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Rezum at

Principiile bioactive extrase din surse naturale sunt de mare interes pentru cercetatorii din domeniul
medical si farmaceutic, mai ales cele ce pot rezulta din produsele de reziduu ce raméan in urma procesarii
industriale. Astfel, se cautd noi metode de a valorifica compusii activi din derivatele secundare obtinute
in urma procesarii diferitelor produse, precum proteinele din zerul bovin, calciul organic extras din cojile
oualor si extractele de propolis. Prezenta cercetare a pornit de la beneficiile individuale ale acestor
produse pentru sanatatea umana, avand ca rezultat folosirea lor ca materii prime pentru formularea de
preparate farmaceutice, si anume, suplimente alimentare si produse de uz extern.

Abstract

Bioactive principles extracted from natural sources are of great interest to medical and pharmaceutical
researchers, especially those that may result from residual products remaining after industrial
processing. Thus, new methods are being sought to capitalize the active compounds in the by-products
obtained from the processing of various products,such as whey proteins, organic calcium extracted from
eggshells and propolis extracts. The present research started from the individual benefits of these
products for human health, resulting in their use as raw materials for the formulation of main
pharmaceutical preparations, namely, food supplements and products for exter nal use.

Introducere

Interesul  specialistilor din  domeniul
medical si farmaceutic este orientat din ce in
ce mai mult spre metode noi de a extrage
principiile bioactive din surse naturale, in
special din produsele secundare si derivate
nevalorificate rezultate Tn urma prelucrarii
curente a laptelui, oualor si produselor
apicole, cu scopul de a Tnlocui cat mai mult
substantele de sinteza.

Zerul, un produs secundar lichid din
industria branzeturilor, este cunoscut pentru
continutul Tn multi constituenti valorosi.
Acestea includ in special proteinele care
poseda proprietati nutritionale si biologice

importante - in special in ceea ce priveste
promovarea sanatatii si prevenirea bolilor.
Fractiunile principale sunt R-lactoglobulina,
alfa-lactalbumina, albumina serica bovina
(BSA), imunoglobulina (lg) si proteinele
minore sunt lactoferina, glicomacropeptida,
lactoperoxidaza (Acharya 2010).

Compozitia zerului este reprezentata
grafic in figural.

Proteinele din zer sunt proteine pure,
naturale si de Tnaltd calitate. Sunt
considerate cele mai bune proteine pentru
uz alimentar uman, datorita profilului
echilibrat de aminoacizi si digestibilitatii
superioare.

66


mailto:mustafa_alef@yahoo.com

Ibrametal.

Proteinele din zer contin toti aminoacizii
esentiali si, prin urmare, reprezintd o ,sursa
completd” de proteine de inalta calitate
(Jelicic si col., 2008).

Oul reprezinta cel mai complet aliment,
contindnd toate substantele necesare
organismului. Este bogat in proteine cu
inaltd valoare biologica, grasimi, vitamine si
minerale. Are proprietati nutritive, cat si
terapeutice datorita componentelor prezente

in galbenus si albus: ovotransferina,
ovomucina, ovoalbumina, lizozim Si
imunoglobulinme de pasare (lgY). O

reprezentare graficd a compozitiei oului se
gaseste in figura 2.

Continutul oului hiperimun este o sursa
valoroasa de anticorpi, cu multe avantaje
cum ar fi mecanismul de sprijin rapid al
imunitatii pasive, in special la pacientii cu
deficiente ale diferitelor componente
imunitare.

Imunoglobulina Y (IgY) este principalul
anticorp sintetizat de catre gaini (Gallus
domesticus). Este sintetizata continuu la o
scara larga, secretata in sange si transferata
in galbenusul de ou, unde se acumuleaza
(Young si col., 2007).

lgY-ul aviar este stramosul evolutiv al
lgG-ului mamiferelor si reprezinta principalul
mecanism de aparare impotriva infectiilor
sistemice (Paula sicol., 2011).

Transferul IgY de la gaind la pui se
desfasoara in doua etape; initial se transfera
IgY din sangele gainii in foliculul ovarian
(galbenusul de ou) si apoi catre embrion
(Hamal si col., 2006).

Pentru a obtine anticorpi IgY cu
specificitate fatd de tulpini patogene, gainile
ouatoare sunt inoculate cu antigenul de
interes; anticorpii  sunt purificati  din
galbenusurile de ou. Aceasta metoda non-
invaziva de a obtine anticorpi reprezinta unul
din avantajele utilizarii IgY in diverse scheme
de terapie (Kovacs-Nolan si col., 2012).

Galbenusul de ou contine 8-10 mg
IgY/mL si dintr-un singur ou se pot extrage
aproximativ 100-200 mg de IgY total, din
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care 2-10% este antigen-specific (Davison si
col., 2008).

Anticorpi aviari cu specificitate au fost
sintetizati cu succes Tmpotriva unei largi
varietati de antigene, inclusiv proteine,
peptide, hormoni lipidici si carbohidrati de la
gama vasta de specii precum, virusuri,
bacterii, fungi, plante si animale (Hamal si
col., 2006, Spillner si col., 2012).

Propolisul este o materie rasinoasa, de
culoare bruna, colectata de catre albine din
mugurii de frunze ale unor specii de arbori
precum mesteacan, plop, pin, arin, salcie si
palmier si transportata in stupi unde este

transformata cu ajutorul enzimelor din
glandele albinelor.

Propolisul poseda proprietati
antibacteriene, antifungice, antivirale,

antioxidante, antiinflamatorii, antitumorale si
imunomodulatoare; datorita acestor efecte a
fost folosit ca un remediu Tn medicina
traditionala, in apiterapie, in cosmetica si
farmacie inca din antichitate (Kim si col.,
2008).

Din punct de vedere chimic propolisul
este compus din aproximativ 180 de
substante chimice diferite si analizele au
evidentiat mai mult de 300 de componenti
diferiti (Chan si col., 2013; Drescher si col.,
2017; Sforcin, 2016). Propolisul contine
polifenoli (flavonoide, acizi fenolici si esteri),
aldehide fenolice si cetone, derivati de
benzaldehida, glucide si vitamine (Bl, B2
complex, B6, C, E), aminoacizi si esteri,
enzime si minerale (Cd, Sn, Pb, Ti, Ag, Co,
Mo, Al, Si, V, Ni, Mn, Cr Na, Mg, Cu, Ca, Zn,
Fe, K) (Pasupuleti si col., 2017). O
reprezentare grafica a compozitiei probei de
propolis se regaseste in figura 3 de mai jos.

Zeolitul este considerat in toata lumea
drept una dintre cele mai bune substante
pentru purificarea Si detoxifierea
organismului uman.

Datorita structurii sale de fagure, acesta
atrage si absoarbe metalele grele si toxinele
incarcate pozitiv, fara a elimina electroliii
benefici si vitali.
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Este utilizat ca supliment alimentar
avand multiple beneficii Tn  stimularea
sistemul imunitar.Coaja de ou reprezinta
aproximativ 10% din masa totala. Coaja de
ou este bogata in calciu natural, usor de
digerat si absorbit, acestea reprezentand,
totodatd, si o forma echilibrata de
microelemente.

Din coaja unui ou de marime medie
rezulta aproximativ o linguritd de pulbere,
care contine aproximativ 750-800 mg de
calciu elemental, plus alte 27 microelemente,
precum magneziu, bor, cupru, fier, mangan,
sulf, zinc, etc (Nakano si col., 2003).

Bovine serum Lactoferina

albumini 1% Lactoperoxidaza

8% 1%

Beta-
lactaglobulini
45%

Alfa-lactalbumini
18%

Figura 1. Compozitia zerului
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Fig.2. Compozitia oului integral
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Fig.3. Compozitia propolisului

Prezentul studiu a awvut ca scop
valorificarea unor produse secundare din
industriile de prelucrare a laptelui, oudlor si
apiculturd pentru obtinerea unor ingrediente
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functionale cu beneficii pentru sanatate,
precum proteinele si fractiile proteice din zer,
imunoglobulinele Y si oul hiperimun liofilizat,
tinctura de de propolis si citratul de calciu
organic, cu importante atribute nutritionale si
functionale. Utilizdnd aceste principii naturale
s-au formulat noi suplimente alimentare, care
sa promoveze sanatatea oferind un aport
proteic sporit si, preparate de uz extern, cu rol
de igienizare a pielii.

1. Material si metoda
1.1. Materiale

Acest studiu s-a desfasurat in cadrul
Departamentului de Cercetare-Dezvoltare
Imunoinstant apartindnd Romvac Company
S.A. (llfov, Romania).

Probele de zer bovin provin de la ferma
de vacidin Jud. Calarasi si au fost procesate
sub forma de retentat de 10 kDa la sectia de
Biotehnologii din cadrul Romvac.

Solutia de CPZ 10 kDa a fost liofilizata si
s-a obtinut o pulbere care a fost stabilizata
cu dioxid de siliciu (aerosil) si amidon de
porumb (figura 4).

Oul hiperimun s-a obtinut de la gainile
inoculate cu un complex de antigene.

Antigenul polivalent contine un amestec
de tulpini bacteriene si fungice, precum:

e Pseudomonas aeruginosa,

¢ Klebsiella pneumoniae,

¢ Salmonella spp.,

e Escherichia coli,

e Enterococcus faecalis,

e Salmonella enteritidis,

e Salmonella typhimurium,

e Streptococcus mutans,

e Staphylococcus aureus,

e Streptococcus grup B,

e Proteus mirabilis,

¢ Acinetobacter baumannii,

e Helicobacter pylori,

¢ Clostridium difficile,

e Candida albicans,

e Candida glabrata,

e Candida krusei.
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Antigenul s-a administrat prin injectie
intramusculara cate 0.5 ml in patru puncte
diferite din musculatura pieptului la gainile
ouatoare conventionale sau gaini ouatoare
SPF, la interval de 14 zile, de trei ori.

Recoltarea oualor s-a facut la 14 zle de
la cea de la treia administrare de antigen
cand titrul anticorpilor in ser si galbenus este
mare. Titrul anticorpilor s-a evaluat periodic
din galbenusul oualor provenite de la gainile
imunizate cu antigenul dat, prin teste ELISA.

Pulberea de ou integral (figura 5) s-a
obtinut prin liofilizarea continutului oului
hiperimun integral in cadrul Dep. Productie
Medicamente — Romvac Company.

Contine anticorpi fata de 18 tulpini
patogene bacteriene si fungice prezente in
antigenul folosit la inocularea gainilor.
Pulberea a fost mentinutd la 4 "C pana la
utilizare. Probele de propolis crud (figura 6)
au fost colectate de la coloniile de albine
(Apis mellifera) si obtinute de la Institutul
Apicol, depoztate Tn pungi de polietilena,
intr-un spatiu uscat, la 4°C, pana la utilizare.
Tinctura alcoolica de propolis (figura 7) a fost
obtinutd in cadrul Compartimentului de
Fitoterapice — Romvac Company.

Pulberea de zeolit (figura 8) a fost pusa
la dispoztie de catre Compartimentului de
Fitoterapice.

Citratul de calciu organic (figura 9) s-a
obtinut din cojile de oua conventionale,
printr-o metoda ce are la baza reactia
chimica dintre acidul citric si carbonatul de
calciu, in cadrul Institutului National de
Cercetare-Dezvoltare pentru Chimie si
Petrochimie - ICECHIM.

Figura 4. Pulbere liofilizata din
CPZ 10 kDa + aerosil + amidon

Medicamentul Veterinar / Veterinary Drug

Vol. 15(1) lunie2021

Figura 5. Pulbere liofilizata de ou hiperimun integral
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Figura.7. Tinctura de propolis
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Fig.9. Citrat de calciu organic

1.2. ldentificarea si caracterizarea
puritatii fractiunilor proteice din probe de
zer bovin prin SDS-PAGE

Pentru a identifica profilul proteic si
pentru a confirma prezenta proteinelor n
probele de concentrat proteic de zer s-a
utilizat metoda de  separare  prin
electroforeza cu gel de dodecil sulfat —
poliacrilamida (SDS-PAGE).

Probe utilizate :

P1 — Retentat 5 kDa, Mw=5-1000 kDa

P2 — Retentat 10 kDa, Mw=10-1000 kDa

e probele au fost diluate corespunzator
direct in loading buffer, cu
mercaptoetanol urmata de incubare
10 minute la aproximativ 90°C.
Probele au fost diluate in dilutii
multiple

o fiecare proba a fost incarcata in
electroforeza in cantitate de 5 uL

¢ probele au fost mentinute 80 min. la o
intensitate de 90 mA si 200 V pentru
migrare

e colorarea probelor s-a facut pe
balansoar, peste noapte

e decolorarea s-a  efectuat pe
balansoar cu solutia de decolorare nr.
1 (acid acetic, etanol), timp de 2h,
apoi la temperatura camerei, static cu
solutia de decolorare nr. 2 (7% acid
acetic) timp de 24h

1.3. Analiza cromatografica a
extractului de propolis
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Dupa studiul datelor de literatura s-a
ales o metoda in gradient, ce foloseste ca
faza mobila, acetonitril si acid acetic 5%.
Determinarile au fost facute pe un HPLC
Hitachi Chromaster si s-a folosit o coloana
Hypersii BDS C18 Thermo Scientific.
Conditile de separare cromatografica sunt
prezentate in Tabelul 1.

Probele au fost preparate prin diluarea a
0.5 mL extract de propolis, la 5 mL, cu
amestec acetonitril-acid acetic 5% (30/70,
v/v). Dupa ultrasonare si filtrare prin filtru
PVDF de 0,45 pym, s-au injectat 20 L in
sistemul cromatografic.

Tabelul 1
Conditile de separare cromatografica

Hypersil BDS C18

Thermo Scientific,

L=250 mm, ID=4,6 mm, 5 um
olvent A : acetonitri

Coloana

cromatografica

mobile Solvent B: add acetic 5%
Timp % % Debit
(min) solvent A solvent B (mL/min)
) 0 8 92
Faza mobila 20 o1 5 )
35 8 92
40 8 92
Lungimea de 280 nm
unda
Temperatura 257°C
coloana
Temperatura 25°C
autosempler
Volum injedtie 20 pL

Solutiile standard stoc de acid caffeic,
acid syringic, rutin trihidrat, acid p.coumaric,
acid ferulic, acid benzoic, acid salicilic, acid
mandelic si quercetin, au fost preparate prin
dizolvarea a 10 mg substanta in 10 mL
etanol, iar dilutia pentru solutia de lucru, s-a
facut in amestec acetonitril-acid acetic 5%
(30770, viv).

1.4. Formularea preparatelor

1.4.1. IMUNOZEOMILK, Pulbere proteica
pentru suspensie orala

Pulberea proteica s-a preparat prin
amestecarea pulberii liofilizate de zer bovin
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(10 kDa) stabilizata cu dioxid de siliciu
(aerosil) si amidon de porumb cu pulberea
liofilizata de ou hiperimun integral, citrat de
calciu si zeolit, in proportiile prezentate in
Tabelul 2 de mai jos.

Tabelul 2
Compozitia pulberii Imunozeomilk
40%

Pulbere liofilizata de Concentrat proteic
concentrat proteic de zer de zer 10 kDa
bovin (stabilizat) ~Aerosil (dioxid de
siliciu)
Amidon din
porumb

Pulbere liofilizata de ou 40%
hiperimun integral
Zeolit pulbere

Citrat de calciu

11,7%
8,3%

1.1.1. PROPOL FRESH, sub forma de
solutie si gel pentru curatarea si
hidratarea méainilor, cu propolis

Preparatele au fost formulate ca solutii
hidroalcoolice folosind alcool etilic absolut si
tinctura de propolis, la care s-au asociat
glicerina, panthenolul si aloe vera pentru
efectul hidratant pe care il confera.
Hidroxietilceluloza s-a folosit pentru a gelifica
solutia hidroalcoolicda pentru a obtine
preparatul sub form& de gel. In Tabelul 3 de
mai jos se prezinta compouzitia procentuala a
fiecarui preparat.

Tabelul 3

Compozitia preparatelor Propol Fresh solutie

si gel

Propol Fresh solutie Propol Fresh gel
Etanol 96~ 65% Etanol 96~ 65%

Tinctura propolis 0,5% Tinctura propolis  0,5%
Glicerina 2,5% Glicerina 2,5%
Aloe veragel 3%  Aloe vera gel 3%
Panthenol 1%  Panthenol 1%

Apa deionizata 28%  Hidroxietilceluloza 2%

Apa deionizata 26%

1.2. Analiza parametrilor fizico-chimici

Pentru analiza pulberii proteice am
urmarit concentratia de imunoglobulina Y,
realizata prin tehnica ELISA ”in house”,
efectuata in cadrul Departamentului de
Cercetare-Dezvoltare Imunoinstant Si
continutul de proteina determinat prin
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metoda Kjeldahl, Tn cadrul Laboratorului de
Control Fizico-Chimic.

1.2.1. Determinarea cantitativa a
imunoglobulinei Y (IgY) prin testul ELISA
direct

Testul ELISA se pregateste in house
special pentru fiecare testare in parte. Testul
ELISA poate decela imunoglobulinele la
dilutii foarte mari. Cantitatea minima de IgY
decelata este de 10 nanograme in materialul
testat. Datorita specificitatii Si
reproductibilitatii reactiei imunoenzimatice,
testul ELISA se foloseste in procesul de
productie al IgY, pe faze de productie, in
controlul calitativ si cantitativ.

Mod de lucru:

e se pregateste IgY Standard in dilutii
succesive in domeniul 60 ng/mL — 1
ng/mL si proba in dilutie 1:10°

e se repartizeaza 100 pl /godeu din
suspensia diluata, conform
configurarii placii;

e placa se lasa pentru captusire 60
minute la +37 °C;

e placa se spala de 3 ori cu solutia de
spalare PBS-Tween 20 (0,05%).

e reactia se blocheaza cu tampon de
fixare, cate 300 pl / godeu si se
incubeaza 30 minute la temperatura
camerei;

e se inlatura lichidul de blocare.

e se repartizeaza in fiecare godeu 100
Ml de conjugat anti-IgG pasare diluat
1:10.000, folosind ca diluant
tamponul de dilutie conjugat.

e seincubeaza 2 ore la +37°C.

e se spalda de 4 ori cu solutie de
spalare PBS-Tween 20 (2%).

e se adauga 100 pl TMB si se lasa la
temperatura camerei 5-15 min.

e se adauga 100 pl solutie de stopare.

¢ se citeste absorbanta la 450 nm.

1.2.2. Determinarea continutului de
proteina prin metoda Kjeldahl

Procedura stabileste metodologia
determinarilor continutului de proteina a
produselor biologice.
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Mod de lucru:

e probele care se supun analizei trebuie
sa fie trecute Tn solutie cu ajutorul apei
purificate si se pregatesc in triplicat

e in fiecare tub falcon cu proba se
adauga céate 6-7 mL solutie 40-50%
acid ftricloracetic, dupa care tuburile
falcon se lasa in stativ, la o
temperaturd de maximum 20 °C,
pentru o perioada de minimum 12 ore,
apoi se centrifugheaza la 1700-1800
rpm pentru 10-15 min.

e precipitatul se dizolva cu ajutorul unei
solutii de acid sulfuric 45-55%

e continutul tubului falcon se trece
cantitativ intr-o eprubeta de
mineralizare si se adauga céate o
pastila de catalizator de mineralizare
(Kjeltabs sau Missouri) si 20 mL acid
sulfuric 98% pentru determinarea
azotului

e ultimele doua tuburi de mineralizare
sunt tuburile probelor blank

e se porneste mineralizatorul
SpeedDigester K-425,

e simultan cu pornirea titratorului G10S
se va porni si distilatorul KjelFlex K-
360

e la Tncheierea procedurii de distilare,
titratorul va pomi si va efectua titrarea
amestecului rezultat, afisdnd volumul
de acid sulfuric 0,05M consumat

e dupa incheierea distilarii si titrarii celor
2 probe blank se poate face media
volumelor de titrare

e se continua distilarea si titrarea
probelor  propriu-zise  notandu-se
volumele de titrare

Continutul de proteind se calculeaza
conform formulei:

(Vprob&a — Vblank) X z x M X f x 14,0067

m(v)

(x6,25)

unde:

Voopa €Ste volumul de acid sulfuiic 0,05M consumat pentru
titrarea probei

Viank €ste volumul mediu de acid sulfuric 0,05M consumat la
titrarea probelor blank

z este numarul de atomi de hidrogen din acidul cu care se
titreaza (in cazul addului sulfuricz=2)

M este molaiitatea acidului cu care se titreaza (in cazul de
fata M = 0,05)

f este factorul de corectie volumetiica al acidului cu care se
titreaza (in cazul de fata f=10000)

14,0067 si 6,25 sunt constante de corespondenta
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1.3. Determinarea activitatii
antimicrobiene a produselor Propol Fresh

Pentru realizarea acestui screening pe 5
tulpini microbiene reprezentative, am utilizat
0 metoda derivatd dintr-o  tehnica
compendiala si anume, determinarea
activitatii bacteriostatice/bactericide,
fungistatice/fungicide prin contactul direct
dintre suspensiile microbiene la diferite
concentratii si produsul de testat.

Tulpinile-test provin din colectia ATCC,
sub forma de pelet liofilizat. Tnainte de a fi
puse in contact direct cu probele se fac
suspensii microbiene in ser fiziologic steril cu
titru de 10 UFC/mL.

Microorganisme-test:

e Pseudomonas aeruginosa
9027 (bacterie Gram negativa)

e Staphylococcus aureus ATCC 6538
(bacterie Gram pozitiva)

e Bacillus subtilis ATCC 6633 (bacterie
sporulata)

e Candida albicans ATCC 10231(levura)

o Aspergillus brasiliensis ATCC 16404
(fung filamentos)

ATCC

Suspensia de 10® UFC/mL a fiecarui
microorganism-test se dilueaza pana la 10°
UFC/mL si apoi se efectueaza dilutii
zecimale in ser fiziologic steril pentru toate
microorganismele, pana la cea mai mica
dilutie (10 UFC/mL).

Fiecare dilutie a fiecarui microorganism-
test va fi pusa in contact direct cu proba de
testat in raport de 1:1, utilizandu-se 1 mL din

fiecare (suspensie microbiana produs
testat).
Microorganismele diluate la cele 6

concentratii se lasa in contact cu proba timp
de 5 minute, apoi se preleva cate 1 ml de
suspensie, care se repartizeaza pe suprafata
unei placi Petri cu mediu de cultura solid
(Tryptic Soy agar — bacterii; Sabouraud agar
- fungi filamentosi si levuri.

Atat placile Petri cat si eprubetele cu
microorganism+proba au fost termostatate
dupa cum urmeaza: eprubetele si placile
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Petri care contin bacterii se incubeaza la 35
°C, timp de 24 ore, in timp ce eprubetele si
placile Petri care contin fungi se incubeaza
la 25 °C, timp de 48 ore. Se realizeaza si
placi Petri martor care se incubeaza la fel ca
placile cu probe.

Dupa incheierea perioadei de incubatie
se vor numara coloniile dezvoltate pe placile
Petri care au fost inoculate cu suspensie
dupa un timp de contact de 5 minute.

Din fiecare eprubeta care a stat la
termostat, se vor preleva cate 0,1 mL de
suspensie, care se Vvor repartiza pe
suprafata altor placi Petri cu Tryptic Soy agar
si cu Sabouraud agar, pentru a determina o
eventuala activitate antimicrobiana dupa un
timp de contact de 24 ore.

Placile Pefri inoculate cu bacterii vor fi
incubate la 35 °C, timp de 24 ore, in timp ce
placile Pefri inoculate cu fungi vor fi incubate
la 25 °C, timp de 2-3 zile. Dupa terminarea
perioadei de incubatie se vizualizeaza placile
si se numara eventualele colonii dezvoltate.

1.4. Controlul calitatii formularilor

preparate

a). Control organoleptic (aspect, culoare,
miros) - s-a efectuat conform
prevederilor Farmacopeei Roméane ed.X
(FRX) si literaturii de specialitate.

b). Control farmacotehnic - Determinarea
pH-ului - s-a efectuat prin metoda
potentiometrica conform prevederilor
Farmacopeei Roméane ed.X (FRX) si
literaturii de specialitate.

2. Rezultate si discutii

2.1. Identificarea si caracterizarea
puritatii fractiunilor proteice
din probe de retentate de zer bovin prin
SDS-PAGE

Pentru calculul  maselor fractiilor
exprimate in urma migrarii electroforetice se
realizeaza o curba de masa pe baza
modelului de migrare a markerului molecular
(figura 10). Pe baza ecuatiei dreptei se
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calculeaza masa moleculara a fraciilor
separate pentru probele luate in analiza.

0.7
0.6 &
0.5 \e
. 04 \t\
o3 y=-0.6451% + 3.3523 \
0.2 R®=0.9807 "~
0.1
0 T T T T T |
4 4.2 4.4 4.6 4.8 5 5.2
Log (MW)

Figura 10. Curba de masa realizatd pentru calculul
maselor fractiunilor proteice din probele de analizat

Din analiza profilul proteic al probelor de
concentrat de zer din figura 11 se poate
observa ca cele mai pronuntate benz sunt
situate Tn regiunea cu masa moleculara
incadrata intre 12 si 20 kDa, reprezentand
masele  moleculare  aparente  pentru
fractunea de a-Lactalbumind si respectiv,
monomerul de 3-Lactoglobulina.

Benzile corespondente pentru
imunoglobuline, lactoferina si BSA sunt mai
pronuntate in cazul probei P2 pe liniille 9-12.

Masele  moleculare  calculate  si
fractiunile proteice probabile din probele
analizate sunt prezentate in Tabelul 4 de mai
jos.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 g8 9 10 11 12

USRS

20 ??--- -“..

Tris-Glycine
4~20% |

Fig.11. Electroforeza in gel de poliacrilamida (SDS-
PA GE) a fractiunilor proteice din probele de concentrat
proteic de zer bovin

SDS-PAGE 12%, 5 pl proba/godeu
Marker Protein VI, Applichem

1. Liber 7. P1 dilutie 1:50
2. Marker 8. P1 dilutie 1:50
3. P1 dilutie 1:10 9. P2 dilutie 1:50
4. P1 dilutie 1:10 10. P2 dilutie 1:50
5. P1 dilutie 1:20 11. P2 dilutie 1:100
6. P1 dilutie 1:20 12. P2 dilutie 1:200
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Tabelul 4

Masele moleculare calculate si proteinele
probabile identificate In probele de
concentrat proteic de zer

MW (k Da)

Proteine probabile

135.7857 = Imunoglobuline (150.000
101.2616
79.29945 = Lactoferina (80.000)
= BSA (69.000),

65.21246 ~Lactoperoxidaza (70.000)
53.62793
41.99683 =[3-Lactoglobulina (36.000)
27.04597
22.24144 = monomer [3-Lactoglobulina (18.000)
15.79496
12.9891 = a-Lactalbumina (14.000)
8.784154 =~ Glycomacropeptide (6.700)

2.1. Analiza cromatografica a

extractului de propolis

Cromatograma specifica extractului de
propolis este prezentata mai jos (Fig.12).

Figura 12. Cromatograma specifica extractului de
propolis
2.1. Formularea preparatelor

2.1.1. IMUNOZEOMILK, Pulbere proteica
pentru suspensie orala

S-a obtinut o pulbere omogena, fina de

culoare bej-cenusie, caracteristica
componentelor.
Pulberea proteica IMUNOZEOMILK

(figura 3) este un supliment alimentar pentru
administrare orala ce se poate utiliza de catre
persoanele cu nevoi speciale de alimentatie si
dietd, de toate varstele. In compozitia sa se
asociaza pulberile liofilizate de concentrat de
zer bovin, ou hiperimun integral si zeolit.
Produsul ofera un aport proteic major in
conditii de slabire a organismului, in anorexie,
in convalescentd, aduce un plus de energie,
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ajutd la reducerea oboselii
imbunatateste sistemul imunitar.

fizice si

Tel: €21 3508109

suspensie oralh
alimentar 30z ¢

eotes de zer bovin 10 kD - (stabderutd s Saxid de ifcn
irats de Y,

habran
Mod de wtiltzare: | plic de 1-2 on pe 21, dolvet in 250 mil. lachid (chide roc san caldupe, -t
| s de i et

+C,

Figura 13. IMUNOZEOMILK, Pulbere proteica pentru
suspensie orala

IMUNOZEOMILK, pulberea proteica se
conditioneaza in plicuri aluminizate cu un
continut de 30g pulbere (pentru administrare
unidoza). Produsul se administreaza pe cale
orald, dizolvat in lichide reci sau caldute,
lapte, iaurt, apa, sucuri de fructe, 1 plic de 1-
2 ori pe zi. Se recomanda prepararea in 250
mL lichid (echivalentul unui pahar).

2.1.2. PROPOL FRESH Solutie si Gel
purifiant pentru curatarea si hidratarea
mainilor cu propolis

S-au obtinut doua formulari de uz extern
care se prezinta astfel:

e Propol fresh gel purifiant sub forma
de gel translucid, de culoare galbuie si miros
caracteristic de propolis, conditionat in
flacoane de 50 mL prevazute cu dop
picurator (Fig.14).

e Propol fresh solutie purifiantd sub
forma de solutie hidroalcoolica, cu aspect
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limpede, de culoare galbuie si miros
caracteristic de propolis, conditionata in
flacoane de 100 mL prevazute cu pompita
pulverizatoare (Fig.15).

Produsele PROPOL FRESH au actiune
purifiantd, de curatare si hidratare a pielii,
asigurand igiena deplina a mainilor.

Concentratia ridicata de alcool etilic din
compoztie are rol degresant, asigura
igienizarea eficientd a mainilor, fara sa
deranjeze echilibul natural al pielii, reducand
semnificativ raspandirea microbilor.

Tinctura de propolis este cunoscuta
pentru actiunea putermnic dezinfectanta si
antiinflamatorie la nivelul pielii si in plus
imprima un miros placut, subtil, preparatelor.

produs din gama
Imuninstant

[PROPOL
.| FRESH

TALEARIRAE

N

ORGANICBIOACTY,
\m purifiant
4 pentru curitares )
N Nidratarea mainilor
N <u propolis /F’
Pentry oz SO

somLe

Figura 14 Propol Fresh Gel purifiant

©

-[PROPOL
3 FRESH @

Fig.15 Propol Fresh solutie purifianta

Propolisul are un efect benefic
demonstrat asupra sanatatii umane si este
folosit in diferite scopuri medicale si
farmaceutice datorita proprietatilor:

e Actiune antibacteriana -
bacteriostatica Si bactericida
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impotriva bacteriilor Gram-pozitive si
Gram-negative.  Mecanismul  de
actiune implica oprirea diviziunii
celulare si a sintezei proteice si
distrugerea peretelui celular
(Salomao si col., 2008);

e Actiune antivirald — prin distrugerea
replicarii virale si inhibarea intrarii
virusurilor in celule (Kuropatnicki si
col., 2013).

Produsele PROPOL FRESH nu doar
curata, ci si intretin si hranesc pielea datorita
continutului de glicerina, aloe vera gel si
panthenol cu rol de satinare si catifelare a
pielii, tocmai pentru a preveni uscarea Si
scaparea mainilor, care apare in urma
utilizarii produselor cu continut mare de
alcool.

Produsele PROPOL FRESH igienizante
sunt practice si usor de folosit in orice
situatie. Curatd mainile fara sapun sau apa
si le hidrateaza. Formula cu uscare rapida
nu lasa senzatie lipicioasa. Ideal pentru
calatorii sau situatii in care spalarea mainilor
nu este posibila.

2.2. Analiza parametrilor fizico-chimici

Figurile 16 si 17 prezintd configurarea
placii pentru testul ELISA de determinare
cantitativa a concentratiei de IgY din produsul
Imunozeomilk. Proba analizata este pe pozitia
nr. 3.

Martor Y IeY Probe Probe
1 2 3 4 5 s [ ]s[es[w[ufn
A Blank 60 ng/ml. | 60 ng/mL | P1-10° | P1-10° A
B| SN1:1000 |30 ngiml | 30 ngiml | P2-10° | P2-10° B
| sxi1000 [15ngml | 15 ng/me | P3-107 | PE-107 c
D| s¥1:1000 |10 egiml | 10 ngiml | P4-10° | P4- 10° D
E | SP30ngml | Sngml | Segiml | PS-10° | P5-10° E
F | SP30ngml | 25ugiml | 25ugiml Ll
G| SPMagmlL | 1 1 ng/mL G
‘H| Blank H

Fig.17 Imagine placa ELISA pentru determinarea
continutului de IgY din produsul Imunozeomilk

75



Ibrametal.

Rezultatele sunt prelucrate pe baza
curbei de calibrare efectuate pentru IgY
standard. Utilizand ecuatia dreptei rezultate
si tindndu-se cont de factorul de dilutie si de
modul de prelucrare al probei, se determina
continutul de IgY total din proba analizata.

Tabelul 5 prezinta rezultatele obtinute
pentru analiza azotului total, continutului in
proteine si concentratia de imunoglobulina Y
pentru pulberile liofilizate si respectiv, pentru
produsul Imunozeomilk.

Tabelul 5
Rezultatele obtinute pentru analiza parametrilor
fizico-chimici
Proba Analit Valoare Metoda de analiza
86,440 .
Azot total m;/g > Metoda Kjeldahl
: Rezultat obtinut prin
' 'Pulubere Proteine 540,2531 .1yl (azot proteic x
liofilizata de ou totale mglg 6,25)
hipemun Deter'minarea
Concentrati 1,277 cantitativa prin
e lg¥ 9/100g ELISA direct
Concentrat Azot total 53’5/765 Metoda Kjeldahl
proteic de zer . Rezultat obtinut prin
1.0 k_Da Proteine 347,3531 calcul (azot’proteic X
(liofilizat) totale maglg
6,25)
Azot total fé}g% Metoda Kjeldahl
Proteine 269 956 Rezultat obtinut prin
Imunozeomilk totale m / calcul (azot proteic x
pulbere 9l 6,25)
Concentrati 0,5108 Determinarea
e IgY 9/100g cantitativa prin

ELISA direct

2.1. Determinarea activitatii
antimicrobiene a produselor Propol Fresh

in tabelul 6 sunt prezentate rezultatele
activitati - antimicrobiene.  Din  analiza
rezultatelor se observa ca produsul a avut
activitate antimicrobiana dupa primele 5
minute de stat in contact cu toate
concentratiile - 10° UFC/mL, pentru toate
microorganismele testate, mai putin pentru
Aspergilus brasiliensis. Tn acest caz,
produsul testat a redus oconcentratia
microorganismului cu 10° UFC dupd un
contact de 5 minute. Dupa 24 ore produsul a
avut efect fungicid.
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Se poate concluziona ca produsele
Propol Fresh au efect bactericid, levuricid si
fungistatic pentru microorganismele testate,
la toate concentratile, dupa un timp de
contact de 5 minute

Tabelul 6
Rezultatele activitatii antimicrobiene -
Screening pe 5 tulpini microbiene reprezentative

Rezultate
- . Dilutie (UFC/0,1 mL/placa)
Mieroorganism- e\ Timp  Timp
/ml) contact contact Martor
5 minute 24 ore
10° 0 0
Pseudomonas 10ﬁ 0 0
) 10 0 0
aeruginosa 0° ) ) 73
ATCC9027 T0° 5 5
10 0 0
10° 0 0
10 0 0
Staphylococcus 107 ) 0
aureus 10° 5 0 59
ATCC 6538 -
10 0 0
10 0 0
10° 1 0
10 0 0
Bacillus subtilis 107 0 0 55
ATCC 6633 10° 0 0
10 0 0
10 0 0
10 0 0
Candida 10ﬂ 0 0
. 10 0 0
albicans 0° ) ) 48
ATCC 10231
10 0 0
10 0 0
10° >300 0
Aspergillus 10 " 0
brasiliensis igu i 8 37
ATCC 16404 10 ) 0
10 0 0

Controlul calitatii formularilor preparate

Controlul organoleptic a presupus analiza
aspectului, culorii si mirosului preparatelor de
uz extern si pulberii orale. pH-ul a fost
determinat pentru fiecare proba. Rezultatele
obtinute sunt prezentate in Tabelul 7.

Tabelul 7
Rezultatele obtinute pentru controlul
organoleptic si farmacotehnic

Propol fresh  Propol Fresh

Imunozeomilk

solutie gel
Aspect solutie gel pubbere fina,
limpede translucid omogena
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Culoare galbuie galbuie alb-cenusiu
Miros caracteristic de caracteristic de caracteristic
propolis zer de zer
Gust slab-acrisor
pH 5,0 5,97 5,38
3. Concluzii
Prezentul studiu a awt ca scop
formularea unor preparate farmaceutice
folosind ca materii prime produsele
secundare  rezultate  din procesarile
industriale ale laptelui, oualor si produselor
stupului.

Ca si principii active am valorificat zerul
din laptele bovin, propolisul, cojile oualor
pentru a obtine citratul de calciu si le-am
asociat cu oul hiperimun liofilizat.

Toate aceste substante sunt cunoscute
pentru continutul Tn principii valoroase si
includ Tn special proteinele care poseda
proprietati nutritionale Si biologice
importante.

S-au formulat doua tipuri de preparate,
un supliment alimentar sub forma unei
pulberi pentru administrare orala si un
preparat de uz extern, pentru aplicatie
topica, sub doua forme de prezentare, o
solutie si respectiv, un gel hidroalcoolic
pentru igienizarea mainilor.

Fiecare component al produselor
prezintd proprietati si actiuni specifice, dar
asocierea lor in diferite  preparate
farmaceutice conduce la un sinergism de
potentare a tuturor efectelor benefice
rezultand in formule complexe si complete
pentru sanatatea intregului organism.

IMUNOZEOMILK, pulbere proteica
pentru suspensie orala este un supliment
alimentar ce se poate utiliza de catre
persoane cu nevoi speciale de alimentatie si
dieta, de toate varstele.

Ofera un aport proteic major in conditii
de slabire a organismului, in anorexie, n
convalescenta, aduce un plus de energie,

ajutd la reducerea oboselii fizice si
imbunatateste sistemul imunitar.
Produsele de wuz extern PROPOL

FRESH solutie si gel au actiune purifianta,
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de curatare si hidratare a pielii, asigurand
igiena deplina a mainilor.

Contin o concentratie ridicatd de alcool
etilic ce asigura igienizarea eficienta a
mainilor, iar asocierea tincturii de propolis
contrbuie cu o actiune  puternic
dezinfectanta si in plus imprima un miros
placut, subtil, preparatelor.

Produsele PROPOL FRESH ajuta la
hidratarea pielii datorita continutului in
glicerina, aloe vera si panthenol cu rol de
catifelare al pielii, si de asemenea previn
uscarea mainilor in urma folosirii produselor
cu continut mare de alcool.
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