverse domenii mai ales in industria farmaceutica, alimentara, si
cosmetica, pentru conservarea si protectia produselor. Multe din tehnicile cunoscute pentru
determinarea antioxidantilor sunt greu aplicabile datoritd modului laborios de preparare a probelor,
timpi mari de analiza sau necesitatea solubilitatii probelor pentru analiza. [Meenakshi S. D., 2009]
Metoda prin fotochemiluminescenta se bazeaza pe tehnica de fotochemiluminescenta incorporata
n sistemul Photochem.

Rezultate si discutii

Pentru a evidentia capacitatea antioxidanta totald a gelurilor colagenice cu extracte de alge am
evaluat mai Intdi capacitatea antioxidanta a extractelor de alge. Aceasta maniera ne-a permis sa
alegem si ce tip de alga sa luam in considerare in compozitia ulterioara a formelor semisolide. Pentru
obtinerea cantitativé a capacitatii antioxidante totale a fost necesara stabilirea curbelor etalon realizata
pe baza standardelor specifice metodei (Fig. VI. 15).
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In figura VI.16 sunt prezentate curbele inregistrate pe probe cu extracte de alge. Capacitatea
Antioxidanta Totala (CAT) a probelor de alge raportatad la timpul de extractie si volumul de proba
utilizat Tn lucru, conform metodei ACL, s-a cuantificat prin comparare cu substanta standard Trolox, iar
rezultatele sunt exprimate Th nmol/proba, unitati echivalente de Trolox, conform tabelului VI.4.

Metoda de extractie utilizata pentru obtinerea extractelor fluide, macerarea la rece in alcool etilic de
concentratie 70%, timp de 12 zile, la intuneric, a generat o buna capacitate antioxidanta totala.
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Fig. VI1.15 Curbele de calibrare obtinute pe baza standardelor specifice
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Fig. VI.16 Curbele obtinute pe probe cu extracte de alge

Tabelul VI.4 Rezultate obtinute pentru capacitatea antioxidanta totala pe extracte de alge

Proba Timp Echivalent unitati Echivalent unitati Trolox

(tip de alga) de Trolox (nmol/ g
extractie (ore) (nmol/volum proba) proba uscata)
Cystoseira barbata 24 1,058 52,9
Ceramium rubrum 24 1,042 52,1
Ulvae lactuca 24 0,681 34,05
Cystoseira barbata 72 2,83 141,5
Ceramium rubrum 72 2,64 132
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Ulvae lactuca 72 1.24 62

Se constata ca, cea mai scazuta capacitate antioxidanta o prezinta alga Ulvae lactuca, atat la 24 ore,
cat si la 72 ore. Comparativ cu valorile obtinute pentru algele Ceramium rubrum si Cystoseira barbata,
cea mai ridicata capacitate antioxidanta a fost inregistrata in cazul algei Cystoseira barbata, atat la 24
ore cat si 72 ore, activitate ce ar putea fi utilizata Tn scopul valorificarii acestor specii in terapia bolilor
degenerative.

VI1.2.2 STUDII PRIVIND LIMITA CONCENTRATIILOR COMPONENTILOR
UNOR GELURI FARMACEUTICE CU ALGE LA CARE SE POATE APRECIA
CAPACITATEA ANTIOXIDANTA TOTALA

Pentru a obtine forme farmaceutice semisolide topice care sa prezinte capacitate antioxidanta este
important sa cunoastem daca principiile active din componenta gelului respectiv prezinta activitate
antioxidanta. Determinarea capacitatii antioxidante totale a fost folosita pentru a stabili limita minima a
concentratiei extractului de alga care prezinta capacitate antioxidanta totala pentru a putea fi inglobat
n foma farmaceutica semisolida (gel farmaceutic).

Material si metoda

Obtinerea extractelor hidroalcoolice vegetale s-a realizat prin metoda macerarii la rece a produsului
vegetal uscat n alcool etilic 70%, timp de 12 zile, la intuneric, cu agitare zilnica. Solutia stoc a fost
preparata din cantitatile 1 g si respectiv 5g produs vegetal uscat (biomasa algald), care s-a introdus n
3 baloane cotate de 100 mL, peste care s-a completat pana la semn cu alcool etilic de concentratie
70%.

Determinarea capacitatii antioxidante totale s-a facut prin metoda ACL. S-au analizat extractele
hidroalcoolice din produsul vegetal de alga, uscat, de concentratie 1% si 5% (denumite solutii stoc) n
alcool etilic de concentratie 40% si 70% si au fost repetate in triplicate, iar rezultatele prezentate
figureaza ca valori medii ale masuratorilor. Tnainte de masurare, probele s-au omogenizat rapid cu
ajutorul unui agitator magnetic Vortex Velp Scientifica, Italy, in faza de metanal, iar din supernatant s-
au luat volume de 10 pL proba pentru masuratori. Evaluarea capacitati antioxidante totale a
extractelor hidroalcoolice vegetale s-a realizat cu ajutorul aparatului fotochemiluminometru
PHOTOCHEM, Analytik Jena AG, Germany, cuplat la PC prevazut cu soft pentru interpretarea datelor.
Fiecare determinare a durat cate 120 secunde (Fig. VI.17). in memoria aparatului au fost mentinute
aceleasi curbe de calibrare. De asemenea, metoda de lucru a fost mentinuta, pentru a putea face
comparatii. Au fost luate in lucru alge care au prezentat capacitate antioxidanta moderata si mica la
studiile anterioare, si anume Ceramium rubrum, Ulva Lactuca si Cladophora vagabunda.
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Fig.V1.17 Curbele obtinute pentru determinarea capacitatii totale
pe care 0 au extractele de alge
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Rezultatele obtinute prin metoda ACL sunt prezentate in Fig. VI.17

Din analiza rezultatelor prezentate in Tabelul V1.5 se constatad ca, in conditii de concentratii mici, o
buna activitate antioxidanta este prezenta in toate algele luate in studiu care au fost extrase in alcool
etilic 70% .Dintre algele studiate, alga rosie Ceramium rubrum cu concentratia 5% in alcool etilic 70%
prezinta cea mai mare valoare (0.338 nmol/volum proba). Apoi urmeaza alga verde Cladophora
vagabunda 5% Tn alcool etilic 70% cu 0.249 nmol/volum proba si Ulva Lactuca 5% in alcool etilic 70%
cu 0.169 nmol/volum proba.

Tabelul VI.5 Rezultate obtinute pentru capacitatea antioxidanta pentru solutii diluate de extracte de

alge marine
Echivalent unitati
Proba Inhibitia Trolox Constatari
(tip de alga) (nmol/ volum proba)

Ceramium rubrum 5%. in alcool etilic 40% 0.051 0.125 Ara CA
Ceramium rubrum 1% Tn alcool etilic 40% 0.060 0.145 Are CA
Ceramium rubrum 5% Tn alcool etilic 70% 0.139 0.338 Are CA cea mai mare
Ceramium rubrum 1% in alcool etilic 70% -0.038 -0.47 Nu are CA Inhibitia negativa
Ulva Lactuca 5% Tn alcool etilic 40% -0.094 -0.229 Nu are CA Inhibitia negativa
Ulva Lactuca 1% in alcool etilic 40% -0.109 -0.266 Nu are CA Inhibitia negativa
Ulva Lactuca 5% Tn alcool etilic 70% 0.070 0.169 Are CA

Ulva Lactuca 1% in alcool etilic 70% -0.115 -0.279 Nu are CA Inhibitia negativa
Cladophora vagabunda 5% in alcool etilic 40% -0.111 -0.269 Nu are CA Inhibitia negativa
Cladophora vagabunda 1% in alcool etilic 40% -0.097 -2.36 Nu are CA Inhibitia negativa
Cladophora vagabunda 5% in alcool etilic 70% 0.102 0.249 Are CA
Cladophora vagabunda 1% in alcool etilic 70% -0.093 -0.226 Nu are CA Inhibitia negativa

Pentru extractele in alcool etilic 40% numai Ceramium rubrum prezinta activitate antioxidanta.
Interesant este faptul ca aceasta alga rosie nu a prezentat activitate antioxidanta la concentratia de 1
g alga in alcool etilic concentrat 70%.Restul algelor verzi nu au prezentat activitate antioxidanta nici
pentru concentratii de 1 g alga in alcool concentrat (70%) si nici pentru concentratii de 5 g Tn alcool
etilic mai diluat (40%). In ce priveste capacitatea de inhibitie, aceasta prezinta valori negative pentru
toate cazurile in care extractul hidroalcoolic de alga nu are activitate antioxidanta.
Concluzia studiului
e Pentru a prepara formulari farmaceutice cu activitate antioxidanta remarcabile este recomandat sa
fie utilizat extractul alcoolic de alga bruna.
o Poate fi folosita si alga rosie, Ceramium rubrum, deoarece a prezentat activitate antioxidanta chiar
si Tn conditii de utilizare a unei cantitati mai mici de alga.
o Algele verzi insa, prezinta activitate antioxidanta mai slaba si se recomanda a fi utilizate pentru alte
proprietati pe care le au.

V1.2.3 STUDII PRIVIND CAPACITATEA ANTIOXIDANTA TOTALA A UNUI GEL
COMPOZIT PE BAZA DE CHITOSAN — COLAGEN - EXTRACTE DE ALGE MARINE

Scopul acestui studiu a fost elaborarea si caracterizarea hidrogelurilor si membranelor de chitosan-
colagen cu Tncorporarea extractelor de alge marine folosind metoda de incluziune in gel la care sa
evaluam activitatea antioxidanta.

Material si metoda

Compozitul nou preparat este format din chitosan si colagen de origine marina, la care s-a adaugat un
extract hidroalcoolic din alge marine. Extractele hidroalcoolice de alge au fost obtinute pe baza unui
amestec de extracte de alge cu 10% si respectiv 20% concentratie din urmatoarele alge: Ulva lactuca,
Syn. Ulva rigida (alge verzi) Cystoseira barbata (alge brune) si Ceramium rubrum (alge rosii).

17



Extractele hidroalcoolice au fost realizate prin metoda macerarii la rece a produsului vegetal uscat in
alcool etilic 70%, timp de 12 zile, la intuneric, cu agitare zilnica.
Colagenul utilizat a fost obtinut printr-un proces de extractie din resurse naturale, fiind reticulat Tn
rapoarte diferite cu acid tanic. Colagenul este o proteina cu structura de tripluhelix elicoidal formata
din multiple secvente de aminoacizi. [Muyonga J.H.,2004]
Chitosanul este un polizaharid natural cu structura de carbohidrat modificat. El este un homopolimer
format din resturi 3-(1—4) legate de N-acetyl-D-glucozamina. El poate fi considerat ca un derivat de
chitina provenind din aceasta prin dezacetilare cu NaOH. Chitosanul a fost obtinut printr-o
biotehnologie moderna din carapace de crab de piatra (Pachygrapsus marmoratus) din Marea
Neagra. Chitina, substanta de baza este constituita dintr-un lant liniar de grupari acetilglucozaminice si
este o substanta insolubila in apa.
Rezultate si discutii
Probele de lucru din cele trei componente au fost realizate pe hidrogeluri preparate cu urmatoarele
compozitii:

- chitosan CT1 + colagen 1:1 w/w (AT) + extract alge 10%

- chitosan CT1 + colagen 1:1 w/w (AT) + extract alge 20%

- chitosan CT2 + colagen 1:1 w/w (AT) + extract alge 10%

- chitosan CT2 + colagen 1:1 w/w (AT) + extract alge 20%.
Pentru toate cele patru compozitii a fost masurata capacitatea antioxidanta totala pe cate trei dilutii.
Astfel la fiecare compozitie de 5, 10 si 20 uL curbele obtinute pentru determinarea capacitatii
antioxidante totale pe compozitul chitosan-colagen-alge sunt prezentate in Fig. VI.18. Tn Fig. VI.19
este redata curba de calibrare folosita pentru citirea capacitatilor antioxidante ale compozitului.
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Fig.V1.19 Curbele de calibrare pentru obtinute pentru determinarea capacitatii totale pe care o prezinta
compozitul cu chitosan-colagen-alge

Rezultate obtinute pentru Capacitatea Antioxidantd Totala (CAT) realizatd de compozitul chitosan-

colgen-alge sunt prezentate in Tabelul VI.6

Se pot discuta cateva aspecte.

e Din analiza rezultatelor se constata o crestere constanta a valorii capacitatii antioxidante totale
(CTA) cu concentratia compozitului.

e Se constata ca cea mai mare capacitate antioxidanta totala (CTA) o prezinta gelurile de compozit

cu concentratia cea mai mare (de 20 uL). Cele mai mari valori pentru capacitatea antioxidanta
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totala (CTA) o au gelurile care au chitosanul cu masa moleculara medie (3.582 si respectiv 3.301
nmol/volum proba echivalent unitati Trolox). Cea mai mare capacitate antioxidanta totala (CTA) o
prezinta gelul 1 CHIT-COL-ALG 20% (Chitosanul CHIT cu masa moleculara medie).

e Ceea ce intereseaza insa, sunt conditiile limitd de concentratii pentru care gelurile mai prezinta
capacitate antioxidanta totala (CTA), adica gelurile cu concentratia 5 L.

Tabelul VI.6 Rezultate obtinute pentru Capacitatea Antioxidanta Totala (CAT) realizatd de compozitul
chitosan-colagen-alge

Nr. proba/compozitia Concentratii ale Inhibitia Echivalent
compozitului gelic compozitului unitati Trolox Constatari
obtinute prin dilutie (nmol/volum
proba)
Compozit 5mcL -0.032 -0.188 Nu prezinta activitate antioxidanta
CHIT-COL-ALG 20%
(CHIT cu mas& 10mcL 0.086 0.498 prezinta activitate antioxidanta
moleculara medie
) 20mcL 0.618 3.582 prezinta activitate antioxidanta mare
2.Compozit 5mcL 0.100 0.579 prezinta activitate antioxidanta
CHIT-COL-ALG 10%
(CHIT cu masa 10mcL 0.155 0.900 prezinta activitate antioxidanta buna
moleculara mica
) 20mcL 0.519 3.007 prezinta activitate antioxidanta mare
3.Compozit 5mcL 0.081 0.471 prezinta activitate antioxidanta
CHIT-COL-ALG 20%
(CHIT cu masa 10mcL 0.135 0.780 prezinta activitate antioxidanta buna
moleculara mica
) 20mcL 0.492 2.849 prezinta activitate antioxidanta mare
4. Compozit 5mcL 0.057 0.330 prezinta activitate antioxidanta
CHIT-COL-ALG 10%
(CHIT cu masa 10mcL 0.098 0.566 prezintd activitate antioxidanta buna
moleculara medie) e L <
20mcL 0.570 3.301 prezinta activitate antioxidanta mare

VI.3 CAPACITATEA ANTIMICROBIANA
V1.3.1 STUDIUL ACTIVITATII ANTIBACTERIENE A UNOR ALGE MARINE

Am realizat un studiu bacteriologic privind actiunea antibacteriana a cinci alge marine, dupa cum
urmeaza:

¢ Ulva Lactuca si Rigida;

e Ceramium Rubrum;

e Cystoseira Barbata;

¢ Cladophora;

¢ Enteromorfa intestinalis.
Material si metoda

Am efectuat izolarea in cultura pura a doua tulpini de coci gram pozitivi, respectiv, Streptococcus beta
hemolytic si Staphylococcus aureus si patru tulpini de bacilli gram negativ respectiv Escherichia Coli,
Proteus, Klebsiella si Piocianic. Motivatia pentru care am ales tulpini diferite de bacterii gram pozitive
si gram negative au fost diferentele cunoscute privind structura peretelui bacterian la bacteriile gram
pozitive si gram negative. Dat fiind cunoscut ca in structura acestor alge exista steroli am urmarit o
potentiala activitate antibacteriana a acestor alge.

Rezultate obtinute
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Sunt prezentate etapele de lucru cele mai importante, realizate pentru identificarea speciilor
bacteriene folosite pentru studiu. In cele doua figuri (Fig.V1.32 si Fig.V1.33) se constata existenta ariilor
de inhibitie moderata (d = 2 mm) pentru toate cele 5 specii de alge.

Fig. VI.32 Arii de inhibitie Tn jurul algelor Fig. VI1.33 Arii de inhibitie Tn jurul algelor
Cystoseira barbata, Ceramium rubrum si Cladophora vagabunda si Enteromorpha
Ulva Lactuca pe Escherichia Coli intestinalis pe Escherichia Coli

Concluziile studiului

1. Bacteriile gram positive (streptococcus, staphylococcus aureus) sunt moderat inhibate de algele
studiate.

2. Bacteriile gram negative sunt de asemenea influentate de algele studiate.

Se poate trage concluzia ca daca s-ar putea concentra extractul algal, principiile active reponsabile de
aceasta activitate antibacteriand s-ar putea exploata. Potentialul algelor studiate este de inhibitie
moderaté asupra bacteriilor gram pozitive si gram negative.

VI.3.2 STUDIUL ACTIVITATII ANTIBACTERIENE A UNUI COMPOZIT CHITOSAN -
COLAGEN - EXTRACT DE ALGE MARINE

Compozitul nou preparat este format din chitosan si colagen de origine marina, la care s-a adaugat un
extract hidroalcoolic din alge marine. Extractele hidroalcoolice de alge au fost obtinute pe baza unui
amestec de extracte de alge cu 10% si respectiv 20% concentratie din urmatoarele alge: Ulva lactuca,
Syn. Ulva rigida (alge verzi) Cystoseira barbata (alge brune) si Ceramium rubrum (alge rosii).

Am folosit cutii Petri pentru a pregati placile de agar nutritiv pe care le-am contaminat cu tulpinile de
bacterii. Au fost selectate bacterii reprezentative, gram pozitive - Staphylococcus aureus si gram
negative - Escherichia Coli. Tn figurile FigVI.40, Fig.VI.41 si Fig.V1.42 sunt prezentate cutiile Petri cu
tulpinile de bacterii.

Ccoly
- SO &

Fig.VI1.40 Cultura de Stafilococcus aureus Fig.VI1.41 Cultura de Escherichia coli

In Fig.VI.51 sunt prezentate membranele analizate pe cele 2 tulpini de bacterii. Membranele de
compozit au fost obtinute din hidrogelurile de compozit prezentate in Fig.VI.52.
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Fig. VI.51 Membrane din Compozitul Chitosan (CT1, CT2)
— Colagen — Extract de alge 10% si 20% pe placi cu
godeuri pentru Staphylococcus aureus si Esccherichia
Coli

Fig. VI.52 Hidrogeluri din Compozitul Chitosan (CT2) —
Colagen — Extract de Alge 20% pe placi cu godeuri
pentru Staphylococcus aureus si Esccherichia Coli

Rezultate pentru analiza ariilor de inhibitie se pot analiza usor din figurile Fig. VI.57, Fig. VI.58 si

respectiv Fig. VI.59 si Fig.VI.60.

Fig.VI.57 Extract de alga 20% - Escherichia Coli

Fig.VI.59 Staphylococcus aureus —
CT 1+ C + Ex.Alga:
a. Extract de alga 20%,
b. Extract de alga 10%

Fig.VI1.58 Extract de alga 20% - Staphylococcus
Aureus

Fig.VI.60 Staphylococcus aureus —
CT2+C + Ex.Alga
a. Extract de alga 20%,
b. Extract de alga 10%

Se poate face un comentariu pentru Escherichia Coli.

Din analiza FigV1.63 si Fig.VI.64 se constatd cea mai mare arie de inhibitie (aproape 24 mm) la
compozitul CT 2 — C - Extr. alge 20%.. Deci, acest compozit are cea mai buna activitate
antimicrobiana. Cea mai mica inhibitie, deci cea mai slab&a activitate antimicrobiana, o prezinta

compozitul CT 1 — C - Extr. alge 20%.

Pentru Staphylococcus aureus se pot face de asemenea unele constatari.

Tot compozitul CT 2 — C - Extr. alge 20% prezinta cu cea mai mare arie de inhibitie (peste 22,5 mm),
deci cea mai buna activitate antimicrobiana. Cea mai micé arie de inhibitie o prezinta CT 1- C - Extr.

Alge 10% (sub 19,5 mm).
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VIl. MODELAREA CEDARII IN VITRO SI IN VIVO A SUBSTANTELOR ACTIVE DIN
FORME FARMACEUTICE APLICATE LOCAL
VII.1 ECUATIA GENERALA A FENOMENELOR DE TRANSFER

Sistemele de medicamente sunt sisteme disperse multicomponente reprezentate printr-un concept
foarte larg. Chimia fizica a sistemelor disperse poate cuprinde entitati de foarte mare complexitate,
care rezulta din asocierea a doua sau mai multe specii chimice prin forte intermoleculare precum si
entitdti polimerice care rezultd prin asocierea spontana a unui numar mare de componente cu
caracteristici microscopice si macroscopice specifice.
Fenomenele de transfer se refera la transferul de masa, de caldura sau de impuls si pot fi explicate cu
ajutorul unor ecuatii matematice. in functie de marimea transferata se admite urméatoarea clasificare
[PolyanlnA D. 2004] [Precup R., 2004]:
fenomene de difuzie — atunC| cand marimea transferata este reprezentata de molecule n
cadrul miscarii lor browniene;
- fenomene de transport convectiv cand este vorba de curenti globali ai unui fluid, din care fac
parte si molecule, iar descrierea cea mai adecvata este datd de mecanica fluidelor;
- fenomene de transport radiativ - marimea transferatd fiind particule elementare care se
deplaseza pe traiectorii drepte.

VII.10 REZULTATE PRIVIND TRANSFERUL PRIN MEMBRANE A GELURILOR CU
ALGE CARBOPOL SI ACICLOVIR

Au fost realizate geluri cu extracte de alge marine, carbopol 971 si acicovir. Compozitiile probelor
luate in studiu sunt prezentate pentru fiecare din cele opt produse in Tabelul VII.3. S-au realizat studii
de transfer prin membrana pentru a urmari cedarea controlata a substantei active din fiecare produs
cu compozitii diferite. Ceea ce a fost mentinut constant a fost concentratia aciclovirului.

Tabel VII.3 Rezultate privind transferul prin membrane a gelurilor cu alge carbopol si aciclovir

Carbopol 2% - 7g

Alga Ceramium rubrum in 70% - 0,5 g
Alga Ulva lactucain 70% - 0,5 g

TEA - 9 pic pH6,5-7

Produs 1 Produs 2
Carbopol 2% - 8,31 g Glicerina - 1,63 g
Aciclovir- 0,59 Carbopol 2% - 7,59 g
Alga Ceramium rubrum in 70% - 0,48 g Aciclovir- 0,5¢g
TEA - 7 pic Alga Ceramium rubrum tn 70% - 0,45 g
pH 7 TEA - 5 pic pH6,5-7
Produs 3 Produs 4
Glicerina-15¢ Glicerina- 1,45 g
Aciclovir- 0,5 g Aciclovir- 0,59

Alga Ulva lactuca in 70% - 0,45 g
Carbopol 2% - 6,7 g
TEA - 5 pic pH6,5-7

Produs 5 (fara alge)

Produs 6

Glicerina- 1,39 g Glicerina-2,7 g
Aciclovir- 0,5 g Aciclovir- 0,59
Carbopol 2% - 8,19 g Carbopol 3% -7g
TEA 7 - pic Alga Ulva lactucain 70% - 0,5 g
pH75-8 Alga Ceramium rubrumin 70 % - 0,5g
TEA - 3 pic pH6-6,5
Produs 7 Produs 8
Carbopol 3% - 8,66 g Glicerina-5,5g¢g
Aciclovir- 0,5 g Aciclovir- 0,59
Alga Ceramium rubrumin 70% - 0,5 g Carbopol 3% -7,59g
TEA - 9 pic Alga Ceramium rubrumin 70 % -0,5g
pH754g Alga Ulva lactucain 70% - 0,5 g

TEA - 7 pic pH6,5-7
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Este de mentionat faptul ca celulele 1 — 3 reprezinta: Produsul 1, cod P1 (Cr.48, Cp2), iar celulele 4-6
reprezinta: Produsul 2, cod P2 (C.45, G1.63, Cp2).
e Intabelul VII.4 sunt prezentate concentratiile aciclovirului in probele prelevate (ug/mL),
o Intabelul VIL.5 sunt prezentate cantitatile totale cedate / unitatea de suprafata (Mglcm?),
o Intabelul VII.6 sunt prezentate cantitatile totale cedate / unitatea de suprafata (Mg/lcm?), valori
medii, deviatiile standard si coeficientii de variatie.

Tabel VII.4 Concentratiile aciclovirului Tn probele prelevate (ug/mL)
Timpul

(min) Cell 1 Cell 2 Cell 3 Cell 4 Cell 5 Cell 6
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
30 49.82 56.06 54.85 44.99 63.48 79.29
60 96.47 93.26 74.28 82.62 115.31 115.04
90 153.19 128.02 113.47 111.55 136.64 129.20
120 155.90 144.81 125.13 126.50 155.86 166.55
180 195.60 202.81 178.72 191.22 208.74 217.79
240 238.87 230.28 218.73 233.35 270.45 266.27

Tabel VII.5 Cantitatile totale cedate / unitatea de suprafata (pg/cmz)
T('rr:i'[r’]‘)“ Celll Cell2 Cell3 Cell4 Cell5 Cell6
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
30 285.44 312.43 308.82 255.48 362.44 436.60
60 580.91 551.50 449.27 494.65 694.34 678.34
90 960.52 797.98 712.01 705.70 881.40 821.42
120 1062.74 | 964.00 841.88 853.73 | 1068.47 | 1100.20
180 1378.44 | 1369.19 | 1214.45 | 1292.86 | 1458.62 | 1476.61
240 1737.06 | 1637.06 | 1540.88 | 1640.34 | 1929.12 | 1866.82

Tabel VII.6 Cantitatile totale cedate / unitatea de suprafata (pg/cmz), valori medii,
deviatiile standard si coeficientii de variatie

Timpul CVv P2 (C.45,
(%) G1.63, Cp2)
0 0.00 0.00 - 0.00 0.00 -
30 302.23 14.66 4.85 351.51 91.05 25.90
60 527.23 69.09 13.10 622.44 110.96 17.83
90 823.50 126.21 15.33 802.84 89.31 11.12
120 956.21 110.64 11.57 1007.47 134.08 13.31
180 1320.69 92.13 6.98 1409.37 101.29 7.19
240 1638.34 98.10 5.99 1812.09 151.97 8.39

Se precizeza faptul ca celulele 1-3 contin: Produsul 1, cod P1 (Cr.48, Cp2) si celulele 4-6 reprezinta:
Produsul 2, cod P2 (C.45, G1.63, Cp2). In Fig. VII.14 sunt redate curbele de cedare in functie de

probe luate Tn studiu.
Curbele de cedare nu difera prea mult pentru cele doua formulari, nici calitativ si nici cantitativ. Ca

model, dupa cum se vede in ultimele doua grafice, cantitatea cedata este proportionala, dupa un time-
lag mai mic de 30 minute, cu radicalul timpului. Ar putea fi cazul legii Higuchi.

M (t) = ky/c, vt

sau de legea radicalului dedusa mai sus, in cazul cedarii dintr-un rezervor foarte mare:
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2A
Q(t) =c,—=+/Dt
V4
Observam ca o diferenta intre cele doua modele este aceea ca intr-un model apare C, iar in celalalt

model a{CO. Dat fiind insa, ca in experimentele noastre concentratia de aciclovir a fost pastrata

constanta, nu putem sa sustinem o concluzie clara, pornind de la dependenta intre cantitatea cedata
si cantitatea initiald de aciclovir inglobata in formulare. O diferentd semnificativd intre cele doua
modele apare insa la conditiile initiale si pe frontierd. Modelul Higuchi considera ca solventul de
dizolvare patrunde treptat in formulare si o ,spala” de substante active strat cu strat, in timp ce
modelul dezvoltat in teza presupune o concentratie constanta la suprafata de transfer. Intrucat gelul
de carbopol este un mediu hidrofil iar un transfer invers, de la compartimentul receptor al celulei spre
cel donor este putin probabil, modelul cel mai adecvat pare sa fie modelul de difuzie din rezervor.
Time-lag-ul observat ar putea fi legat mai curénd de o echilibrare intre membrane si mediile din cele
doua compartimente. Din grafice, din intersectia dreptei de regresie cu axa Ox, se vede ca acest time-
lag este de ordinul a 15 minute.
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Fig. VII.14 Curbele de cedare in functie de probe
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CAPITOLUL VIIl. CONCLUZII GENERALE
VIIl.1 FORME SEMISOLIDE CU APLICATIE TOPICA

Algele marine constituie, prin compozitia lor, o bioresursa naturala deosebit de valoroasa.Se

pot trage urmatoarele concluzii:

Capitolul contine un studiu farmaco-botanic pentru incadrarea corecta a algelor luate in
studiu. Acest lucru s-a realizat prin analizd macroscopica si microscopica corelate cu datele
din literatura.

S-a investigat influenta agentilor de contaminare asupra biomasei de alge prin determinarea
continutului de pesticide.

o Contaminarea algelor marine cu pesticide este dependenta de cantitatea si de modul
de utilizare al acestor produse chimice in zonele litorale.

o Algele studiate nu au prezentat la analiza cromatografica niciun continut de pesticide
organoflorurate.

Continutul de metale grele in algele marine brune, rosii si verzi a fost determinat prin metode
spectrale de absorbtie atomica. S-a constatat incadrarea n limitele legale prestabilite de
reglementarile in vigoare si concordanta cu alte date de literatura pentru continutul de
substante organoclorurate si pentru continutul de metale grele plumb, cadmiu, cupru si zinc.

o Datele experimentale demonstreaza ca zona de recoltare a biomasei algale este un
factor care influenteaza continutul de metale grele.

o Algele marine pot constitui un valoros rezervor de materie prima natural, curat,
necontaminat cu factori de poluare pentru industria farmaceutica sau cosmetica.

A fost realizat studiul fitochimic din care a rezultat un bogat continut in steroli si triterpene,
cumarine, compusi reducatori, oze si polioze, tanin catehic, heterozide stereoidiene,
aminoacizi.

o In extractul eteric s-au regasit steroli si triterpene, cumarine si carotinoide in toate
algele (cu exceptia algei Ceramium rubrum)

o In extractul alcoolic s-au regasit tanin catehic, compusi reducatori, heterozide
triterpenice si stereoidiene, aminoacizi si cumarine in toate algele verzi. in algele
brune s-au regasit tanin catehic, compusi reducétori si heterozide triterpenice. in
algele rosii s-au regasit compusi reducatori si heterozide triterpenice.

A fost determinat si analizat continutul de sulfati, de azot total, de proteine, glucide si lipide.

o A fost analizata statistic corelatia intre confinutul de substan{a minerala si glucide Tn
pulberile algale obtinute din speciile de alge verzi, rosii si brune. S-a aplicat testul
Student pentru compararea valorilor medii de glucide, substanta minerala, lipide si
proteine la speciile de alge verzi, si rosii/ brune. Concluzia testului, pentru un nivel de
ncredere de 95%, a fost ca: diferenta intre valorile medii ale proteinelor si substantei
minerale la speciile de alge verzi si rosii/brune este statistic semnificativa (proteine - P
= 0,0385; n = 11; t =1,97; substanta minerala - P = 0,0416; n = 11; t =1,92) in timp ce
valorile medii ale lipidelor si glucidelor nu difera statistic semnificativ.

A fost identificat continutul de oligoelemente, minerale (metale si nemetale) prin metode
spectrale de absorbtie atomica sau moleculara in UV-VIS. S-a determinat concentratia ionilor
unor metale cum sunt cromul si fierul pe algele brune si rosii. Din comparatia rezultatelor
obtinute in decursul anilor de analiza, concentratia cromului la algele brune a scazut, iar la
algele rosii a crescut (vezi Fig.IV.27).

o Continutul de Fe scade in concentratie pentru alga bruna Cystoseira barbata dar
creste pentru Ceramium rubrum. Pentru alga verde Ulva lactuca studiul a fost extins
regasindu-se si alte elemente cum sunt: potasiu, calciu, magneziu, mangan, alaturi de
nemetale cum sunt clor, brom, iod.

A fost studiat continutul de vitamine din alge prin spectre FTIR confirméandu-se existenta unor
vitamine. S-au regasit B-caroten, colecalciferol, ergocalciferol in toate algele analizate.
Pentru speciile din clasa Clorophyta (alge verzi) s-a obfinut o larga gama de vitamine din
complexul de vitamine B: By, B,, Bs, Bs, B; , Bo. La algele brune si rosii, s-au regasit atat
vitamine hidrosolubile B,, B3, B12, C, cat si liposolubile, vitaminele E si provitaminele A.

VIil.2 STUDIUL COMPORTARII REOLOGICE A UNOR FORMULARI FARMACEUTICE
CU ALGE MARINE DIN MAREA NEAGRA CU DESTINATIE TOPICA

Au fost dezvoltate cercetari pentru obtinerea unor forme semisolide obtinute din constituenti naturali
pe baza de alge din Marea Neagra. Algele folosite au fost selectate din toare speciile reprezentative
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existente pe litoralul rominesc, si anume alga bruna - Cystoseira Barbata, alga rosie - Ceramium
Rubrum;si algele verzi - Ulva Lactuca, Cladophora vagabunda si Enteromorpha intestinalis. Ele au
fost folosite ca extracte alcoolice in alcool etilic 70 % si 90 %. Au fost incorporate in geluri
hidroalcoolice de colagen fibrilar tip I, extras din piele de bovine. S-au obtinut urmatoarele formulari:

e geluri colagenice cu alge marine (brune, rosii si verzi). Acestea au fost testate pentru
aplicatii topice in cavitatea orala.

o Au fost studiate caracteristicile reologice ale acestor geluri la pH-uri diferite si
interactiunile cu mediul.

o Cea mai mare vascozitate, deci cea mai puternica interactiune in mediu acid exista intre
colagen si componentele din alga (atat pentru concentratia de 5 % céat si de 10 %
extract de alga) pentru alga verde Ulvae Lactuca.

o Cea mai redusa interactiune se stabileste intre colagen si componentele din alga
Cystoseira Barbata pentru concentratia de 5 % si intre colagen si componentele din
alga Ceramium Rubrum (pentru concentratia de 10 %.)

o La pH neutru nu s-au putut obtine geluri cu stabilitate buna in timp. Se produce
separarea fazelor si dispare starea gelica.

e geluri colagenice cu extracte de de alge verzi Entereomorpha intestinalis si Cladophora
vagabunda destinate aplicarii pe piele.

o Preparatele au comportare reologica pseudoplastica, sunt stabile si prezintd aspect
opalescent. Din analiza reologica rezulta ca peste o anumita viteza de forfecare, se
realizeaza liniarizarea curbelor de curgere, preparatele sunt stabile si nu Tsi mai
modifica structura.

o Pe baza valorilor parametrilor reologici se constatda Tnsa o stabilitate mai buna la
preparatul P2 cu continut mai mare de alge Tn acelasi tip de hidrolizat colagenic.

e preparate cosmetice bazate pe amestecarea unei faze semisolide (lanolind, unt de cacao,
ceruri) lipofila cu extracte apoase si alcoolice de alge marine. Emulsiile E2 cu lanolina si alge
marine prezintd o comportare mai stabild reologic comparativ cu emulsile E1 cu
trietanolamina si alge.

e membrane colagenice cu alge marine (cu patru alge marine) care prezinta elasticitate foarte
bunad dar si o bioadezivitate corespunzatoare. Membranele obtinute prezintd pe langa
elasticitate si rezistenta mecanica buna, astfel incat pot fi taiate usor la dimensiunea si in
forma dorita, au dimensiunile adecvate pentru tratamente destinate cicatrizarilor sau refacerii
tesuturilor.

e Au fost obtinute si membrane pe baza de Carbopol + alge (1 — carbopol + Cladophora
vagabunda si 2 — Carbopol + Ulva latuca). Si acest tip de membrane poate fi utilizat in
terapeutica.

e matricile poroase care prezinta rezistenta mecanica si elasticitate, daca se comprima, ele
revin la dimensiunea initiala instantaneu.

e Ele se imbiba practic instantaneu in apa. Se pot taia bucatele avand dimensiuni convenabile
pentru utilizare medicalé in tratamentul arsurilor si refacerea pielii.

VI3 CERCEIARI PRIVIND CAPACITATEA ANTIOXIDANTA SI ACTIVITATEA
ANTIMICROBIANA A UNOR FORME FARMACEUTICE SEMISOLIDE PE BAZA DE ALGE
MARINE DIN MAREA NEAGRA

e Din studierea compusilor cu activitate antioxidanta continuti in algele marine, cum sunt
clorofilele a si b si B-carotenul s-au contatat urmatoarele:

o analizele spectrale Tn UV-VIS pe pulberile de alge brune (Cystoseira barbata) si alge
verzi (Cladophora vagabunda si Enteromorpha inrestinalis) au aratat ca fiecare
substanta etalon (de clorofila a sau b sau B-caroten) s-a regasit prin picurile specifice
n solutiile de alge.

o analiza cromatografica a extractelor din alga bruna Cystoseira barbata, a pus in
evidenta prezenta unui singur peak major cu acelasi profil spectral si timp de retentie
ca si peak-ul | al clorofilei a. De asemenea, s-a evidentiat si existenta clorofilei b si a si
a 3-carotenului.

e Capacitatea antoxidantd a algelor marine a fost pusa in evidentd prin metoda
chemiluminescentei, si s-a dovedit ca:

o Cea mai buca activitate antioxidanta o prezintd extractul alcoolic 70% de alga bruna.
Este recomandat sa fie utilizat pentru a prepara formulari farmaceutice cu activitate
antioxidanta.
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o Alga rosie, Ceramium rubrum, deoarece a prezentat activitate antioxidantd mai mare,
poate fi folosita Tn formuari farmaceutice chiar si in conditii de utilizare a unei cantitati
mai mici de alga.

o Algele verzi prezinta activitate antioxidanta mai slaba si se recomanda a fi utilizate
pentru alte proprietéati pe care le au.

« Din studiul capacitétii antioxidante totale a compozitelor pe baza de chitosan, colagen si alge
se constatd urmatoarele:

o Din analiza rezultatelor se constatda o crestere constantd a valorii capacitatii
antioxidante totale (CTA) cu concentratia compozitului.

o Se constatd ca cea mai mare capacitate antioxidanta totala (CTA) o prezinta gelurile
de compozit cu concentratia cea mai mare (de 20 pL). Cele mai mari valori pentru
capacitatea antioxidanta totala (CTA) o au gelurile care au chitosanul cu masa
moleculard medie (3.582 si respectiv 3.301 nmol/volum proba echivalent unitati
Trolox). Cea mai mare capacitate antioxidanta totala (CTA) o prezinta gelul 1 CHIT-
COL-ALG 20% (Chitosanul CHIT cu masa moleculara medie).

o Ceea ce intereseaza insa, sunt conditiile limitd de concentratii pentru care gelurile mai
prezintd capacitate antioxidanta totala (CTA), adica gelurile cu concentratia SuL.

o La dilutie mica (5 pL), gelul care prezintd cea mai mare capacitate antioxidanta totala
(CTA) este gelul Compozit CHIT-COL-ALG 10% (CHIT cu Masa moleculara mica)
0.579 nmol/volum probé echivalent unitati Trolox.

« Din studiul activitatii antimicrobiene se pot evidentia urmatoarele:

o Daca se folosesc extracte de alge cu concentratie crescutd, s-ar putea exploata
principiile active reponsabile de activitate antibacteriana.

o Potentialul algelor studiate este de inhibitie moderata asupra bacteriilor gram pozitivi,
respectiv, Streptococcus beta hemolytic si Staphylococcus aureus si asupra a patru
tulpini de bacilli gram negativ respectiv Escherichia Coli, Proteus, Klebsiella si
Piocianic.

o Activitatea antimicrobiana poate mult crescuta prin folosirea extractelor alcoolice de
alge marine in combinatie cu alte componente, asa cum s-au realizat hidrogelurile
compozit de CT1-C-Ex ALGE 10%, CT2-C-Ex ALGE 10%, CT1-C-Ex ALGE 20%, si
CT2-C-Ex ALGE 20%. Se constata ca ariile de inhibitie sunt mai mult decéat dublate
pentru fiecare component in parte. Mai mult se constata ca cea mai mare activitate
antioxidanta o are compozitul CT 2-C-Ex. ALGE 20% cu chitosanul cu masa
moleculara mica si extractul de alge cel mai concentrat (20%).

o  Si membranele de compozit au prezentat activitate antimicrobiana marcanta putand fi
recomandate sa fie utilizate in scopuri terapeutice.

VIil.4 MODELAREA CEDARII IN VITRO SI IN VIVO A SUBSTANTELOR
ACTIVE DIN FORME FARMACEUTICE APLICATE LOCAL

e Indiferent de forma lor fizico-chimica si farmaceutica, sistemele de medicamente ar trebui
sa aiba doua caracteristici esentiale: biocompatibilitate si capacitatea de eliberare
controlata.

e Evaluarea in vitro si in vivo a cineticii de eliberare de substante bioactive din sistemele de
medicamente joaca un rol important in prezicerea si managementul atat al eficacitatii cat si
al sigurantei medicamentului.

e Stabilirea cantitatii de substantda medicamentoasa eliberata din forma farmaceutica se
realizeaza prin determinari in vivo si in vitro care permit obtinerea cantitatii de substanta
cedata si viteza de cedare.

e  Transferul medicamentelor in organism este un transfer prin membrane lipidice care
separa doua medii apoase. Procesul este de fapt o combinatie de trei procese succesive in
timp si spatiu: transferul la prima interfata apa/lipide, difuzia in faza lipidica si transferul la a
doua interfata.

Concret putem sustine:

Cazul transferului caldurii dintr-un rezervor infinit intr-un mediu semifinit. Este un caz clasic Tn
teoria ecuatiilor cu derivate partiale, poate fi aplicat la transferul de masa dintr-un rezervor
unde substanta activa se afla in concentratie mare, intr-un mediu receptor de volum mare, n
care concentratia este foarte mica. In ambele cazuri ecuatia difuziei trebuie rezolvatd n
conditiile initiale si pe frontiera.

Rezolvarea ecuatiei se poate face utilizand transformata Laplace.

27



Calculand fluxul prin interfata si integrand apoi fluxul in raport cu timpul, se obtine cantitatea
transferatd ca functie de timp.Deci, s-a obtinut urmatoarea lege: ,Cantitatea de substanta
eliberata din forma farmaceutica este proportionala cu radicalul timpului”, lege similara cu
foarte cunoscuta lege a lui Higuchi, dar in conditii initiale si pe frontiera deci, Th conditii
fenomenologige mult diferite, ceea ce inseamna ca este o alta lege, chiar daca rezultatul este
similar.

In cazul formuldrilor studiate s-a considerat c& se produce o acumulare a aspirinei Si
paracetamolului la nivelul mucoasei intestinale care se comporta ca un ,rezervor” iar transferul
spre circuitul sanguin se face prin difuzie prin epiteliu, care este pe postul interfetei din
modelul considerat mai sus.

S-a testat legea reformulata pentru absorbtia aspirinei si anume: ,fractia absorbita este
proportionala cu radicalul timpului”. De mentionat este ca legea se aplica numai la prima or3a,
cand absorbtia depaseste eliminarea.

S-a testat legea reformulata pentru eliminarea din sange ca rezervor spre urina a sumei
aspirina + paracetamol si anume: ,fractia eliminata este proportionald cu radicalul timpului”.
Legea ar putea fi generalizatd la majoritatea substantelor active cu cedare imediata si cu
eliminare preponderent urinara.

In cazurile formularilor gelice cu extract de alge marine, carbopol 971 si aciclovir, din studile
de cedare la transferul prin membrane, s-a constatat ca:

o pentru cele doua formulari, curbele de cedare nu difera prea mult, nici calitativ si nici
cantitativ. Ca model farmacocinetic de cedare, cantitatea cedata este proportionala cu
radicalul timpului, dupa un time-lag mai mic de 30 minute. Ar putea fi cazul legii
Higuchi sau legea radicalului dedusa mai sus, ca in cazul cedarii dintr-un rezervor
foarte mare.

o o diferenta semnificativa intre cele doud modele (modelul Higuci si cel dezvoltat Tn
teza) apare insa la conditiile initiale si pe frontierd. Modelul Higuchi considera ca
solventul de dizolvare patrunde treptat in formulare si o ,spald” de substante active
strat cu strat, in timp ce modelul dezvoltat in teza presupune o concentratie constanta
la suprafata de transfer.

o Intrucat gelul de carbopol este un mediu hidrofil iar un transfer invers, de la
compartimentul receptor al celulei spre cel donor este putin probabil, modelul cel mai
adecvat pare sa fie modelul de difuzie din rezervor.

o Time-lag-ul observat ar putea fi legat mai curdnd de o echilibrare intre membrane si
mediile din cele doua compartimente.

o Din evaluarea comparativa a profilului cinetic al hidrogelurilor testate pe baza valorilor
coeficientilor de difuziune, utilizand testul Tukey pentru comparatii multiple, ( p<0,05)
se constatd ca au semnificatii statistice numai in sase situatii din cele 29 posibile.
Doua prezinta chiar semnificatie statistica remarcabila.

Eliberarea controlata este impusa de necesitatea de a oferi agent terapeutic la locul actiunii Tn
intervalul terapeutic, adica intre eficacitate si niveluri toxice. Situsul activ este, in general,
necunoscut, dar este acceptat faptul ca substanta bioactiva este transportata la receptor prin
sange.
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