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INTRODUCERE

In prezent se acordi o atentie majora principiilor active existente in diferite plante datorita
proprietatilor lor terapeutice reprezentand o zona de interes in domeniul alimentar, in industria
farmaceutica si in industria cosmetica.

Consumul de cafeind are o istorie lunga datand din antichitate si sunt cunoscute multe
surse naturale care contin acest alcaloid purinic: cafeaua, guarana, yoco, mate si cassina care
sunt utilizate cu succes pentru prepararea bauturilor care contin cafeina. Cafeina (1,3,7-
trimetilpurin-2,6-diond) este o metilxantina, care este consumata ca o bautura, administrata ca
medicament sau poate fi aplicatd pe piele In scop cosmetic.

In cercetarea actual, ipoteza de lucru a inceput de la valorificarea cafeinei provenita din
principala sursd naturala de pe piata internationald, si anume, cafeaua verde, apartinand speciilor
Arabica si Robusta (Canephora). Avand in vedere faptul ca, compozitia chimicd de baza a
cafelei verzi depinde Tn primul rand de aspectele genetice, spre exemplu speciile de cafea, de
aspecte fiziologice, cum ar fi gradul de maturizare dar si de alti factori externi cum ar fi
compozitia solului si arealul geografic din care provine planta, sunt necesare studii comparative

fizico-chimice aprofundate pentru a confirma si cuantifica principalii compusi prezenti in



boabele de cafea, precum si proprietatile acestora. Desi in literatura de specialitate regasim studii
referitoare la compozitia cafelei, aceste studii contin o mare variabilitate de date, greu corelabile,
referitoare la proprietdtile cafeinei, fapt ce ne-a impus realizarea unei prime directii de cercetare
prin studii proprii privind caracteristicile cafeinei obtinutd din doud specii de planta: Arabica si
Robusta.

Motivatia temei de cercetare a fost generatd de marea variabilitate si diversitate de date,
care mi-a permis realizarea de studii comparative privind proprietatile cafeinei provenita din
cele doua specii naturale pentru o potentiala utilizare in domeniul biomedical — farmaceutic.
Raportandu-ne la faptul ca la nivel mondial cafeaua reprezinta cel de-al doilea produs valoros
exportat pe piata si la datele referitoare la efectele cafelei asupra organismului uman, constatam
insd cd, existd relativ putine utilizari farmaco-cosmetice cu aplicatie topica ceea ce face ca
cercetdrile noastre cuprinse in aceastd tezd sd asigure importanta, noutatea si actualitatea
temei. In acest sens am dezvoltat in prezenta tezi de doctorat, o a doua directie de cercetare
pentru realizarea unor noi formulari farmaceutice care contin cafeind ca principal component
din cafeaua verde studiata de noi.

Teza de doctorat este structurata in doua parti principale. Partea I (partea generald) a tezei,
care este alcatuita din 3 capitole si partea a II-a (contributiile originale), care este sistematizata
in 5 capitole. Teza cuprinde o parte de Introducere, un capitol final de Concluzii generale si
referintele bibliografice.

Prima parte a lucrarii:

Capitolul 1: Date privind cafeina si actiunile farmacologice ale acesteia: cuprinde
informatii din literatura de specialitate a datelor fizico-chimice ale cofeinei si face o trecere in
revistd a principalelor surse naturale care confin acest alcaloid purinic. De asemenea sunt
prezentate si actiunile farmacologice ale cofeinei, insistand asupra celor mai importante dintre
ele.

Capitolul 2: Metode fizico-chimice de analizd pentru studiul cafeinei: prezinta
metodele instrumentale care au dus la clarificarea structurii, la identificarea si cuantificarea
cafeinei. S-au evidentiat metodele electrochimice (voltametria, potentiometria si
amperometria), metodele cromatografice, metodele spectrometrice, metodele cuplate precum si

metodele electroforetice. De asemenea am evidentiat cateva actiuni caracteristice ale cafeinei



din cafea precum activitatea antioxidantd §i antimicrobiand, care au fost de folos si In
desfasurarea cercetarilor din cadrul tezei.

Capitolul 3: Forme farmaceutice pentru aplicatii topice cu cafeina: trateaza aspecte
legate de cinetica penetrarii substantelor active prin piele si descrie ecuatiile fizico-chimice care
caracterizeaza fenomenul de difuzie prin membrane. Tot in acest capitol sunt prezentate, din
literatura de specialitate, date asupra interactiunilor cafeinei cu pielea, cu accent pe strategiile
de eliberare topica. Vor fi analizate diversele abordari de formulare care au fost folosite pana in
prezent pentru a imbunatati penetrarea prin piele a cafeinei.

Partea a Il-a Contributii personale, cuprinde 5 capitole.

Capitolul 4: Studii comparative privind determinarea caracteristicilor fizico-chimice
si fitochimice din cafeaua verde Arabica si Robusta: Scopul primului capitol din partea de
cercetare, consta in evaluarea din punct de vedere fizico-chimic a extractului total obtinut din
boabele de cafea verde, In vederea confirmarii si cuantificarii, in special, a principalei
metilxantine si anume cafeina, folosind metoda de izolare cu cloroform, metode
spectrofotometrice (UV-VIS) si metode cromatografice (HPLC) de identificare si dozare a
cafeinei. In cadrul metodei HPLC a fost initial realizat un studiu pentru validarea metodei.
Rezultatele obtinute atesta faptul ca, metoda HPLC prezinta o acuratete fatd de metoda clasica
cu cloroform, atestdnd un continut mai mare in cofeind pentru extractele din cafeaua verde
Robusta fatd de extractele din cafeaua verde Arabica. Un alt aspect important in ceea ce priveste
compozitia chimica a plantei Coffea a fost evidentierea continutului total de fenoli (metoda
Folin-Ciocalteu). Rezultatele obtinute atestd un continut mai mare in compusi fenolici in
extractele de cafea Robusta comparativ cu extractele de cafea Arabica. De asemenea a fost pus
in evidenta si continutul de minerale din probele de cafea verde Arabica si Robusta
(spectrometrie de absorbtie atomica) obtinand rezultate diferite. Acest fapt este confirmat si de
literatura de specialitate, care sugereaza influenta solului asupra compozitiei chimice ale plantei.
Toate aceste analize sunt foarte importante pentru a valorifica cafeina sub forma de extract
natural Tn noi preparate farmaceutice topice semisolide.

Capitolul 5: Realizarea unor formulari semisolide cu aplicatie topica cu extract din
formulari farmaceutice cu actiune anticelulitica si antioxidanta. Au fost concepute si dezvoltate

12 noi formulari farmaceutice topice semisolide avand ca ingredient activ de baza fie cafeina de



sinteza, fie extractul apos obtinut din boabele de cafea verde si prdjita apartinand speciilor de
cafea Arabica si Robusta. S-a realizat caracterizarea formularilor farmaceutice topice semisolide
obtinute prin evidentierea proprietatilor organoleptice, prin determinarea pH-ului si a capacitatii
de etalare (P. Ojeda si S. Arbussa).

Capitolul 6: Studii comparative privind comportamentul reologic al formularilor
semisolide cu cafeina obtinute: in acest capitol se accentueaza importanta comportamentului
reologic al preparatelor semisolide pentru aplicatii topice care este foarte important deoarece
acest parametru exercitd influente la nivelul tehnologic, al utilizérii preparatelor si al activitatii
terapeutice. Acest studiu a fost realizat pe baza evaluarilor parametrilor reologici (vascozitate,
gradient de viteza de forfecare, tensiune de forfecare) cu incadrarea formularilor obtinute in
modelul reologic Ostwald de Waele (respectarea legii puterii). Toate compozitele obtinute au
prezentat caracter pseudoplastic, tixotrop cu bucle de histerezis diferite. Exceptie face preparatul
C9 care nu prezinta fenomenul de tixotropie, nu prezintd bucla de histerezis avand in compozitie
cea mai mica concentratie de extract din cafeaua verde Robusta.

Capitolul 7: Studii comparative privind activitatea antioxidanta a extractelor apoase
din cafeaua Arabica si Robusta si a unor compozite farmaceutice cu cafeini obtinute:
Obiectivul princial al acestui studiu a fost de a examina din punct de vedere comparativ
capacitatea antioxidanta totala al extractelor din boabele de cafea verde si prdjitd dar si a noilor
formuldri farmaceutice cu cafeind. Metodele de lucru utilizate in acest acest capitol au fost
urmadtoarele: metoda DPPH si metoda fotochemiluminescentei. Scopul prezentului studiu este
de a urmari proprietatile antioxidante ale unguentelor-emulsii obtinute din extracte apoase din
boabe de cafea verde si prdjita, si pentru a evalua potentialul acestor preparate in tratamentul
anticelulitic si pentru protectia si ingrijirea pielii. Cele doua metode atesta faptul ca la cafeaua
verde din specia Robusta am obtinut o valoare mai mare comparativ cu proba de cafea verde
un nivel mai mare fatd de cafeaua prajitda Robusta. Acest studiu a confirmat si o activitate
antioxidanta foarte bund pentru toate compozitele analizate care contin extracte apoase din
cafeaua Arabica si din cafeaua Robusta.

Capitolul 8: Studii comparative privind activitatea antimicrobiana a extractelor
apoase din cafeaua Arabica si Robusta si a unor compozite farmaceutice cu cafeina

obtinute: Tn acest capitol au fost efectuate analize privind determinarea gradului de contaminare



microbiana al extractelor totale obtinute din boabele de cafea verde si prajita, si de asemenea au
fost efectuate cercetari privind efectul antimicrobian al cafelei asupra microorganismelor
patogene (S. aureus ATCC 25923) si conditionat patogene (E. coli ATCC 25922 si C. albicans
ATCC 10231) cu scopul de a evidentia si de a evalua eventualul potential antimicrobian al
probelor de cafea, sub forma de extracte apoase brute si sub forma de compozite farmaceutice.
Aceast studiu a confirmat prezenta activitatii antimicrobiene in extractele de cafea prajita, dar
subliniazd o activitate antimicrobiana foarte slabd pe extractele de cafea verde. In cazul
compozitelor cu cafeina analizate se observa ca doar 2 dintre compozitele semisolide preparate
C2 si C3 care au in compozitie extract apos din cafeaua prajitd Arabica si Robusta, au prezentat
o0 activitate antimicrobiana pe tulpinile bacteriene de referinta S. aureus 25923 (Gram-pozitiva)
si E. Coli ATCC 25922 (Gram-negativa). Toate cele patru compozite analizate prezinta
activitate antimicrobiand influentatd de prezenta extractelor apoase de cafea prajita dar si de
prezenta substatelor de sinteza si pot reprezenta o alternativa in realizarea unor noi preparate
farmaceutice cu aplicatie topica. In urma analizelor microbiologice putem concluziona ca
extractele de cafea Arabica si Robusta, prajita mediu, pot fi utilizate ca potentiali aditivi
antimicrobieni conservanti pentru diferite aplicatii din domeniul medical, alimentar si cosmetic.

Concluziile generale reprezinta un capitol distinct care marcheaza finalul tezei de
doctorat si in care sunt sistematizate cele mai importante aspecte legate de cercetarile originale

din aceasta lucrare.

OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Primul obiectiv al contributiilor personale din prezenta teza de doctorat il constituie
realizarea de studii comparative pentru determinarea continutului de cafeind din doua specii de
cafea verde Arabica si Robusta, stabilirea datelor de compozitie ale cafelei verzi (cafeina ca
principal component bioactiv, determinarea continutului de compusi fenolici si a continutului
in minereale) din cele doua specii studiate pentru evidentierea proprietatilor de interes terapeutic
cum ar fi: proprietati antioxidante si antibacteriene al extractelor totale din cafea.

Al doilea obiectiv general al tezei de doctorat 1l constituie conceperea, dezvoltarea si
caracterizarea a 12 formulari farmaceutice care contin cafeind in extractele totale obtinute din

boabele de cafea al speciilor Arabica si Robusta si cafeina de sinteza (ca proba de control) in



vederea valorificarii lor in scop terapeutic cu posibilitatea obtinerii unor proprietdti anticelulitice
si antioxidante.

Avand in vedere obiectivele majore ale tezei, putem incadra tema tezei de doctorat in
cadrul cercetdrilor internationale, referitoare la structura cafeinei si utilizdrile acesteia.
Cercetarile au fost complexe iar studiile comparative privind proprietatile cafeinei, ca extract
total din doud specii naturale ale genului Coffea de productie India, in vederea obtinerii de
produse cosmetice semisolide pentru aplicatii topice, evidentiaza caracteristicile terapeutice
benefice.

Pentru realizarea obiectivelor generale ne propunem urmatoarele obiective specifice:

v’ Caracterizarea probelor solide de cafea verde cu evidentierea datelor de identificare
pentru probele supuse studiului si stabilirea unui proces de extractie al cafelelor care
implicd mai multe etape cum ar fi: macinarea, extractia compusilor tintd, pre-concentrare
si purificarea probelor;

v" Determinarea cantitativa si calitativa a principalei metilxantine utilizand diferite metode
cum ar fi: izolarea cafeinei cu cloroform, metode spectrofotometrice (UV-VIS) si
metode cromatografice (HPLC) de identificare si dozare a cafeinei pentru a realiza un
studiu comparativ intre cele doua specii ale genului Coffea;

v’ Analiza extractelor obtinute din boabele de cafea verde in vederea determinarii
continutului totali de fenoli;

v" Un obiectiv specific foarte important pentru a obtine o formulare farmaceutica
semisolidd destinata aplicatiilor topice este reprezentat de determinarea continutul in
minerale prezent in ambele probe de cafea verde Arabica si Robusta;

v' Caracterizarea extractelor din punct de vedere fizico-chimic si din punct de vedere al
capacitatii antioxidante si al activitatii antimicrobiene;

v' Realizarea si dezvoltarea a 12 preparate farmaceutice tip unguent-emulsie cu respectarea
fazelor procesului tehnologic precum si cu respectarea metodei de preparare al formelor
farmaceutice topice semisolide.

v' Caracterizarea formularilor farmaceutice topice semisolide obtinute cu extract apos de
cafea verde si prdjitd apartinand speciilor Arabica si Robusta dar si cele cu cafeind pura
(realizate ca probad de control) in ceea ce priveste comportarea reologica, capacitatea

antioxidanta si activitatea antimicrobiana.



In ceea ce priveste metodele de cercetare abordate si metodologia cercetirii
evidentiem faptul cd, am utilizat metode fizico-chimice moderne de analize volumetrice si
gravimetrice, dar si metode de chimie analitica instrumentald n functie de specificul datelor
analizate:

v Am utilizat metode analitice pentru cuantificarea cafeinei din produse vegetale: metoda
fizico-chimica cu cloroform, prin metode spectrofotometrice in UV-VIS si prin metode
cromatografice (HPLC) la care am realizat validarea metodei de analiza.

v" La determinarea continutului de polifenoli Tn cadrul metodei Folin-Ciocélteu am utilizat
metode spectrofotometrice in UV-VIS.

v’ Pentru determinarea continutului de minerale am utilizat metode de spectroscopie de
absorbtie atomica.

v Determinarea capacitatii antioxidante s-a realizat prin metode spectrofotometrice (testul
DPPH) si TEAC prin metoda fotochemiluminescentei.

v" Controlul microbiologic s-a realizat utilizind metodele specifice analizelor si anume:
metoda microdilutiilor si metoda orificiilor (godeurilor).

v Comportarea reologica, a celor 12 noi formulari farmaceutice a fost realizata utilizand
un vascozimetru rotational Reovascostar R pentru obtinerea datelor de vascozitate la
diferite viteze de rotatie: crescatoare si descrescatoare

In continuare va fi prezentata partea de contributii personale in care sunt sistematizate cele

mai importante aspecte legate de cercetarile originale din aceasta lucrare.

CAPITOLUL 4
STUDII COMPARATIVE PRIVIND DETERMINAREA
CARACTERISTICILOR FIZICO-CHIMICE S$I FITOCHIMICE DIN CAFEAUA
VERDE ARABICA SI ROBUSTA

4.4. ANALIZA FIZICO-CHIMICA A CAFELEI ARABICA (CA) SI A CAFELEI
ROBUSTA (CR)

4.4.1. DETERMINAREA CAFEINEI DIN PROBELE DE CAFEA CA SI CR

Tn prezentul capitol de analize fizico-chimice a cafelelor Arabica si Robusta am realizat

determinarea cafeinei din cafeaua verde folosind metoda de izolare a cafeinei cu cloroform,
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metode spectrofotometrice (UV-VIS) si metoda HPLC de identificare si dozare. Metoda HPLC
a fost utilizatd ca metoda de referintd, ludnd 1n considerare ca aceasta este cea mai fiabila si

precisd metoda de analiza.

4.4.1.1. IZOLAREA CAFEINEI CU CLOROFORM
Metoda de lucru
Procedura de izolare a cafeinei a fost efectuatd conform unei metode descrisa de Anghel
Busuricu (Anghel Busuricu A. F., 2008), cu unele modificari. Concentratia cafeinei a fost

calculatd dupa urmatoarea ecuatie (4.1):

(A1— Az) xX10

mg cafeind / g cafea =
0.410 Xm XV

(4.1)

(250~ 4296) . 5, = (MS(’;—AZ%) ; 10 = volumul solutiei folosit in experiment; 0.410 =

unde: Ar=
valoarea absorbantei pentru 1 mg cofeind; m = masa probei luata in lucru; V = volumul de extract
folosit la determinare; A1 si Az = valorile absorbantei la lungimea de unda £273 pentru solutiile 1
si2.

Continutul de cafeind pentru probele de cafea Arabica si cafea Robusta a fost calculat

aplicand formula (4.1).

(1.24-0.6065) x 10

Cafea Arabica = = 1.54 mg cafeini / g cafea - corespunzator pentru

0.410 X1 x 10
154 mg/100 g cafea
Cafea Robusta = (328985 -0-24745) X 10 _ 4 g5 mg cafeina / g cafea - corespunzator pentru
0.410 X1 X 10
182 mg/100 g cafea
4.4.1.2. DETERMINAREA CAFEINEI PRIN METODE

SPECTROFOTOMETRICE

Metoda de lucru

Absorbtia masuratorilor UV-VIS au fost efectuate pe un Spectrofotometru VWR UV-
6300PC cu fascicul dublu in domeniul 200-400 nm, utilizand halogen si surse de deuteriu pentru
materialele vizibile si radiatii ultraviolet, la temperatura controlatd de 25°C, utilizdnd cuve

patrate cu cuart cu traiectorie optica de 1 cm.
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Rezultate si discutii
Spectrele obtinute pentru extractele din cafea verde Arabica si Robusta dar si pentru

cafeina de sinteza sunt prezentate in Fig. 4.11., 4.12., 4.13., 4.14., 4.15. In analiza

spectrofotometrica am folosit patru probe de cafea obtinute prin extractia la cald (CA1, CR1) si
prin extractie la rece (CA2, CR2). Am folosit ca si standard, cafeina de sinteza care a fost
dizolvata in apa distilata conform procedurii de solubilitate din F.R. X de la monografia

Coffeinum. Din analiza spectrala se confirma prezenta cafeinei in ambele specii de cafea studiate

si concorda cu datele din literatura de specialitate (Belay A., 2008).

CAFEINA STANDARD

Absorbant3 (Abs)

Tungimea de unda (nm)

Fig. 4.11 Spectrul UV-VIS pentru cafelna standard

CAl CA2

Absorbanta (Abs)

Absorbanta (Abs)

200

250 300 350
hungimea de unda (nm)

o Iung;n:uea de unda (ru:u)

Fig. 4.12. Spectrul UV-VIS pentru proba de cafea
CA1l

CR1

Fig 4.13. Spectrul UV-VIS pentru proba de cafea
CA2

70
[ I

Absorbantd (Abs)

Iunme de unda (nm\

Fig 4.15.Spectrul UV-VIS pentru proba de cafea CR2

400 200

200 250

tungime de unda (m)
Fig 4.14. Spectrul UV-VIS pentru proba de cafea
CR1

4.4.1.3 DETERMINAREA CAFEINEI DIN CAFEAUA VERDE ARABICA SI

ROBUSTA PRIN METODA HPLC SI VALIDAREA METODEI APLICATE
Pentru a cunoaste nivelul cofeinei din diferite produse este necesar a stabili o metoda care
sa fie sigura (validatd) pentru determinarea cafeinei din principala sursa naturald existentd pe

piatd si anume cafeaua verde. Astfel in acest subcapitol de analize fizico-chimice am ales
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metoda HPLC, care se preteaza cel mai bine a fi utilizatd ca metoda in determinarea cafeinei din
cafeaua verde Arabica si cafeaua verde Robusta achizitionate de la un distribuitor local de pe
piata romaneasca (orasul lasi).

Rezultate si discutii

Pentru masurarea continutului de cafeina din extractele de cafea obtinute a fost facutd o
calibrare in intervale tipice. Pentru aceste extracte, calibrarea s-a realizat de la 1,25 mg/L la 20
mg/L pe 10 probe de concentratii diferite. In Tabelul IV.6. sunt prezentate rezultatele pentru 10
probe de cafea test supuse conditiilor cromatogafice care au realizat picuri cromatografice
specifice fiecirei concentratii. In Tabelul IV.7. este redati ecuatia dreptei de etalonare, valorile
coeficientului de regresie si domeniul concentratiilor solutiilor analizate. Masuratorile au fost

realizate Tn triplicat.

Tabelul IV.6. Ariile medii pe 10 solutii
de concentratii diferite Tabelul IV.7 Domeniul de liniaritate si coeficientul de
. - _ corelatie realizat 1n ecuatia dreptei de regresie.
Nr. de | Concentratiile Ariile medii ale
probe | solutiilor test picurilor
N Xi Yi
1 1.25 12945 Coeficientul Domeniul de Ecuatia dreptei de
2 25 27632 de corelatie liniaritate regresie
3 5 57010
4 8.5 98138 '
> 10 115765 0,9999 12520 | y=11823x-2221.1
6 125 145142
7 14 162769 Mg/L
8 16 186271
9 18.5 215648
10 20 236275
Medie 10.825 125759.52

Parametrii statistici care sunt utilizati in validarea metodei sunt urmatorii:
e Specificitatea si Selectivitatea;
e Liniaritatea si domeniul de liniaritate;
e Precizia;
e Acuratetea (exactitatea);
e Precizia intermediara si reproductibilitatea;
e Limita de detectie (LOD) si limita de cuantificare (LOQ).
Parametrii de validare sunt calculati conform Standardului SR 1SO 8466/1-2016 European

Pharmacopoeia, Ed. 9.0 (2020) si a reglementarilor europene “Conferinta internationala privind
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armonizarea cerintelor tehnice pentru inregistrarea produselor farmaceutice de uz uman” ale
ICH-Q2A-Text on Validation of Analytical Procedure (2003) si ICH-Q2B-Validation of
Analytical Procedure: Methodology (2005).

In analiza de fatd, domeniul de liniaritate stabilit, pe care s-a lucrat este de 1,25mg/L — 20
mg/L. Pentru analitul considerat, folosind relatiile din Tabelul IV.8. S-a calculat ecuatia dreptei
de etalonare si coeficientul de corelatie, obtinute pentru variatia ariilor medii in functie de
concentratii. Se pot evidentia panta si ordonata la origine, pentru dreapta de etalonare. S-au
calculat LOD si LOQ determinate pentru un nivel de siguranta de 95% si n-2 grade de libertate.
Calculele au fost realizate cu ajutorul programului Microsoft Excel 2016 pentru abaterea
standard relativa RDS%=0,443 si repetabilitatea R%=1,253%. Valoarea obtinutd pentru
coeficientul de corelatie este r xy=0,9999 (Tabelul IV.8.). Din datele obtinute putem considera
criteriu de acceptanta deplin cand valoarea r<1I si r>0.995 si liniaritatea curbei de calibrare este

foarte buna.

Tabelul IV.8. Formule de calcul si rezultatele obtinute pentru determinarea parametrilor de

validare a metodei HPLC pentru cafeina

i Formula de caleul Rezultate obtimute
Parametrul de validare )
a=-2221.1
Ordonata la origine (szu y=a+bx
interceptul) a
b=11823
Panta b
_ ¥ - Media .= 10825
hedia valorilor Pentru x 51 pentru y Ap = : Ap Idedia , = 125 759.52
N= 10 probe citite s n
= §=337.174
~ llzm'p — ap)
Abaterea standard 5= N n—1
RSDY, = £+ 100 RSD % =0443
h = —=
Abaterea standard relativa Ap
Repetabilitatea B R% = 2vZR5D% R%=1253%
Covarianta Ty — B Xy 5., =0.07763
: — n
= e S.=001
s —=007
Abateres standard pentru populatia =TT 1
valorilor hoi x
22 8, =875.133
Abateres standard pentru populatia _ E}': - {BT“
wvalorilor ui v Sy=—F—17 —
Coeficientul de corelatie - Say r., =0,990884
T E5y
Sa 8,=0,0776
Abaterea standard pentru intreaga | = |M
populatie a valorilor ~ n—2

Calculul concentratiilor cafeinei existente in probele analizate s-a facut cu ecuatia (4.3)

(1SO Standard 20481, 2008; Indian Standard, IS 16028., 2012).
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AspsrVx100 _ As pgr x 25
W = Pst - Pst (43)
Agtmg Agtmg

unde: Ast - aria picului cafeinei in cromatograma HPLC a solutiei standard; As - aria picului
cafeinei in cromatograma HPLC a solutiei proba; ms - este masa 1n g., a portiunii de testare; V
- volumul, Tn litri, al solutiei de proba extrase, (V = 0,25 L); pst - concentratia de masa, in grame
pe litru, a solutiei standard de cofeina.

Valorile au fost calculate tindnd cont de formula de calcul dar si de faptul ca s-a pornit de
la 0.5 g de cafea pudra dizolvatd in apa cu o dilutie de 1:10. Rezultatele obtinute au fost de
2.17% pentru cafeaua Robusta si de 1.595% pentru cafeaua Arabica.

In Tabelul IV.13. sunt prezentate procentele de cafeini regisite in cafeua Robusta si in
cafeaua Arabica. Se constata ca rezultatele obtinute prin metoda HPLC sunt cu o precizie si o

acuratete mai mare fata de cele obtinute la extractia cu cloroform.

Tabelul IV.13. Continutul de cafeind din cafeaua verde Robusta si cafeaua verde

Arabica determinata prin metoda HPLC si metoda de izolare cu cloroform

Metode de Cafea Cafea
analizd Robusta Arabica
Cofeina prin 2,17% 1.595%

extractia cu
cloroform

217
1.82
HPLC i I I
Cofeina prin 1,82% 1.54% 1 o

feind% prin HPLC  Cafeind% prin extractie
| form

4.4.2. DETERMINAREA CONTINUTULUI TOTAL DE FENOLI PRIN METODA
FOLIN-CIOCALTEU

Continutul total de fenoli (TPC) a fost determinat conform metodei FC, folosind un
spectrofotometru Jasco 550 UV-VIS cu dublu fascicol. S-a masurat absorbanta la 681 nm in
raport cu o curbd standard a acidului galic si rezultatele sunt exprimate mgGAE /100 g proba
cafea. Toate probele au fost efectuate in trei exemplare si valoarea medie a fost raportata.

Pentru a calcula concentratia fenolilor totali a fost aplicatd ecuatia (4.4):

Vf><C><5

TPC (mg GAE /100g) = (4.9)

ViXMprobs
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Unde: ¢ reprezinta concentratia (mg/L) cititd pe curba de etalonare; V+ este volumul de extract
filtrat al fiecarei probe; Vi este volumul de proba adaugat in balonul cotat de 50 mL pentru
efectuarea determinarii; Mproba €Ste Masa de material vegetal uscat (CA, CR) supus infuzarii si

macerarii.

Rezultate si discutii

Tabelul IV.14. Concentratia fenolilor totali (TPC) in extractele apoase din cafea

Proba TPC, mg GAE/100
TPC mg GAE/ 100 g prob# g proba cafea
75750 CAl 5175,00
L R 212,50 CA2 4600,00
CR1 7287,50
- CR2 5212,50
o . . . *Fiecare valoare aratata este valoarea medie
+ abaterea standard

In Tabelul IV.14. sunt prezentate valorile pentru continutul total de fenoli (mg GAE/100
g proba cafea) al fiecarui extract analizat in functie de specia de cafea si de metoda de obtinere
a extractului, precum si in urma aplicdrii ecuatiei (4.4).

Din datele obtinute in acest studiu reiese faptul cd extractele de cafea preparate cu apa
calda au un continut mai mare de polifenoli fatd de extractele de cafea preparate cu apa rece.
Tot din aceste rezultate obtinute putem sublinia si faptul ca specia Robusta detine un continut

mai mare de polifenoli fatd de specia Arabica, indiferent de metoda de preparare al extractului.

4.4.3. DETERMINAREA COMPOZITIEI MINERALE DIN PROBELE DE
CAFEA VERDE ARABICA S1 ROBUSTA

In aceastd metodd am analizat in probele de cafea verde 12 elemente Fe, Mn, Cu, Cr, Ni,
Pb, Cd, Zn, Ca, Mg, K, Na prin spectrometrie de absorbtie atomica (AAS) folosind un
Spectrometru de absorbtie atomica ContrAA 700 Analytic Jenna. S-au folosit etaloane pentru
fiecare metal in parte.

Pentru exprimarea concentratiilor metalelor in mg metal/kg proba a fost aplicata ecuatia
(4.5):

pXC

Concentratie metal (mg/Kg proba) = T:l/—

proba

(4.5)
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Rezultate si discutii
Tn Tabelul 1V.16. sunt prezentate concentratiie de metale din probele de cafea verde
Arabica si Robusta. Rezultatele obtinute in urma determindrilor s-au incadrat in limitele si

intervalele impuse de literarura de specialitate.

Tabelul 1V.16. Concentratia metalelor (mg/kg) in probele de cafea verde Arabica si

Robusta
Metal Cafea Arabica Cafea Robusta
[mg/kg] [mg/kg]

Fe 81.82+0.02 79.02+0.02
Mn 17.8+0.01 )
Cu 15.88+0.01 22.22+0.01
Cr @) @)

Ni @) @)

Pb () @)
Cd () @)

Zn 62.44+0.02 80.4+0.02
Ca 3334+0.01 5320+0.02
Mg 886+0.01 810.6+0.01

K 4004+0.01 4020+0.01
Na 1086.6+0.02 1135+0.01

Concluzia acestei cercetdri ne indica faptul ca probele de cafea verde Arabica si Robusta
reprezinta o sursd foarte importantd al urmatoarelor elemente identificate: Ca, Mg, K, Na si Zn
pentru ambele probe de cafea. Aceste elemente prezintd proprietati benefice pentru corpul uman
dar si pentru sandtatea pielii avand o actiune de protectie a celulelor impotriva stresului oxidativ,
ajuta la refacerea tesuturilor si imbunatatesc elasticitatea pielii.

Din cele 12 elemente luate in studiu, doar patru dintre acestea (Cr, Ni, Pb, Cd) au avut
concentratii sub limita de detectie. Acest lucru ne indica un beneficiu deorece scopul actualei
teze de cercetare este de a dezvolta noi formulari farmaceutice pentru aplicatii topice si de aceea

prezenta lor ar fi putut fi toxica pentru piele.
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CAPITOLUL 5
REALIZAREA UNOR FORMULARI SEMISOLIDE CU APLICATIE TOPICA
CU EXTRACT DIN CAFEA SI CAFEINA DE SINTEZA
Obiectivele capitolului:

v Au fost concepute si dezvoltate 12 noi formulari farmaceutice topice semisolide cu
cafeina tip unguent-emulsie ulei in apa si apa in ulei cu respectarea fazelor procesului
tehnologic precum si cu respectarea metodei de preparare al formelor farmaceutice
topice semisolide.

v' Toate cele 12 formulari obtinute au fost analizate din punct de vedere al caracteristicilor
organoleptice, a fost masuratd valoarea pH-ului si a fost determinatd capacitatea de
etalare.

5.4.1. REZULTATE PRIVIND CARACTERISTICILE ORGANOLEPTICE AL
COMPOZITELOR C1-C12
Formularile obtinute C1-C12, au un aspect omogen, culoare alba sau alb-crem, mirosul
caracteristic componentelor; si se incadreaza in limitele impuse de F.R. X. referitor la
consistentd si omogenitate. In urmitoarele imagini sunt prezentate doui din formularile
farmaceutice semisolide pentru aplicatii topice dezvoltate Tn acest capitol C11, C12 (Fig. 5.16.,
5.17.).

Fig. 5.16. Aspectul, culoarea si Fig. 5.17. Aspectul, culoarea si
consistenta compozitului C11 consistenta compozitului C12

542. REZULTATE PRIVIND DETERMINAREA VALORII pH AL
COMPOZITELOR C1-C12

Conform determinarii potentiometrice a pH-ului cu ajutorul pH-metrului, s-a constatat ca
valoarea pH a unguentelor-emulsii concepute si dezvoltate a fost cuprins in limitele impuse de
Farmacopeea Romana (4.5-8.5) si de asemenea avand un pH apropiat de cel al pielii (4.2-5.8
conform F.R. X.). In urmitorul grafic sunt detaliate valorile pH obtinute pentru fiecare compozit
n parte (Fig 5.18.).
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pH-ul compozitelor C1-C12

o pH
c4 G5 C7 C8 (C9 Cl0 Ci11 C12

Fig. 5.18. Variatia valorii pH pentru formularile
farmaceutice C1-C12

54.3. REZULTATE PRIVIND DETERMINAREA CAPACITATII DE
INTINDERE AL COMPOZITELOR C1-C12

Capacitatea de etalare a celor 12 compozite farmaceutice s-a determinat cu ajutorul
metodei lui P. Ojeda si S. Arbussa. In urmitoarele grafice sunt detaliate valorile obtinute pentru
capacitatea de etalare a compozitelor in functie de substanta de baza folosita.

Rezultatele obtinute evidentiaza o consistentd corespunzatoare si o buna capacitate de

etalare a celor 12 compozite obtinute din extract apos de cafea Arabica si Robusta si cofeina de

. -
sinteza.
- Capacil de intindere al itelor cu cofeina pura Capacitatea de mtindere al compozitelor cu extract din cafea
= 100 Arabica
=z ?
2E o I 60
= ap 50
: i I I I I I I I I I : IIII II I I I I I I
=4 20 30
S 10 20
o ‘l
mCremaCl 37.6 40.6 49.01 50.78 52.08
m Crema 4 60.21 74.28 75.07 83.55 87.05 = Crema C2 sess wems s
® CremaC3 66,92
= Crema C7 3956 4515 4955 535 59 .89 m  CremaC8 83,16 66,52 70,39 74,98 80,61
Cremaci0| 5299 9598 8.8 s9a9 e ® Cremacl1 49,07 53,57 59,52 63.49 66.18
Forta gravitationala (g) Forta gravitationala (g)
. . A g . . . A s
Fig. 5.19. Capacitatea de intindere al compozitelor Fig. 5.20. Capacitatea de intindere al

Cu cafeind pura compozitelor cu extract apos din cafea Arabica

Capacitatea de intindere al compozitelor cu extract din cafea

=
= Robusta

= 7o

= 60

= = so

= E a0

= 30

= 20

2 10

3 o

— 30 50 100 150 200

Crema C3 28.65 33.65 3477 36.76 38.65

m Crema C6 44.05 48.83 55.05 60.63 64.48
m Crema C9 51.75 56.47 59.61 62.11 64.91
= Crema C12 50.11 55.97 58.14 62.55 66.66

Forta gravitationala (g}

Fig. 5.21. Capacitatea de Tntindere al compozitelor cu extract apos din cafea Robusta
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CAPITOLUL 6
STUDII COMPARATIVE PRIVIND COMPORTAMENTUL REOLOGIC AL
FORMULARILOR SEMISOLIDE CU CAFEINA OBTINUTE

Pentru cele 12 noi formulari farmaceutice realizate, C1-C12, care contin cofeina pura (ca
proba de control) si extract de cafea apartinand speciilor Arabica si Robusta, am realizat un
studiu comparativ privind comportamentul reologic pe baza evaluarii parametrilor reologici
(vascozitate, gradient de viteza de forfecare, tensiune de forfecare).

6.3. REZULTATELE STUDIILOR REOLOGICE PE COMPOZITE CU
CAFEINA

Rezultate si discutii

Construirea reogramelor si a curbelor de curgere s-a efectuat pe valori medii obtinute ale
parametrilor reologici. Citirile de vascozitate aparentd n (cP) au fost efectuate in triplicat la
cresterea si descresterea vitezelor de rotatie @ (rpm). Calculele celorlati parametri au fost
efectuate Tn programul Microsoft Exel 2016.

Tn continuare, am prezentat rezultatele studiului reologic pentru compozitele C11 si C12.

Din analiza curbelor de curgere si a reogramelor se constatd cd Cl1 si C12 au un
comportament reologic de fluid nenewtonian, pseudoplastic. De asemenea, am evidentiat
parametrii modelului Ostwald de Waele precum si sistematizarea valorilor parametrilor

reologici obtinute pentru cele doua compozite C11 si C12 (Tabelul VI.24., Tabelul VI1.25.)

Reograma C11 Curba de curgere C 11

400000 40000
/(? —
& 200000 20000
e [

0 0 *
0 20 pg91) 60 80 0 D §9-1) 100
Fig. 6.32. Reograma pentru preparatul C11 Fig. 6.33. Curba de curgere pentru preparatul
C11
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Cy1=1—0.645x +10.933
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InD

Fig. 6.34. Liniarizarea parametrilor reologici cu respectarea legii puterii pentru preparatul C11
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Reograma C 12 Curba de curgere C 12
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Fig. 6.35. Reograma pentru preparatul C12 Fig. 6.36. Curba de curgere pentru preparatul
C12
c12
11.50 y=—0-4491x+11.298
2 -
1300 5 R?=0.9994
£ \
100 \
10.00
9.50
0.00 1.00 2.00 3.00
InD

Fig.6.37. Liniarizarea parametrilor reologici cu respectarea legii puterii pentru preparatul C12

Tabelul V1.24. Parametrii modelului Ostwald de Waele pentru crema C11

Parametru K-Indice de consistentd | n-Indice de curgere | R-Coeficient de corelatie

Testul 1 10.993 0.355 0.9972
Testul 2 10.482 0.301 0.9968
Testul 3 11.521 0.395 0.9977
Medie 10.99866667 0.350333333 -
DS 0.519523179 0.047173439 -
CV(%) 4.723510536 13.46530129 -

21




Tabelul VI1.25. Parametrii modelului Ostwald de Waele pentru crema C12

Parametru K-Indice de consistentd | n-Indice de curgere | R-Coeficient de corelatie

Testul 1 11.298 0.5509 0.9994
Testul 2 10.852 0.513 0.9991
Testul 3 11.732 0.592 0.9997
Medie 11.294 0.551966667 -
DS 0.440013636 0.0395108 -
CV(%) 3.895994653 7.158185919 -

6.5. CONCLUZIILE STUDIULUI
Toate cremele preparate prezintd un comportament de fluid nenewtonian, pseudoplastic,
tixotrop. Noile preparate respecta modelul reologic Ostwald de Waele cuoscut si sub denumirea

legii puterii. Tn urma studiului comparativ realizat pe cele 12 noi compozite concretizate n

cremele C1-C12, putem concluziona urmatoarele aspecte:

e Toate compozitele C1-C12 sub forma de unguente-emulsii H/L si L/H, luate in studiu,

avand caracter reologic, pseudoplastic si indicele de curgere n<l, prezintd o scadere a

vascozitdtilor aparente, odata cu cresterea vitezelor de forfecare.

e Din analiza reogramelor am observat ca toate aceste compozite realizate cu extracte
apoase de cafea verde Arabica si Robusta, cu extracte apoase de cafea prajita Arabica si
Robusta dar si cu cofeina de sintezd, luate in studiu, au prezentat tensiuni de forfecare
mai mari la scaderea tensiunii de forfecare, decat cele masurate la cresterea vitezelor de
forfecare, inregistrandu-se astfel bucle de histerezis. Exceptie de la aceasta constatare il
reprezinta compozitul C9 care nu prezinta bucla de histerezis, fiind singurul compozit
care nu prezintd fenomenul de tixotropie. Totodatd C9 prezintd cel mai mic continut de

extract de cafea verde Robusta si resprectiv cea mai mica cantitate de extract vegetal de

baza luat In lucru comparativ cu compozitele cu extract apos de cafea Arabica.
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CAPITOLUL 7
STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA A
EXTRACTELOR APOASE DIN CAFEAUA ARABICA SI ROBUSTA SI A UNOR
COMPOZITE FARMACEUTICE CU CAFEINA OBTINUTE

7.2.1. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A EXTRACTELOR
DIN CAFEAUA ARABICA SI ROBUSTA PRIN TESTUL DPPH
Am ales sa evaludm prin aceasta metoda, extractele de cafea verde obtinute prin infuzie si
macerare pentru a verifica daca procedeul de extractie afecteaza activitatea antioxidanta a cafelei
verzi Arabica si Robusta.
Rezultate si discutii
Cea mai mare valoare in urma testului DPPH a fost obtinuta pentru concentratia de 4
mg/mL pentru toate extractele de cafea verde. Acest rezultat indica o valoare mai mare de
captare a DPPH cu cresterea concentratiei de cafeind, adicd o micsorare importantd a

moleculelor radicalilor 2,2-difenil-1-picrililhidrazil.

100
a0
80
70
60
50
a0
30
20
10

o

Capacitate de captare (%)

1 2 3 4

cAl 67.53 75.2 80.32 82.14
ca2 4478 55.15 60.05 65.12
CR1

CR2 61.91 65.83 81.24 87.19

Fig. 7.4. Capacitatea de captare a radicalilor DPPH (%) pentru extractele de cafea verde la
diferite concentratii

Din analiza graficului prezentat in Fig. 7.4. se constatd ca probele analizate din specia
Robusta au o capacitate de captare a DPPH mai mare decat cele din specia Arabica. Extractele
de cafea preparate prin infuzie cu apa calda CA1, CR1 au capacitate de captare mai mare decét
extractele preparate cu apa rece CA2, CR2, si putem evidentia faptul ca folosind o temperatura
ridicatd la procesul de extractie obtinem o cantitate mai mare de compusi cu caracter antioxidant
care scindeaza radicalii de DPPH. In concluzie, conform datelor obtinute, extractul din cafeaua
verde Robusta detine cea mai mare valoare a capacitatii de captare a DPPH pentru toate
concentratiile si pentru toate probele luate in lucru, ceea ce ne indica ca extractul de cafea verde

Robusta prezinta o activitate antioxidantd mai mare decat extractul de cafea verde Arabica.
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7.2.2. DETERMINAREA CAPACITATII ANTIOXIDANTE TOTALE (TEAC) A
EXTRACTELOR DIN CAFEA ARABICA SI ROBUSTA SI A COMPOZITELOR
FARMACEUTICE CU CAFEINA PRIN METODA FOTOCHEMILUMINESCENTEI

Rezultate si discutii

Tn Tabelul VI1.5 sunt sistematizate rezultatele din analiza proprie a capacitatii antioxidante
totale a extractelor de cafea verde si prdjitd, apartinand speciilor Arabica si Robusta, folosind

metoda fotochemiluminescentei.

Tabelul VI1.5. Capacitatea antioxidanta totala (TEAC) obtinuta pentru solutii diluate de

extracte din cafea verde si prajita

N | Proba Volum | Inhibitia Capacitate Concluzii
r. | Extract de maximi antioxidanta totali
Cafea proba (TEAC)in
C utilizat echivalent unitati
r (pL) Trolox
t. (nmol equiv. Trolox!
volum probi)
1 | CADsol 5 0.999 15122 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
Stoc ndicati, depdseste curba etalon
2| CAO11 5 0.964 14.021 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
ndicati, depdseste curba etalon
3 CAQ 5 0.820 10292 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
1:100 ndicati, depdseste curba etalon
4 CAD 5 0.680 7.525 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:200 buna la diluna cea mai ndicati
5 | CROsol 5 0.999 15.123 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
Stoc ndicati, depdseste curba etalon
] CEO 5 0.864 11304 Prezintd inhibitie 5i TEAC prea
1:10 ndicati, depdseste curba etalon
7 CEO 5 0.567 3.731 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:100 buni
g | CAlsol 5 0.999 15.106 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
Stoc ndicati, depigeste curba etalon
9 CAl 5 0.645 6.939 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:100 buni
10 | CE1 sol. 5 0.999 15124 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
Stoc ndicati, depdseste curba etalon
11 CEl 5 0.585 6.001 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:100 buni
12 | CA2sol 5 0.999 15127 Prezinti inhibitie 51 TEAC prea
Stoc nidicatd, depigeste curba etalon
13 CA2 5 0.618 6.496 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:100 buni
14 | CF2 sol. 5 0.999 15118 Prezinti inhibitie 5i TEAC prea
Stoc ndicati, depdseste curba etalon
15 CE2 5 0.689 T.688 Prezinti inhibitie 5i TEAC foarte
1:100 buni
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Pentru extractele totale din cafeaua verde si prajita apartinand speciilor Arabica si Robusta
a fost determinata capacitatea antioxidanta totald pentru solutia stoc si pentru diferite dilutii ale
solutiei stoc 1:10, 1:100, respectiv 1:200 cu reactivul R1. Conform metodei ACL, capacitatea
antioxidanta totala a probelor de cafea a fost citita prin raportare cu substanta standard Trolox,
si volumul de proba utilizat in acesta analiza a fost de 5 pL.

Din analiza extractelor de cafea verde: CA1, CR1, CA2, CR2, Robusta prezinta cea mai
buna inhibitie si TEAC pentru extractul CR2 (7.688 nmol equiv. Trolox/volum proba), iar pentru
cafeaua verde Arabica cea mai buna inhibitie si TEAC a fost pentru CA1 (6.939 nmol equiv.
Trolox/volum proba) CR2>CA 1. Cafeaua Robusta verde ne indica o activitate antioxidanta mai
mare decat cafeaua verde Arabica. In functie de procedeul de obtinere al extractelor avem
variatii ale compozitiei chimice pentru cele doua tipuri de cafea verde, Robusta si Arabica, dar
nu semnificative.

Din analiza extractelor de cafea prajita: CAO, CRO, la proba CAO, activitatea antioxidanta
pare sa se modifice in urma procesului de prajire, Arabica depasind chiar si cafeaua Robusta in
ceea ce priveste activitatea antioxidantda CAO > CRO la dilutia 1:200, respectiv, 1:100.

Pentru restul probelor (solutiile stoc si dilutiile intermediare, unde este cazul) am obtinut
inhibitie si TEAC prea ridicata, depasind curba etalon.

Nu au fost inregistrate valori negative pentru aria de inhibitie sau echivalentii de unitati
Trolox, ceea ce ne demonstreaza ca toate extractele utilizate in acest studiu prezinta activitate
antioxidanta remarcabila.

Valorile obtinute pentru capacitatea antioxidanta totala a compozitelor farmaceutice cu

cafeina din surse naturale, sunt sistematizate in Tabelul VII.6.

Tabelul VI1.6. Capacitatea antioxidanta totala (TEAC) obtinutad pentru compozitele C2, C3,
C11, C12, solubilizate Tn alcool n-butilic

N Compozit Volum Inhibitia Capacitate Concluzii
r. farmaceutic de Maxima antioxidanta totala
proba (TEAC) in
utilizat echivalent unitati
T (uL) Trolox
t. (nmol equiv. Trolox/
volum proba)
1 C2 s 0.568 5.741 Prezinta inhibitie si TEAC foarte
buna ]
2 3 s 0.208 1.653 Prezintd inhibitie si TEAC mai
scazutd
3 3 10 0.374 3.205 Prezinta inhibitie si TEAC buna la
o concentrare a probei
4 Cl11 5 0.559 5.623 Prezinta inhibitie si TEAC foarte
buna
5 Cci1z 5 0.756 8.942 Prezintd inhibitie si TEAC foarte
buna
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Pentru toate cele patru compozite (C2, C3, C11, C12), care au fost solubilizate in prealabil
n alcool n-butilic, s-a determinat capacitatea antioxidanta totala (TEAC) doar in cazul solutiilor
stoc, intrucat probele nu au necesitat dilutie.

Cea mai ridicata valoare pentru activitatea antioxidanta s-a inregistrat pentru compozitul
C12 8.942 (nmol equiv. Trolox/volum proba), urmat de compozitul C2 5.741 (nmol equiv.
Trolox/ volum proba). Singurul compozit care a necesitat un volum suplimentar in analiza a fost
compozitul C3 care la volumul de SuL a prezentat inhibitie si TEAC mai scazuta, iar la volum
de 10 pL a prezentat inhibitie si TEAC foarte buna (3.295 nmol equiv. Trolox/ volum proba).
Rezultatul obtinut in urma metodei PCL respecta urmatoarea ordine C12>C2>C11>C3.

Aceste constatari sunt in concordantd cu rezultatele obtinute la analiza capacitatii
antioxidante totale a extractelor de cafea verde si prajita, unde am obtinut cele mai bune valori
pentru extractul CR2 (concentratic 10%) si pentru extractul CAO (concentratie apoximativ
20%).

CAPITOLUL 8
STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A
EXTRACTELOR APOASE DIN CAFEAUA ARABICA SI ROBUSTA SI A UNOR
COMPOZITE FARMACEUTICE CU CAFEINA OBTINUTE

8.2. DETERMINAREA GRADULUI DE CONTAMINARE MICROBIANA A
EXTRACTELOR APOASE DE CAFEA VERDE SI PRAJITA

8.2.1. MATERIALE SI METODE

Materialele utilizate n acest studiu de detectare al gradului de contaminare microbiana
sunt reprezentate de extractele de cafea verde si prajita: CA0, CA2, CRO, CR2.

Metodologia de lucru s-a bazat pe Standardul SR EN ISO 21149 (SR EN ISO 21149,
2017) care ofera indrumari generale pentru numararea si detectarea bacteriilor aecrobe mezofile
in produsele cosmetice, folosind ca mediu de izolare, cultivare si numarare a microorganismelor

(bacterii si fungi) mediul nediferential TSA (Tryptic Soy Agar).
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8.2.2. REZULTATE SI DISCUTII

Dupa expirarea timpului de incubare, s-au numarat coloniile din fiecare placa, Tnainte de
filtrare, iar rezultatele au fost exprimate in UFC/mL, ca medie a 3 numarari (in triplicat) + DS
(Deviatia Standard), rezultatele fiind detaliate Tn Tabelul VIII.2.

Rezultatele experimentale obtinute au evidentiat contaminarea microbiand a tuturor
probelor si au impus, in consecinta, sterilizarea prin filtrare, inainte de testarile ulterioare pentru
evaluarea activitatii antimicrobiene. Cafeaua prdjitd este mult mai putin contaminata,
comparativ cu cafeaua verde, datoritd unei sterilizari termice (incomplete) prin procedura de
prajire. Conditiile de lucru folosite, temperatura apei distilate folosite la prepararea extractelor,
manipularea nesterild a acestora, dar si tipul de cafea utilizat, sunt factorii care au determinat

contaminarea microbiana.

Tabelul VIIL.2. Incircitura microbiana a extractelor de cafea

Cod Incarcatura microbiana Incarcatura microbiana
Extract (UFC/mL) Tnainte de (UFC/mL) dupa sterilizarea
filtrare, exprimata ca medie prin filtrare
a 3 numarari+DS
CAO0 4+3,7 0
CRO 2+2.5 0
CA2 110+2,3 0
CR2 >3000 0

Legenda: DS = deviatia standard; UFC = nr. Unitédti Formatoare de Colonii

In concluzie, putem aprecia ca pentru toate probele reprezentate de extractele apoase de
cafea verde (CA2 si CR2) si prajita (CAO si CRO) s-a impus necesitatea sterilizarii inainte de a

putea fi adaugate in compozitele farmaceutice.

8.3.1. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A COMPUSILOR
BIOLOGIC ACTIVI DIN EXTRACTELE APOASE DE CAFEA CAOQ, CR0, CA2, CR2

8.3.1.1. MATERIALE SI METODE

Materialele utilizate pentru a analiza activitatea antimicrobiand sunt reprezentate de
extractele apoase din cafea, Tn variantele experimentale CAO, CR0O, CA2, CR2. - Tulpinile
patogene bacteriene si fungice: Escherichia coli ATCC 25922; Staphylococcus aureus ATCC
25923; Candida albicans ATCC 10231.
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Metoda de lucru: Evaluarea activitatii antimicrobiene a extractelor vegetale de testat s-a
realizat printr-o varianta a antibiogramei difuzimetrice Kirby-Bauer, cantitative, prin metoda
microdilutiilor, ce permite stabilirca CMI (Concentratia Minima Inhibitorie) si a CMB

(Concentratia Minima Bactericidd).

8.3.1.2. REZULTATE SI DISCUTII

Rezultatele testarii pentru aprecierea efectului antimicrobian al extractelor vegetale

apoase din cafea sunt sistematizate si redate in Tabelul VIIIL.4.

Tabelul VII1.4. Activitatea antimicrobiana a extractelor de cafea prin metoda microdilutiilor
Extracte Tulpini Numar ufc/mL

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Testate /5 /4 Is | Yie | Y32 | Yea | Y128 | Yase | Y512 | Y1024 | MC | MS

CAO0 S. aureus 8 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

E. coli 0 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

C. albicans | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

CRO S. aureus 0 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

E. coli 0 >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

C. albicans | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

CA2 S. aureus >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

E. coli >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

C.albicans | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

CR2 S. aureus >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

E. coli >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

C. albicans | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 | >100 >100 >100 >100 >100 | Steril

S-a constatat ca, la volumul de 50 pL si la dilutia % (Tabel VIIL4.), extractul CRO a inhibat
total cultura de S. aureus si E. coli si partial cultura de C. albicans, spre deosebire de extractul
CAQO, care a inhibat total cultura de E. coli si partial culturile de S. aureus si C. albicans.
Extractele CA2 si CR2 prezintd activitate antimicrobiand foarte slaba apreciatd (subiectiv)

printr-o densitate microbiand mare (>100UFC/mL) n placile Petri cultivate cu microorganismul
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de testat. Pe baza rezultatelor obtinute, putem aprecia ca, in cazul extractelor apoase din cafeaua
prajitd, compusii bioactivi extrasi exercitd o activitate antimicrobiand eficientd pe tulpinile
bacteriene Gram-negative de E. coli, al caror perete celular pare sa fie sensibil la acesti compusi
biologic activi, moderatd asupra tulpinilor bacteriene Gram-pozitive de S. aureus, mai bine
protejate prin structura complexa a peretelui lor celular, si slaba impotriva fungilor oportunisti
(C. albicans), tulpini microbiene relevante pentru siguranta microbiologica a alimentelor,
cosmeticelor si pentru sdndtatea umana, activitate antimicrobiand apreciata (subiectiv) printr-0
densitate microbiana mare (>100UFC/mL) in placile Petri cultivate cu microorganismul de
testat.

8.3.2. DETERMINAREA ACTIVITATII ANTIMICROBIENE A
COMPOZITELOR C2, C3, C11, C12

8.3.2.1. MATERIALE SI METODE

Materialele utilizate in studiul microbiologic sunt reprezentate de 4 compozite semisolide
propuse de noi, a caror formulare farmaceutica si preparare a fost descrisa in Capitolul 5
”Realizarea unor formulari semisolide cu aplicatie topica cu extract din cafea si cafeina de
sinteza” al prezentei teze de doctorat.

Activitatea antimicrobiana pe compozite s-a testat pentru aceleasi tulpini de referinta:
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - Gram-pozitiva; Escherichia coli ATCC 25922 - Gram-
negativa si pe o specie levurica Candida albicans ATCC10231.

Pentru efectuarea testelor biologice, tulpinile bacteriene au fost cultivate pe mediul de
culturd Plate Count Agar (PCA), la temperatura de 37°C +0.5, timp de 22 £2 de ore.

Evaluarea cantitativa a activitatii antimicrobiene s-a realizat prin metoda orificiilor. Citirea si
interpretarea rezultatelor a fost facuta doar calitativ, prezenta oricarei zone de inhibitie fiind

interpretatd ca sensibilitate (S), iar absenta acesteia ca rezistentd (R).

8.3.2.2. REZULTATE SI DISCUTII

Pentru testarea activitatii antimicrobiene a compozitelor C2, C3, C11 si C12, propuse de
noi, prin metoda orificiilor s-a observat prezenta activitatii antimicrobiene a compozitelor C2 si
C3 (Fig. 8.12.) pe tipul de bacterie gram-pozitiva (S. aureus) la diametrul de 11mm, respectiv

15mm si pe tipul de bacterie gram-negativa (E. coli) la diametrul de 11mm, respectiv 15mm,
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fapt evidentiat de existenta unei arii de inhibitie In jurul preparatului ceea ce semnifica
sensibilitatea bacteriana fata de preparat.

In cazul formularilor C11 si C12 (Fig. 8.13.) se observa 0 activitate antimicrobiana slaba
pe tulpinile bacteriene de referinta S. aureus 25923 (Gram-pozitiva) si E. Coli ATCC 25922
(Gram-negativa), fapt evidentiat de existenta unei arii de inhibitie reduse la diametrul 11 mm si
15 mm in jurul preparatului ceea ce semnifica sensibilitatea bacteriana fata de preparat. Aceasta
activitate antimicrobianda a compozitelor C11 si CI12 se datoreaza probabil prezentei in
compozitia lor a componentului sulfadiazina de argint. C. albicans a manifestat cea mai mare
rezistenta la actiunea compozitelor C2, C3, C11 si C12 (Fig. 8.12. dreapta, Fig. 8.13. dreapta)
fapt evidentiat de lipsa haloului de inhibitie in jurul orificiului de dispunere a compozitului,

indiferent de diametrul acestuia.

Fig. 8.12. Rezultatele obtinute pentru Fig. 8.13. Rezultatele obtinute pentru
determinarea activitatii antimicrobiene a determinarea activitatii antimicrobiene a
compozitelor C2 si C3 pe cele trei tulpini compozitelor C11 si C12 pe cele trei tulpini

microbiene testate micronbiene testate
CAPITOLUL 9

CONCLUZII GENERALE

9.1 STUDII COMPARATIVE PRIVIND DETERMINAREA
CARACTERISTICILOR FIZICO-CHIMICE SI FITOCHIMICE DIN CAFEAUA
VERDE ARABICA SI ROBUSTA

Tn urma analizelor, din acest capitol se pot trage urmatoarele concluzii:
e Din descrierea fitochimica pentru clasificarea botanica a cafelei si caracterizarea
probelor solide de cafea verde am tras concluzia ca, C. Arabica si C. Robusta

(Canephora) difera in multe feluri, drept urmare, conditiile de prelucrare, climatul ideal
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de crestere, aspectele fizice si caracteristicile infuziei facute poate afecta continutul si
compozitia chimica a probelor de cafea.

Am obtinut patru tipuri de extracte totale din cafea verde Arabica si Robusta folosind
doua metode de extractie: extractia la cald (CA1, CR1) si extractia la rece (CA2, CR2).
Am concluzionat faptul ca, temperatura folosita la extractie poate influenta de asemenea
compozitia chimica a cafelei.

Am determinat cantitativ cafeina utilizand metoda de izolare cu cloroform. S-a observat
o cantitate mai mare de cafeina in proba de cafea verde Robusta (182 mg cafeina / 100
g cafea) fatd de proba de cafea verde Arabica (154 mg cafeina / 100 g cafea) fiind 1n
concordanta cu datele din literatura.

A fost testata si validatda o metodda HPLC prin evaluarea parametrilor statistici utilizati
conform cerintelor ICH (ICH-Q2A/2003 si ICH-Q2B/2005) si conform standardului
ISO 8466/1-2016. Am determinat cafeina in proba de cafea verde Arabica si in proba de
cafea verde Robusta, iar aceastd metoda s-a dovedit a prezenta o acuratete marita pentru
determinarea alcaloidului purinic, cofeina, in ambele probe de cafea pentru care am
obtinut cele mai reprezentative valori. In concluzie si in urma analizelor putem confirma
faptul ca proba de cafea Robusta detine o concentratie mai mare de cafeina.

Structura si morfologia cafeinei din extractele de cafea verde Arabica si Robusta a fost
confirmatd si prin analize spectrofotometrice (UV-VIS). In metoda de analiza
spectrofotometrica (UV-VIS), extractele CAl, CA2, CR1, CR2 au fost dizolvate in
diclormetan 25:25 (v/v) pentru o extractie mai buna a cofeinei din cafea si absorbanta a
fost masurata cu un Spectrofotometru VWR UV-6300PC in intervalul 200-500 nm. S-a
confirmat prezenta cafeinei in toate cele 4 extracte de cafea verde.

Am analizat continutul total de fenoli (TPC) folosind metoda Folin-Ciocalteu si in urma
rezultatelor am obtinut un continut mai mare pentru probele de cafea extrase cu apa
caldd. De asemenea am obtinut in proba de cafea Robusta o concentratie mai mare de
TPC fatd de proba Arabica. Continutul de polifenoli genereaza o activitatea antioxidanta
semnificativd pentru forma farmaceutica in care se vor Incorpora extractele de cafea
verde.

Un aspect foarte important a fost identificarea continutului de minerale prin metode

spectrale de absorbtie atomica. S-au identificat Fe, Cu, Zn, Ca, Mg, K, Na in ambele
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probe de cafea verde. Mn a fost singurul element care a fost absent in proba de cafea
Robusta. Concluzia acestei determindri ne indica faptul ca probele de cafea verde
Arabica si Robusta reprezintd o sursa foarte importanta al urmatoarelor elemente: Ca,
Mg, K, Na si Zn. Din analiza continutului de minerale, am observat concentratii sub
limita de detectie pentru Cr, Ni, Cd, Pb din ambele tipuri de cafea, toxice pentru
organism, fapt ce confirma ca, proba de cafea verde prezinta elemente benefice pentru
sdndtatea umana si poate avea un potential de utilizare in formularea unor noi preparate

cu aplicatie topicd;

9.2. REALIZAREA UNOR FORMULARI SEMISOLIDE CU APLICATIE
TOPICA CU EXTRACT DIN CAFEA SI CAFEINA DE SINTEZA
Din aceste studii au fost evidentiate urmatoarele aspecte:

e Am conceput si am dezvoltat 12 preparate farmaceutice semisolide (C1-C12) pentru
aplicatii topice care au in compozitie extract apos obtinut din boabele de cafea verde,
boabele de cafea prajita dar si cafeina de sintezad. Am elaborat aceste preparate avand ca
obiectiv obtinerea de noi compozite cu o eficienta terapeutica marita si accentuata de
fiecare component in parte pentru a obtine o potentiald actiune anticelulitica si
antioxidanta.

e Am obtinut extractele totale din boabele de cafea verde si prdjitd folosind apa distilata
la trei temperaturi diferite: fierbinte, calda, rece. Toate extractele au fost proaspat
preparate inaintea introducerii in formularile semisolide.

e In final, in functie de gradul de dispersie al substantei medicamentoase in baza de
unguent, am obtinut unguente-emulsii tip H/L: C1, C2, C3, si L/H: C4, CS5, C6, C7, C8,
C9, C10, C11, C12;

o Referitor la caracteristicile organoleptice, toate cele 12 compozite farmaceutice pe care
le-am conceput prezinta: un aspect omogen pentru toate probele, mirosul caracteristic
componentelor, incadrandu-se Tn prevederile F.R. X. in ceea ce priveste consistenta si
omogenitatea.

e Referitor la valoarea pH-ului, toate cele 12 compozite farmaceutice au valori ale pH-ului
care s-a incadrat in limitele impuse de F.R. X., fiind cuprins intre 4.92- 7.58, apropiat de

pH-ul fiziologic al pielii.
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Referitor la capacitatea de etalare, toate cele 12 compozite farmaceutice au fost analizate
prin metoda lui P. Ojeda si S Arbussa. S-a evidentiat influenta extractelor apoase
obtinute din cafeaua Arabica si Robusta cu incadrarea in domeniul specific preparatelor
semisolide, prezentand o buna capacitate de intindere specifica preparatelor semisolide

pentru aplicatii topice.

9.3. STUDII COMPARATIVE PRIVIND COMPORTAMENTUL REOLOGIC AL

FORMULARILOR SEMISOLIDE CU CAFEINA OBTINUTE

Tn urma studiilor reologice realizate pe cele 12 preparate concepute si dezvoltate in Teza

de doctorat au fost evidentiate urmatoarele aspecte:

Din analiza curbelor de curgere si a reogramelor obtinute se constatd ca toate cele 12
creme au un comportament reologic de fluid nenewtonian, pseudoplastic, tixotrop.
Comportamentul reologic al celor 12 compozite obtinute respectd legea puterii datd de
modelul Ostwald de Waele.

Toate formularile obtinute sub forma de unguente-emulsii tip H/L (C1, C2, C3) sau L/H
(C4, C5, Ce, C7, C8, C9, C10, C11, C12) luate in studiu, avand caracter reologic,
pseudoplastic si indicele de curgere n<l, prezintd o scadere a vascozitdtilor aparente,
odata cu cresterea vitezelor de forfecare;

In ceea ce priveste indicii de consistenta al celor 12 compozite, cea mai mare valoare ca
medie o inregistreaza crema C2 (K=13.32), iar cea mai mica valoare medie o
inregistreaza crema C5 (K=9.266). In concluzie preparatul C2 prezinti o consistenta mai
mare datorita faptului c@ acest compozit este singurul care detine extract de cafea prajita
Arabica 20% si reprezinta un tip de unguent-emulsie H/L.

In urma studiilor reologice al cremelor preparate cu extracte din cafea Robusta si anume
C3, C6, C9, C12 constatam din analiza reogramelor si a curbelor de curgere ca aceste
compozite prezinta caracter tixotrop exceptie facand preparatul C9 care nu prezinta
bucla de histerezis, fiind singurul preparat care nu prezintd fenomenul de tixotropie.
Vascozitatea cea mai mare o prezintd crema C3 cu un interval de 28206-783857 cP urmat
de crema C12 cu un interval de 22429-63700 cP.

In urma studiilor reologice al cremelor preparate cu extracte din cafea Arabica si anume:

C2, C5, C8 si C11, cel mai mic interval de vascozitate 1l prezinta crema C5 (980-6750
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cP) care contine alcool etilic, mentol cristale si un continut mai mare de apa in
compozitie, iar cel mai mare interval de vascozitate il prezintd crema C11 (3500-33519
cP) care contine cel mai mic continut de apa in compozitie si cea mai mare cantitate de
extract de cafea verde Arabica.

e In urma studiilor reologice al cremelor preparate cu cafeini purd considerate ca probe
de comparatie si anume: C1, C4, C7, C10, cel mai mic interval de vascozitate il prezinta
crema C4 (1650-18350 cP), iar cel mai mare mare interval de vascozitate il prezinta
crema C10 (10094-74590 cP), avand o cantitate mai mare de baza de unguent fata de

crema CA4.

9.4. STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIOXIDANTA A
EXTRACTELOR DE CAFEA ARABICA SI ROBUSTA SI UNOR COMPOZITE
FARMACEUTICE CU CAFEINA OBTINUTE

Din acest capitol se poate concluziona ca:

e Am realizat studii comparative privind capacitatea antioxidantd a extractelor totale de
cafea, precum si a unor formulari farmaco-cosmetice realizate care contin cafeina sub
forma de extracte din cafeaua Arabica si Robusta.

e Am analizat capacitatea antioxidanta totald folosind doua tipuri de analize: metoda
DPPH si metoda fotochemiluminescentei.

e In urma metodei DPPH, din rezultatele obtinute, cea mai mare valoare a fost pentru
concentratia de 4 mg/mL pentru toate extractele de cafea verde. Acest rezultat indicd o
valoare mai mare de captare a DPPH cu cresterea concentratiei extractului in solutiile
analizate, adica o micsorare importantd a moleculelor radicalilor 2,2-difenil-1-
picrililhidrazil.

e Valorile obtinute in urma analizei DPPH (%) a extractelor apoase de cafea verde Arabica
si Robusta a variat de la 44,78% la 91,82%. Extractele de cafea preparate prin infuzie cu
apa calda CA1l, CR1 au capacitate antioxidanta mai mare decat extractele preparate cu
apa rece CA2, CR2, ceea ce indica mai multi compusi care scindeazd radicalii si
concentratii mai mari de astfel de compusi au fost prezenti in probele de cafea extrase la

cald.
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In urma rezultatelor obtinute prin metoda DPPH, extractul din cafeaua verde Robusta
detine cea mai mare valoare a capacitatii de captare a DPPH pentru toate concentratiile,
iar aceste rezultate proprii ne indica si faptul cd extractul de cafea Robusta prezinta o
activitate antioxidantd mai mare decat extractul de cafea Arabica.

Metoda fotochemiluminescentei pentru evidentierea capacitatii antioxidante (TEAC) a
fost aplicatd pentru extractele apoase obtinute din cafea prajita (CA0O, CRO), din cafea
verde (CA1, CR1, CA2, CR2) si pentru compozitele farmaceutice semisolide C2, C3,
C11, C12 luate in studiu, folosind Trolox ca standard.

In cazul extractelor de cafea verde si prajitd s-a determinat TEAC pentru solutia stoc si
pentru diferite dilutii ale solutiei stoc 1:10, 1:100, respectiv 1:200 cu reactivul R1. in
urma rezultatelor obtinute toate extractele luate in lucru au prezentat activitate
antioxidanta. Cele mai bune valori, in cazul tuturor probelor, s-au inregistrat la dilutia
cea mai mare: pentru CAO la dilutia 1:200, pentru CRO la dilutia 1:100; pentru CA1 la
dilutia 1:100; pentru CR1 la dilutia 1:100; pentru CA2 la dilutia 1:100 si pentru CR2 la
dilutia 1:100.

In urma acestor rezultate putem si subliniem faptul c3, activitatea antioxidanta a cafelei
Robusta verde este mai mare decat cea a cafelei Arabica verde. Rezultatul obtinut pentru
probele de cafea prdjitd a fost interesant si semnificativ deoarece la proba de cafea
Arabica prajita - CAOQ, activitatea antioxidantd pare sa se modifice In urma procesului de
prajire, obtindndu-se o valoare de (7.525 nanomoli unitati Trolox / volum proba)
depasind chiar si cafeaua Robusta prdjita la care am obtinut o valoare de (5.731 nanomoli
unitati Trolox / volum proba).

Cercetdrile privind activitatea antioxidantd a compozitelor preparate in laborator ne
demostreaza ca formularile C2, C11, C12 prezinta activitate antioxidanta foarte buna la
un volum de SuL. Singurul preparat care a necesitat un volum suplimentar in aceasta
analiza este compozitul C3 care la volumul de 5 pL prezinta inhibitie si TEAC mai
scazuta, iar la volumul de 10 pL a prezentat inhibitie si TEAC bund la marirea
concentratiei probei.

Acest capitol de cercetare ne confirma faptul ca extractele din cafea verde si prajita,
prezintd capacitate antioxidantd, si introduse in formuléri farmaceutice propuse de cétre

noi, asociate cu diferite substante, isi mentin o proprietate antioxidanta foarte buna si pot

35



fi utilizate cu succes in formulari farmaceutice cu scop anticelulitic, antirid, si de a oferi

fermitate pielii.

9.5. STUDII COMPARATIVE PRIVIND ACTIVITATEA ANTIMICROBIANA A
EXTRACTELOR DE CAFEA ARABICA SI ROBUSTA SI A COMPOZITELOR
FARMACEUTICE CU CAFEINA

Din acest capitol se poate concluziona ca:

e Au fost efectuate teste privind determinarea gradului de contaminare microbiana al
extractelor totale obtinute din boabele de cafea verde si prajita, si de asemenea au fost
efectuate cercetari privind efectul antimicrobian al cafelei asupra microorganismelor
patogene (S. aureus ATCC 25923) si conditionat patogene (E. coli ATCC 25922 si C.
albicans ATCC 10231) cu scopul de a evidenta si de a evalua eventualul potential
antimicrobian al probelor de cafea, sub forma de extracte apoase brute si sub forma de
compozite farmaceutice.

e In urma testelor privind determinarea gradului de contaminare microbiana, rezultatele
experimentale obtinute au evidentiat contaminarea microbiand a tuturor probelor si au
impus, In consecintd, sterilizarea prin filtrare, inainte de testarile ulterioare pentru
evaluarea activitdtii antimicrobiene, atit in cazul probei CR2 (peste 3000 UFC/mL
inainte de filtrare) si CA2 (110 UFC/mL), cat si in cazul probelor de extract apos de
cafea CRO (2UFC/mL) si CAO (4UFC/mL), care au avut un grad de contaminare foarte
scazut.

e Am evidentiat faptul ca nivelul de contaminare microbiana este diferit pentru extractele
luate in studiu, in functie de tipul de cafea folosit, verde sau prajta, dar si de alte conditii,
cum ar fi prelucrarea umeda sau uscatd. Cafeaua prdjitd este mult mai putin contaminata,
comparativ cu cafeaua verde, datoritd unei sterilizari termice (incomplete) prin
procedura de prajire. Conditiile de lucru folosite, temperatura apei distilate folosite la
prepararea extractelor, dar si tipul de cafea utilizat, sunt factorii care au determinat
contaminarea microbiand. Astfel, pentru toate probele reprezentate de extractele apoase
de cafea verde (CA2 si CR2) si prajita (CAO si CRO) s-a impus necesitatea sterilizarii

inainte de a putea fi adaugate in compozitele farmaceutice.

36



e Am realizat cercetdri privind determinarea activitatii antimicrobiene a compusilor
biologic activi din extractele apoase de cafea CA0, CR0, CA2, CR2. Pe baza rezultatelor
obtinute, putem aprecia ca, In cazul extractelor apoase din cafeaua prajitd (CAO, CRO),
compusii bioactivi extrasi exercitd o activitate antimicrobiand eficientd pe tulpinile
bacteriene Gram-negative de E. coli, al caror perete celular pare sa fie sensibil la acesti
compusi biologic activi, moderata asupra tulpinilor bacteriene Gram-pozitive de S.
aureus, mai bine protejate prin structura complexa a peretelui lor celular, si slaba
impotriva fungilor oportunisti (C. albicans), tulpini microbiene relevante pentru
siguranta microbiologica a alimentelor, cosmeticelor si pentru sdnatatea umana. Pentru
extractele de cafea verde (CA2, CR2) am obtinut o activitate antimicrobiana foarte slaba.

e 1n cazul celor 4 formuliri farmaceutice semisolide pe baza de extracte apoase obtinute
din cafeaua verde si prajita, acestea au exercitat un efect antimicrobian diferit asupra
tulpinilor de referinta S. aureus, E. coli si C. albicans.

e Prin metoda orificiilor se observa ca, doar 2 dintre compozitele semisolide preparate C2
si C3 au prezentat o activitate antimicrobiana crescuta pe tulpinile bacteriene de referinta
S. aureus 25923 (Gram-pozitiva) si E. Coli ATCC 25922 (Gram-negativa), fapt
evidentiat de existenta unei arii de inhibitie in jurul preparatului semnifica sensibilitatea
bacteriana fatd de preparat. in cazul compozitelor C11 si C12 care au in compozitie
extract CA2 s1 CR2 si sulfadiazina de argint putem observa o activitate antimicrobiand
scazuta datoritd rezultatului in ceea ce priveste activitatea antimicrobiana testatd pe
aceleasi tulpini patogene (S. aureus, E. coli si C. albicans), al extractele apoase CA2 si
CR2 care prezinta o activitate antimicrobiana foarte slaba.

e Plecand de la obiectivul de a obtine formuldri farmaceutice cu activitate anticelulitica,
putem concluziona ci o buna formulare necesitd o activitate antimicrobiana evidenti. In
urma prezentului studiu din Capitolul 8, activitatea antimicrobiana pentru noile
formulari trebuie asigurata prin utilizarea unor componente care sd confere activitate
antimicrobiana alaturi de extractele de cafea verde. In cazul formularilor studiate de noi,
acest lucru 1l asigura utilizarea sulfadiazinei de argint.

e Pe de altd parte, in urma analizelor microbiologice putem concluziona ca extractele de

cafea Arabica si Robusta, prdjitd mediu, pot fi utilizate ca potentiali aditivi
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antimicrobieni conservanti pentru diferite aplicatii din domeniul medical, alimentar si

farmaco-cosmetic.
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