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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea si importanta temei abordate. Bolile transmise prin alimente sunt maladii
frecvente, costisitoare, uneori periculoase pentru viata - dar in mare parte prevenibile si constituie
o problema de sanatate publica (FDA, 2021). Cercetatorii au identificat peste 250 de boli transmise
prin alimente. Cele mai multe dintre ele sunt infectii, cauzate de o varietate de bacterii, virusuri si
paraziti. Centrul pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (CDC) in anul 2021 estimeaza ca in fiecare
an 48 de milioane de oameni se imbolndvesc de o boala transmisa prin alimente, 128000 sunt
spitalizati si 3000 mor (CDC, 2021; WHO, 2021).

Rezistenta la antimicrobiene (RAM) s-a dezvoltat ca una dintre principalele amenintari
urgente la adresa sanatatii publice, cauzand probleme serioase pentru prevenirea si tratamentul cu
succes a bolilor persistente. Utilizarea in agricultura a antibioticelor este un alt contributor
proeminent la rezistenta antimicrobiana la om (Mohr, 2016). Expertii estimeaza ca in absenta unei
solutii de tratare a infectiilor rezistente la antimicrobiene, aproximativ 300 de milioane de oameni
vor muri prematur in urmatorii 35 de ani, iar pierderile economice globale vor creste la 100 de
trilioane de dolari (Porooshat, 2019).

Pe masura ce ne confruntam tot mai mult cu problema rezistenta microorganismelor la
antibiotice, devine evident ca doar o abordare naturista, care ar conduce la diminuarea consumului
de aditivi sintetici ar putea ameliora situatia. Utilizarea extractelor de plante pentru diminuarea
riscurilor microbiologice asociate alimentelor ar fi 0 solutie promitatoare pentru sanitatea
populatiei. Microorganismele patogene producatoare de toxine, care cauzeaza alterarea produselor
se gasesc in mod natural in mediu si pot fi transferate in produsele alimentare. Conservantii chimici
pentru alimente sunt utilizati pe scara larga de industria alimentara pentru a preveni sau a intarzia
eficient deteriorarea alimentelor (Attarianshandiz, 2022). Mai multe studii indica, ca polifenolii
din plante pot fi utilizati ca agenti chimioterapeutici, agenti de conservare a alimentelor, coloranti
si antioxidanti (Cetin-Karaca, 2011; Jouda, 2013; Attarianshandiz, 2022).

Motivatia alegerii subiectului. Produsele alimentare sunt obtinute astazi cu ajutorul celor
mai noi procedee. Supraproductia si oferta foarte variata ii obliga pe producatori sa faca tot ceea
ce este posibil pentru ca alimentul lor sa aiba succes. Astfel, produsele sunt conservate pe perioade
lungi, se introduc coloranti mai atractivi, vitamine produse pe cale artificiala etc. Disponibilitatea
antibioticelor pentru tratarea bolilor infectioase a imbunatatit semnificativ sanatatea si speranta de
viatd a oamenilor, precum si sanatatea si bunastarea animalelor. Utilizarea antibioticelor a generat
microorganisme rezistente la antimicrobiene. Alimentele pot actiona ca un vector pentru transferul
bacteriilor rezistente la antimicrobiene si al genelor de rezistenta la antimicrobiene la oameni. Tot
mai  frecvent se cauta alternative de substituire a conservantilor sintetici. Astfel, directia
cercetatorilor privind elaborarea produselor alimentare cu componente bioactive si ingrediente
functionale naturale este actuald. Rezistenta antimicrobiana este 0 problema la nivel mondial atat
pentru sandatatea umana, cat si pentru cea animala.

Ipoteza stiintifica: pudrele si extractele vegetale manifesta efectele antimicrobiene si
antioxidante, ceea ce ar putea permite utilizarea lor in calitate de conservanti alimentari. Pentru
confirmarea acestei ipoteze a fost necesar de a testa efectul antibacterian al fractiilor vegetale atat
in rezultatul contactului direct cu microorganismele patogene, cat si evaluarea efectului fractiilor
vegetale incorporate in produse alimentare, prin contaminarea intentionata a acestora cu patogeni
capabili de a coloniza accidental aceste categorii de produse si elucidarea efectului microbiostatic
al acestor fractii vegetale.



Scopul cercetirii constd in evaluarea actiunii microbiostatice a pulberilor si extractelor
vegetale din fructe de padure si condimente asupra microorganismelor responsabile de alterarea
alimentelor in vitro si in situ, pe diferite categorii de alimente procesate.

Pentru realizarea scopului propus au fost stabilite urmatoarele obiective ale cercetarii:

1. Determinarea in vitro a efectului microbiostatic si microbicid la contactul direct a unor
fractii vegetale bogate in compusi fenolici asupra microorganismelor ce cauzeaza alterarea
produselor alimentare.

2. Stabilirea in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale bogate in compusi
fenolici pe matrici de produse din carne.

3. Stabilirea in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale bogate in compusi
fenolici pe diferite matrici de produse lactate.

4. Caracterizarea compozitiei compusilor bioactivi si a proprietdtilor lor antioxidante.

5. Analiza proprietatilor fizico-chimice, senzoriale si morfologice ale cremei de branza cu
extract incapsulat de busuioc.

Sinteza metodologiei de cercetare stiintifica si justificarea metodelor de cercetare
aplicate. Studiul a fost realizat in cadrul Departamentului Medicina Preventiva, Disciplina de
microbiologie si imunologie, Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”; a Departamentelor Tehnologia Produselor Alimentare si Oenologie si Chimie,
Facultatea Tehnologia Alimentelor, Universitatea Tehnica a Moldovei. O parte din cercetari au
fost efectuate si in institutii internationale: Universitatea Dundrea de jos, Galati, Romania;
Institutul de Plante si Stiinte a Mediului Nitra, Institutul de Horticultura; Centrul de Cercetare
AgoBioTech, Nitra, Slovacia. Drept suport metodologic al tezei au servit cercetarile realizate in
cadrul proiectelor stiintifice: 16.80013.5107.22/Ro - Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu
componenti bioactivi extragsi din resurse naturale regenerabile, Proiect din cadrul Programului de
cooperare stiintifica si tehnologica R. Moldova — Romania, 2016-2018; 18.51.07.01A/PS - Proiect
de Stat Diminuarea contamindarii materiei prime si produselor alimentare cu microorganisme
patogene, 2018-2019; 20.80009.5107.09 - Proiect de Stat Ameliorarea calitdtii si sigurantei
produselor alimentare prin biotehnologie si inginerie alimentara, 2020-2023; Proiectul SER-
ECO-2023 - ,Valorisation de composes bioactifs issus de déchets agro-industriels par
encapsulation lyposomale”, cercetator stagiar, 2023-2024.

Pentru confirmarea ipotezei de cercetare au fost aplicate metode concrete pentru fiecare
obiectiv, aprobate la nivel national si international. Cercetarea a fost efectuata in etape si a constat
in: determinarea efectului antimicrobian calitativ si cantitativ a fractiilor biologice asupra
tulpinilor de referinta, determinarea efectului microbiocid si microbiostatic a extractelor si
pudrelor vegetale incorporate in diverse matrice alimentare (in situ). Testul cu radicalul liber
DPPH a fost aplicat pentru aprecierea activititii antioxidante. In conformitate cu scopul si
obiectivele stabilite, au fost aplicate metode clasice si moderne de cercetare: metode
microbiologice, fizico-chimice (spectroscopia UV/vis, FTIR, cromatografia de lichide — HPLC),
modelarea matematica, metode statistice de prelucrare a rezultatelor.

Importanta teoretici si inovatia stiintificd a lucrarii. Studiul s-a axat pe aprecierea
activitatii antibacteriene a pudrelor si extractelor vegetale autohtone. A fost identificat spectrul de
actiune al acestor preparate asupra tulpinilor de referinta, preponderent responsabile de alterarea
alimentelor. In premierd s-a evaluat efectul microbiostatic si microbiocid a fractiilor vegetale
incorporate in matrici alimentare. In baza rezultatelor cercetrii a fost obtinut 1 brevet de inventie
— ,,Procedeu de fabricare a inghetatei”.



Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii acumulate Tn cadrul tezei au fost
prezentate si discutate la foruri stiintifice nationale si internationale: Conferintele Studentilor,
Masteranzilor si Doctoranzilor, UTM, Chisinau (2019 - 2021); Conferinta Internationala ,,Modern
Technologies in the Food Industry”, Chisinau (2018); Conferinta Internationala ,,Achievements
and perspectives of modern chemistry dedicated to the 60" anniversary from the foundation of the
Institute of Chemistry”, Chisinau (2019); Conferinta Internationala ,, The days of the Academy of
Technical Sciences from Romania - XIV edition”, Chisinau (2019); Conferinta stiintifica
internationald, ,,Perspectivele si Problemele Integrarii in Spatiul European al Cercetarii si
Educatiei”, Editia a VIII-a, Cahul (2021); Conferinta Internationala ,,International Conference
Intelligent valorisation of agro-industrial wastes”, Chisinau (2021); Conferinta Internationala ,, The
7" International Conference Ecological & Environmental Chemistry”, Chisinau (2022),
Conferinta nationald cu participare internationald ,,Abordarea O singurd sandtate — realizari si
provocari ”Editia” a II-a, Chisindu, Republica Moldova (2023); Simpozionul International ,,Euro-
Aliment”, Galati (2019); Simpozionul International ,,Euro-Aliment”, Galati, Romania (2021);
Conferinta Internationala ,,Works of the International Conference on Carotenoid Research and
Applications in Agro-Food and Health”, Cyprus (2019); ,,The 16" International Conference of
Constructive Design and Technological Optimization in Machine Building Field, OPROTEH
2021; Conferinta Internationala ,,Aspecte moderne ale conservarii sanatatii umane, Procesele celei
de-a 15-a Conferinta stiintifica si practica interdisciplinara internationald, a 30-a aniversare de la
infiintarea Institutului de Cercetare in Fitoterapie al Universitatii Medicale de Stat”, Ujhorod,
Ukraina (2022). Saloane nationale si internationale de inventii: Expozitia europeana de
creativitate si inovatie ,,Euroinvent-2021”, Tasi (2021); Thel0™ International Symposium. Food
connects people and shares science in a resilient world. Galati, Romania (2021).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarii si problemele abordate au fost publicate in
urmatoarele lucrari stiintifice: 1 capitol in monografia colectiva ,,Analiza riscurilor asociate
alimentatiei in Republica Moldova”; 7 articole in reviste indexate in baze de date Web of Science
si SCOPUS; 2 articole in reviste stiintifice din strainatate recunoscute, indexate BDI; 6 articole in
reviste stiintifice din Registrul National (B+), 20 rezumate ale lucrarilor publicate in culegeri de
lucrari ale conferintelor internationale (16) si nationale (4); 1 brevet de inventie si un ghid metodic.

Sumarul capitolelor tezei. Teza de doctor include adnotare (in limbile romana, rusa si
engleza), introducere, 4 capitole, concluzii generale, recomandari practice, 236 surse bibliografice
si 3 anexe. Textul de baza contine 130 pagini, inclusiv 34 tabele si 29 figuri.

Cuvinte-cheie: efect antibacterian, extracte, pudre vegetale, polifenoli, dilutii succesive,
difuzimetric, antioxidanti, conservanti.

CONTINUTUL TEZEI

1 Compusi biologici cu actiune antimicrobianid — sursa promitiatoare pentru diminuarea
contaminarii alimentelor si reducerea rezistentei microorganismelor la antibiotice

Capitolul unu relateaza problema maladiilor transmisibile prin alimente, enumerd agentii
etiologici implicati in bolile alimentare precum si epidemiologia bolilor alimentare. Alimentele
sunt vehiculul ideal pentru dispersia microorganismelor patogene. Antibioticele sunt unele dintre
cele mai utilizate preparate. Este analizata criza rezistentei la antibiotice si abuzarea excesiva a
antibioticelor in agricultura si aportul alimentelor in raspandirea bacteriilor rezistente la
antimicrobiene. Au fost studiate surse si cai de raspandire a RAM si studiat fenomenul de
rezistenta antimicrobianad la nivel mondial si in Republica Moldova.



Reviul bibliografic caracterizeaza compusi antimicrobieni naturali, fructele de padure si
plantele ca surse naturale impotriva agentilor responsabili de alterarea alimentelor. Se descriu
componente active ale extractelor din plante, capacitatea antioxidantd a acestora, precum si
mecanismul de actiune a lor. Capitolul descrie mecanisme de actiune implicate in inhibarea
cresterii bacteriilor, cum ar fi destabilizarea membranei citoplasmatice, permeabilizarea
membranei plasmatice, actiuni directe asupra metabolismului microbian si privarea substraturilor
necesare cresterii microbiene. Utilizarea acestor compusi ca conservanti alimentari.

2 Materiale si metode de cercetare

In calitate de preparate cu efecte antimicrobiene au fost utilizate pulbere si extracte vegetale
de catina, macese, paducel, aronia si tescovina de struguri din soiuri rosii; plante aromate - busuioc,
rozmarin si cimbru. A fost intrebuintatd materia vegetala autohtona din Republica Moldova (RM)
oferita de Universitatea Tehnica a Moldovei, Facultatea Tehnologia Alimentelor. Pentru studiul in
vitro in capitolul 2 au fost incluse tulpini de referinta (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia. coli ATCC 25922, Salmonella enterica serovar Aboni NCTC 6017, Salmonella enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028, Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus, ATCC11778,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Geobacillus stearothermophilus ATCC7953, Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883, Listeria monocytogenes ATCC 19118, Candida albicans ATCC 10231) ,
Staphylococcus aureus CCM 2461, Listeria monocytogenes CCM 4699, Bacillus cereus CCM 2010,
Bacillus subtilis CCM 1991, Pseudomonas aerugenosa CCM 3955, Shigella sonnei CCM 4421,
Salmonella Enteritidis, CCM 4420, E. coli CCM 3954 ( care provin din doua colectii de culturi
American Type Culture Collection (ATCC) si Colectia Ceha de Microorganisme, (Centrul de
Cercetare AgoBioTech), Nitra, Slovacia. Au fost utilizate produse alimentare (cu diferite concentratii
de extracte): crenvursti, crema de branza, inghetata.

Cercetarile au fost efectuate pe etape, conform programului stabilit. Investigatiile au fost
structurate si desfasurate in conformitate cu urmatoarelor etape: studierea surselor bibliografice de
specialitate > caracteristica si definirea problemei, stabilirea obiectivelor > organizarea si
desfasurarea cercetarii (examinarea in vitro a efectului antimicrobian ale preparatelor vegetale din
fructe de padure, stabilirea in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale, determinarea
actiunii antioxidante, microincapsularea, prelucrarea statistica a datelor, analiza si descrierea lor)
> implementarea unor rezultate in practica.

Capitolul include descrierea a doua categorii de metode de cercetare: metode clasice
microbiologice si analize fizico - chimice. La prima categorie se refera screeningul preparatelor
naturale si determinarea CMI si CMB ale compusilor chimici noi. La cea de-a doua categorie se
referd metodele de determinare a capacitatii antioxidante, determinarea continutului total de
polifenoli si microincapsularea.

3 Efectul antimicrobian al preparatelor de origine naturala

La prima etapa a fost efectuat screeningul si s-a determinat concentratiile minima
inhibitoare (CMI) si minima bactericida (CMB) a preparatelor naturale. Efectul antibacterian al
preparatelor naturale s-a testat pe tulpini Gram-pozitive, Gram-negative si micete levuriforme. in
calitate de preparate naturale cu efect antibacterian au fost utilizate pulbere si extracte din
urmatoarele fructe de padure si plante aromate: citind, macese, tescovina de struguri, aronie,
paducel, busuioc, cimbru, rozmarin.



3.1 Determinarea activititii antimicrobiene a pudrelor vegetale prin metoda godeurilor
Scopul studiului a fost de a determina daca agentii etiologici sunt rezistenti sau sensibili la
agentii antimicrobieni naturali testati. Activitatea potentiala antibacteriana a pulberilor din fructe
de padure si a extractelor a fost initial determinatid prin metoda difuziei in godeuri cu agar. in
conformitate cu obiectivele preconizate, pe parcursul cercetarii s-a determinat in vitro efectul
microbiostatic si microbicid la contact direct cu diferite tipuri de pulbere vegetala obtinute din
fructe de padure asupra bacteriilor ce altercaza produsele alimentare. Datele din tabelul 3.1
demonstreaza activitatea antimicrobiana a (catinei, macese, aronia, paducel) si srot din fructe de
catina alba, macese si tescovina de struguri, impotriva bacteriilor Gram negative si Gram pozitive.
Tabelul 3.1. Zonele de inhibitie a pulberilor vegetale asupra microorganismelor patogene

Pulbere Diametrul zonei de inhibitie completa a cresterii (mm)
S. aureus B. subtilis E. coli K. pneumoniae

Catina 22,0+0,2 20,0+0,2 18,2+0,3 17,4+0,4
Srot de catina 18,0+0,1 17,1+0,3 15,2+0,3 13,2+0,3
Macese 16,0+0,3 15,1+0,2 10,3+0,4 9,3+0,3
Srot de macese 12,0+0,2 12,24+0,2 9,3+0,3 8,1+0,1
Tescovina de struguri 11,0+0,1 11,0+0,3 9,2+0,2 7,3+0,2
Aronia 10,0+0,2 9,44+0,4 7,1+0,1 7,24+0,2
Paducel 10,0+0,1 11,2+0,2 8,24+0,2 7,2+0,2

*Valorile fiecarui test realizat in triplicate si calculat ca medie =+eroare standard (SE), analiza statistici - ANOVA, (o < 0,05) cu
GraphPad 5. S. aureus ATCC 25923, B. subtilis ATCC 6633, E. coli ATCC 25922, K pneumoniae ATCC 13883

Toate preparatele au manifestat activitate antimicrobiana. Pudrele vegetale din catina alba au
manifestat efect inhibitor fata de toate tulpinile testate. Un efect accentuat au dovedit pulberile din
catina alba. Srotul de catind are de asemeni actiune vadita asupra tuturor tulpinilor luate in studiu.
Catina si srotul de catind au fost foarte active
fata de S. aureus, diametrul zonei de inhibitie
este de 22+0,2 mm si pentru srotul de catina de
184+0,1 mm in diametru (fig. 3.1). Conform
figurii 3.1, pulberea din macese a demonstrat
un efect mai moderat, diametrul zonei de
inhibitie 16+0,3 mm pentru S. aureus si 15+0,2
mm pentru B. subtilis. Aronia si paducelul au
o valoare de activitate antibacteriand mai
redusd, diametrul zonei de inhibitie este
10+0,1 mm pentru S. aureus si, respectiv,
9,3+0,3 si 11£0,1 mm pentru B. subtilis.
Aceleasi pulbere vegetale au fost utilizate
pentru bacteriile Gram negative. E. coli si K.
pneumonie au fost mai sensibile fata de
preparatele de catind, diametrul de inhibitie
fiind 18+0,1 mm pentru E. coli si 17+0,3 mm
pentru K. pneumonie.
Macesele si tescovina au manifestat
efect moderat fatd de aceste bacterii.
Activitatea antibacterianda cu valori mai

Figura 3.1. Actiunea diferitor tipuri de
materie vegetala asupra tulpinei de S. aureus

a) 1 - paducel; 2 - srot de catina; 3 - maces; b) 4 ) o
- aronia; 5 - catina; 6 - tescovina de struguri. reduse au manifestat aronia si paducelul cu



un diametru inhibitor echitabil pentru ambele tulpini (tab. 3.1.). Din datele obtinute putem
concluziona ca preparatele de catina sunt active asupra tulpinilor luate in studiu. Bacteriile Gram
pozitive s-au dovedit a fi mai sensibile, in special S. aureus.

3.1.1 Efectul antimicrobian a diferitor soiuri de catina, determinat prin metoda godeurilor

In continuare au fost utilizate diferite soiuri de catina sub forma de pudri (R1, 2, 4, 5; C6, AGG,

AGA, Pomona, Mr.Sandu, Seirola). Spre testare au fost selectate tulpinile mentionate in tabel 3.2.
Tabelul 3.2. Zonele de inhibitie a diferitor soiuri de citina asupra microorganismelor

patogene
Soiuri Diametrul Z.O.nei de inhibitie completa a cresterii (mm)
Ciitina S. aureus B. subtilis S.Typhimurium | E.coliATCC | C. albicans
ATCC 25923 | ATCC 6633 ATCC 14028 25922 ATCC 10231

R1 22,0+0,2 19,3+0,4 Lipsa 12,4+0,5 Lipsa
R2 24,2403 22,2402 13,1£0,2 13,5+0,6 Lipsa
R4 26,1+0,3 24,3+0,2 15,24+0,1 15,2+0,3 Lipsa
R5 26,2+0,4 25,2+0,3 14,3+0,3 15,4+0,4 Lipsa
C6 24,2+0,3 26,4+0,5 14,3+0,3 17,4+0,2 Lipsa
AGG 29,2+0,5 28,2+0,3 18,2+0,3 18,2+0,4 Lipsa
AGA 30,3+0,4 29,4+0.4 18,24+0,5 18,4+0,2 Lipsa
Pomona 21,3+0,2 22.2+0,1 Lipsa 12,3+0,2 Lipsa
Mr. Sandu 28,2+0,3 27,4+0,3 11,3+0,2 18,3+£0,4 Lipsa
Seirola 25,4+0,3 26,4+0,2 13,2+0,4 15,2+0,3 Lipsa

Nota: Valorile fiecarui test realizat in triplicate si calculat ca medie *eroare standard (SE), analiza statistica - ANOVA, (a <0,05)
cu GraphPad 5, Lipsa — lipsa efectului antimicrobian

Conform rezultatelor obtinute s-a constatat, ca toate tipurile de catind au activitate
pronuntata asupra microorganismelor testate, exceptie este C. albicans ATCC 10231. Cea mai
inaltd activitate bacteriostatica asupra bacteriilor S. aureus ATCC 25923 au manifestat-o
preparatele din soiurile de catina AGA si AGG cu un diametru de 30 mm si respectiv 29 mm.
Efectul antibacterian fata de B. subtilis a fost semnificativ mai ridicat in cazul AGA si AGG, cu 0
zona de inhibitie de 29 si 28 mm. Alte tipuri de catina de asemenea sunt active asupra tulpinilor
Gram pozitive cu o diferentd de 2-3 mm. A fost remarcat, ca soiurile de catina alba AGA si AGG
sunt foarte active, inclusiv si pe tulpinile Gram negative, cu exceptia S. Typhimurium (fig. 3.2).

Activitatea AGA si AGG Activitatea AGA si AGG Activitatea AGA si AGG
asupra S. aureus ATCC 25923 asupra B. subtilis ATCC 6632 asupra E. coli ATCC 25922

Figura. 3.2. Actiunea diferitor soiuri de catina asupra bacteriilor Gram pozitive si Gram
negative



Cea mai sensibila tulpina fatd de aceste preparate este S. aureus (fig. 3.2). In concluzie
putem remarca ca aceste preparate au actiune antibacteriana diferitd si depinde de tipul de
microorganism. Bacteriile Gram pozitive sunt mai sensibile fata de toate tipurile de catina. Efectul
antifungic a soiurilor noi de catina asupra C. albicans ATCC 10231 nu a fost pus in evidenta prin
metoda difuziei in gel (fig. 3.2).

3.1.2 Rezistenta activitatii antimicrobiene a pulberilor vegetale in timp
A fost evaluat efectul antimicrobian pudrelor vegetale dupa doi ani de pastrare (2020-
2022). Prezentul studiu a fost realizat pentru a determina eficacitatea antimicrobiand cu
posibilitatea de-a evalua eficacitatea acestora la pastrare. In acest scop au fost utilizate tulpinile de
referintd prezentate in tabelul 3.3. Pentru testare s-au utilizat pulberile de macese, tescovina si
soiuri noi de catina cultivate in Republica Moldova. Pulberile vegetale au fost testate peste o
perioada de 2 ani (2020-2022). Pentru a aprecia eficacitatea preparatelor in timp, dupa doi ani, s-
au folosit metode cantitative si calitative de determinare a activitatii antibacteriane (tab. 3.3).
Tabelul 3.3. Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale in timp* asupra
microorganismelor patogene

Diametrul zonei de inhibitie completa a cresterii (mm)
g [%2]
5 | %2 23|28 |88 .3 | =8 | B8 |28
Pulberi | O €3 |33 | E8 | 22| =3 23 | £33 =
vegetale| 3¢ | 8= | 82| 2= |€2 p 3= 2= £ >
TN c QO . O . O o O WO @) L0 w O
5 S0 |MO | dO | 20 O | O | T0O O
] = O a %
%) _|
FN
tescovina| Lipsa Lipsa | Lipsa Lipsa | Lipsd| Lipsa Lipsa Lipsa 6,8
Bugac
FNmesca| ;. . S L S S S . L .
tescovina Lipsa Lipsa | Lipsa Lipsa | Lipsa| Lipsa Lipsa Lipsa Lipsa
FNsem | ,. . .o . .o .o .o . . .
tescovina Lipsa Lipsd | Lipsa Lipsda | Lipsa| Lipsa Lipsa Lipsa Lipsa
Macese | Lipsa Lipsa | Lipsa Lipsa | Lipsd| Lipsa Lipsa Lipsa Lipsa
C6-catina|15,2+0,1| 6,8+0,4 |14,2+0,1| 11,4+0,3| Lipsa| 14,4+0,3| 15,4+0,3| 16,2+0,3| 14,2+0,1
Rlcdtina |12,3+0,2| Lipsa |11,3+0,1| 6,8+0,4 | Lipsa| Lipsa | 12,2+0,2| 12,5+0,3| 16,4+0,3
AGA -
2. . 18,3+0,1| 13,2+0,3|15,3+0,2| 14,2+0,3| Lipsa| 12,5+0,2| 19,3+0,3| 15,2+0,4| 18,6+0,5
catina
R4 catina|19,3+0,2| 14,5+0,4|16,4+0,6| 14,2+0,3| Lipsa| 12,4+0,1| 17,0+0,3| 16,5+0,5| 18,2+0,3
Mr.
r?ﬁn?u 17,5:0,4| 13,5:0,3|14,3+02] 16,0403 | Lipsa| 11,4+0,5| 14,4+0,3| 19,2+03| 17,0+0,2
- catind

Nota: * - dupa 0 perioada de pastrare timp de doi ani (2020 -2022), conditii ambientale. Lipsa efectului antibacterian. Valorile
fiecdrui test realizat in triplicate si calculat ca medie +eroare standard (SE), analiza statistica - ANOVA, (o < 0,05) cu GraphPad

Rezultatele obtinute (tab. 3.3) denota ca diferite tipuri de tescovina nu au avut activitate
asupra tulpinelor de referinta testate. Macesele nu au manifestat efect antibacterian fata de
microorganismele testate. S. aureus a prezentat cea mai mare sensibilitate fata de preparatele de
catina iar zonele de inhibitie inregistrate au fost 15, 12, 18, 19 si 17 mm pentru C6, R1, AGA, si
R4 respectiv, Mr. Sandu.

Daca se efectueaza un studiu comparativ a pulberilor vegetale incipient si dupa o perioada
de doi ani se poate mentiona ca unele din pulberile vegetale (soiuri de catind) si-au pastrat
activitatea antibacteriana. In studiu au fost utilizate si pudre din micese si tescovina din struguri,
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la fel dupa o perioada de doi ani. Insa pudrele din tescovini si macese nu au demonstrat activitate
antibacteriana. Se atesta 0 activitate antibacteriana mai diminuata dupa o perioada de timp asupra
bacteriilor gram positive (S. aureus, E.coli) cu o diferenta a diametrului zonei de inhibitie de
aproximativ 10 mm (fig.3.3).

40 20 I I
1
a SEis b

S E 30 Z y = E " G
o Ry T 5 I I I <
=N = I . o =10
£ 2 I = I 5 = 5
2210 = 0 E

0 0

C6 R1L AGA R4 M. C6 Rl AGA R4 M.
Sandu Sandu

Fig. 3.3. Studiu comparativ al evolutiei activititii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene a) S. aureus, b) E. coli
Remarcam ca soiurile de catina si-au pastrat activitatea antimicrobiana dupa 0 perioada de
doi ani cu o diminuare mai pronuntata a efectului antibacterian asupra bacteriilor Gram pozitive.
Activitatea antibacteriana a soiurilor de catina s-a diminuat in timp, iar soiul de catinda R1 nu a
manifestat activitate antibacteriana asupra tulpinei de E.coli (fig.3.3).

3.1.3 Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale si extractelor de busuioc, cimbru
si rozmarin asupra microorganismelor patogene

Prin metoda difuziei in godeuri, eficacitatea unei game de pulbere si extracte a fost
determinata impotriva B. cereus, S. aureus, E. faecalis, G. stearothermophilus, E. coli, S. Aboni,
C. albicans (tab. 3.4). Extractul de cimbru a prezentat cea mai mare zona de inhibitie impotriva C.
albicans (29,3 mm) si pentru S. aureus cu 0 zona de inhibitie de 26,3 mm. Cimbru a manifestat
activitate impotriva tuturor microorganismelor luate in studiu. O activitate remarcata a demonstrat-
0 si extractul de rozmarin cu 0 zona de inhibitie de 27 mm pentru G. stearothermophilus urmata
de extractul de busuioc cu inhibitia zonei de crestere de 26,3 mm pentru S. aureus.

Tabelul 3.4. Activitatea antimicrobiana a extractelor din busuioc, rozmarin si cimbru
asupra microorganismelor patogene

Tulpini de referinta Zone de inhibitie, mm (extracte)
Busuioc Cimbru Rozmarin
S. aureus ATCC 25923 26,3+0,6 26,3+0,6 21,3+0,2
B. cereus ATCC 11778 11,0+£0,4 25,3+0,6 18,3+0,5
E. faecalis ATCC 29212 8,3+0,6 13,7+0,7 18,7+0,3
G. stearothermophilus ATCC 7953 15,3+0,5 20,0+0,5 27,0+0,6
C. albicans ATCC 10231 11,0+0,3 29,3+0,6 19,0+0,4
E. coli ATCC 25922 8,6+0,7 10,0+0,7 15,0+0,6
S. Abony NCTC 6017 9,0+0,5 8,0+0,7 13,0+0,5

Rezultatele activitatii antibacteriene au aratat ca toate extractele din plante au demonstrat
activitate antibacteriana impotriva microorganismelor testate, cel mai activ extract s-a dovedit a fi
extractul din cimbru (tab. 3.4).

3.1.4 Activitatea antimicrobiand a pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC

19118, L. monocytogenes EGDe (godeuri)
Listeria monocytogenes este un microorganism Gram pozitiv facultative anaerob, temperatura
optima de crestere ce variaza intre limitele de la - 0,4 °C la 45 °C (Osek et al., 2022). Listeria
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monocytogenes este un microorganism psicrotrofic (capabil sa creasca si sa Se inmulteasca in
timpul depozitarii la rece) si doar cateva celule prezente in produsul final se pot inmulti pana la un
nivel periculos pentru consumatori (Sandulachi et al., 2020).

Scopul studiului a fost de-a determina activitatea antibacteriana a pulberilor si extractelor de
fructe de padure pe L. monocytogenes. S-a utilizat tulpina de referinta Listeria monocytogenes
ATCC 19118. S-a testat activitatea antibacteriana a pulberilor din fructe de padure: catina, aronia,
macese, paducel si tescovina (tab. 3.5). Argumentele pentru determinarea sensibilitatii listeriilor
fata de aceste preparate a fost ca aceste bacterii au capacitate de a se multiplica si a supravietui in
conditii extreme a mediului.

Tabelul 3.5. Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale asupra Listeria monocytogenes
ATCC 19118

Pulbere Listeria monocytogenes ATCC 19118
Diametrul zonei de inhibitie completa a cresterii (mm)

Catina 22,5+0,3
Srot de citina 16,3+0,3
Aronia -

Tescovina de struguri 12,5+0,3
Macese 16,3+0,3
Srot de macese 17,8+0,4
Paducel -

Nota: - preparatele nu au fost active asupra Listeria monocytogenes
Conform rezultatelor obtinute observam ca cea mai inalta activitate inregistrata fata de

L. monocytogenes ATCC 19118 a fost demonstrata de pulberile de catind cu zona de inhibitie de
22,5 mm, urmata de maces srot cu zona de inhibitie 17,8 mm (fig. 3.4).

Figura 3.4. Activitatea pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC 19118

Paducelul si aronia nu au activitate impotriva acestei tulpini. in concluzie putem afirma ca
asupra L. monocytogenes un efect semnificativ a demonstrat-o catina, dar impotriva actiunii
paducelului si aroniei este rezistenta. De asemenea, activitatea antimicrobiana a extractelor
vegetale a fost determinata si pe tulpini din colectia EGDe (tab. 3.6).

Testari similare s-au efectuat asupra L. monocytogenes EGDe, oferita de universitatea
Galati. Pentru determinarea efectului antibacterian s-au utilizat extracte hidrosolubile si
liposolubile obtinute din catina, paducel, aronie, tescovina, macese.
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Tabelul 3.6. Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes
EGDe

Extracte Listeria monocytogenes EGDe
lichide* diametrul zonei de inhibitie a cresterii (mm)
Citina Miices Tescovina Aronie Paducel

C1 32,4+0,3 20,5+0,5 20,5+0,5 12,4+0,5 0
C2 30,2+0,4 21,5+0,4 20,5+0,5 9,5+0.4 0
H1 29.4+0,5 21,3+0,4 n/t 15,5+0,1 0
H2 30,2+0,3 22,2403 n/t 16+0,2 0
P1 27,5+0,3 26,4+0,3 n/t n/t 0
P2 27,4+0,3 25,5+0,5 n/t n/t 0

Nota: C - concentrat 1,2; L — extract liposolubil 1,2; P. - proba 2016 1,2; n/t - nu s-a testat din cauza extractelor nedisponibile.

Extractul C1 din catina a prezentat cel mai pronuntat efect fata de L. monocytogenes EGDe
(cu 0 zona de inhibitie de 32 mm), urmata de C2 si H2, H1 (cu 0 zona de inhibitie echivalenta de
30,29. In cazul L. monocytogenes ATCC 19118, este de remarcat faptul ci preparatele din paducel
nu au fost active si la fel impotriva L. monocytogenes EGDe (tulpina de referinta oferita de
universitatea Dunarea de jos) (tab. 3.6).

3.2 Determinarea concentratiilor minime inhibitoare a pulberilor vegetale

Exista diferite tehnici in vitro pentru a testa concentratiile minime inhibitoare (CMI) si
concentratiile minime bactericide (CMB) pentru a determina sensibilitatea sau rezistenta la
antimicrobiene a microorganismelor. Scopul studiului a fost de-a determina daca agentul etiologic
este rezistent sau sensibil la agentii antimicrobieni naturali testati.

3.2.1 Determinarea CMI si CMB ale pulberilor vegetale prin metoda dilutiilor succesive
in medii lichide
Testarile au fost efectuate prin metoda dilutiilor succesive in medii lichide, cu repicarea
ulterioara pe mediul in placi (tab. 3.7).

Tabelul 3.7. Concentratii minime inhibitoare (CMI*) si concentratii minime
bactericide (CMB¥*) a pulberilor vegetale asupra microorganismelor patogene.

Pulbere S. aureus E. coli K. pneumoniae B. subtilis
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 13883 ATCC 6633
CMI* CMB* CMI* | CMB*| CMI* CMB* CMI* CMB*
mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL| mg/mL{ mg/mL | mg/mL | mg/mL
Catina 1,95+0,12 |3,90+0,23 |7,81+0,37 |15,6+0,7 (15,6+0,5|31,25+1,25 |3,90+0,15 |7,81+0,21
Srot de citina |15,634+0,33 B1,25+1,0352,50+£2,37125+5,0 |62,5£2,1| 12545,0 |7,81+0,19 [15,62+0,41
Aronia 15,63+0,37 B1,25+0,62 ) ) ) ) B1,25+0,98 62,5+ 1,8
Tescovina 7,81:':0,19 15,62ﬂ:0,4152 50+1.57/12545.0 _ _ 7,812|:0,37 15,6Z|:0,7
Macese 3,91+0,15 |7,81+£0,21 B1,2540,98(62,5+1,8162,5+2,1 | 125+£5,0 |7,81+0,37|15,6+ 0,7
Paducel 41,67+0,56 83,33+1,2352,50+1,87|125+5,0 - - 41,67+0,5683,33+1,23
Srot de maces | 3,91+0,23 |7,81+0,29 B1,25+0,71(62,5+2,5162,5+2,1| 1254+5,0 |7,81£0,19 [15,62+0,41

Nota: *Valorile testelor realizate in triplicate, medie +eroare standard (SE), analiza statistica — ANOVA, (a. < 0,05), GraphPad 5

S-a demonstrat ca cea mai mica concentratie inhibitoare si bactericida asupra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o au pulberile vegetale din catina alba, cu 0 concentratie
minima inhibitoare de 1,95+0,12 mg/mL, urmata de srot si de pulbere de maces (3,91+0,15
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mg/mL) si tescovina de struguri (7,81+0,19 mg/mL). in cazul E. coli si K. pneumoniae concentratii
minime inhibitoare si bactericide manifesta doar pulberea de catina alba. Aronia nu manifesta
activitate asupra bacteriilor Gram negative luate in studiu. Preparatele din macese si paducel atesta
actiune slaba asupra E. coli ATCC 25922, dar K. pneumonie ATCC 13883 este rezistenta la
paducel. Este de remarcat ca aceste preparate au efect vadit si asupra B. subtilis (tab. 3.7).

3.2.2 Determinarea concentratiilor minime inhibitoare ale pulberilor vegetale (in timp) prin
metoda microdilutiilor

Datele obtinute prin difuzie in godeuri a pulberilor brute si extractelor au sugerat ca acestea
au avut o activitate antibacteriana potentiala impotriva bacteriilor Gram pozitive si Gram negative.
Preparatele vegetale au demonstrat activitate antibacteriana diversa, in continuare aceste extracte
au fost testate pe tulpini Gram pozitive si Gram negative pentru a determina concentratiile minime
inhibitoaresi concentratiile minime bactericide (tab.3.8).

Tabelul 3.8. Determinarea CMI* si CMB™ ale extractelor vegetale (in timp) prin metoda
microdilutiilor asupra microorganismelor patogene

Tulpini de referinta | CMI/CMB | Extr C6 Extr R1 | Extr AGA| Extr R4 Ms.S
E. coli CCM 3954 CMI50 65,21 15,46 15,46 15,46 15,46
CMB90 67,18 18,12 18,12 18,12 18,12

B. cereus CCM2010 CMI50 5,82 15,46 8,26 8,26 8,26
CMB90 7,23 18,12 10,42 10,42 10,42

L. monocytogenes CMI50 34,83 15,46 8,26 15,46 5,82
CCM 4699 CMB90 37,23 18,12 10,42 18,12 7,23

B. subtilis CCM 1991 CMI50 34,83 34,83 15,46 8,26 8,26
CMB90 37,23 37,23 18,12 10,42 10,42

P. aeruginosa CMI50 34,83 65,21 15,46 15,46 8,26
CCM3955 CMB90 37,23 67,18 18,12 18,12 10,42

S. Enteritidis CMIS50 15,46 8,26 8,26 8,26 8,26
CCM4420 CMB90 18,12 10,42 10,42 10,42 10,42

S. sonnei CMI50 34,83 15,46 129,26 15,46 8,26
CCM 4421 CMB90 37,23 18,12 131,46 18,12 10,42

C. perfringens CMI50 15,46 15,46 34,83 15,46 15,46
CCM 4991 CMB90 18,12 18,12 37,23 18,12 18,12

S. aureus CMI50 34,83 34,83 15,46 5,82 8,26
CCM2461 CMB90 37,23 37,23 18,12 7,23 10,42

Nota: CMI - concentratia minima inhibitie, CMB - concentratia minima bactericida; p <0,05.

Rezultatele obtinute (tab. 3.8) au indicat niveluri diferite a CMI in functie de tulpina
bacteriana testata. Astfel activitatea extractelor ale celor cinci tipuri de preparate naturale (obtinute
din catind), CMI a variat de la 67,18 pg/mL la 5,82 pg/mL. Extractul C6 a prezentat cele mai slabe
CMI dintre toate extractele testate. Toate bacteriile testate au prezentat niveluri diferite de CMI la
R1 si C6. Cea mai scazuta CMI observata in extractul R1 a fost de 8,26 pg/mL pentru S. Enteritidis,
in timp ce extractul AGA din aceeasi planta a inregistrat cel mai mic CMI pentru B. cereus,

L. monocytogenes si S. Enteritidis cu o valoare de 8,26 pg/mL. Cea mai mica valoare CMI pentru
R4 a fost 5,82 pg/mL la S. aureus, iar Ms. Sandu a inregistrat CMI de 5,82 pg/mL impotriva
L. monocytogenes. Se mentioneaza ca aceste preparate peste un interval de timp au demonstrat
activitate antibacteriana, ceea ce a fost demonstrat prin metodele calitative si cantitative (tab. 3.8).
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3.2.3 Determinarea CMI si CMB a extractelor din busuioc, cimbru, rozmarin
Testarea concentratiei minime inhibitorii a demonstrat ca toate extractele de plante testate
au prezentat activitate antibacteriana impotriva tulpinelor de testat B. cereus, E. faecalis, C.
albicans, G. stearothermophilus cu valori CMI variind de la 0,7 mg/mL a 45 mg/mL.
Extractele testate au prezentat niveluri diferite de activitate antimicrobiana in functie de
speciile testate, asa cum se indica in tabelul 3.9.
Tabelul 3.9. CMI si CMB ale extractelor din busuioc, cimbru, rozmarin

Concentratia plantei din extract, mg/mL
Tulpini de referinta Busuioc Cimbru Rozmarin
CMI CMB | CMI |CMB | CMI | CMB
B. cereus ATCC 11778 22,5 22,5 2,8 5,6 0,7 0,7
E. faecalis ATCC 29212 45,0 90,0 5,6 5,6 2,8 11,2
C. albicans ATCC 10231 22,5 22,5 5,6 11,2 2,8 5,6
G. stearothermophilus ATCC 7953 11,2 22,5 1,4 2,8 0,7 1,4

Nota: CMI — concentratia minima inhibitorie; CMB — concentratia minima bactericida; p <0,05.

Cel mai activ dintre extractele mentionate in tabelul 3.9 a fost extractul de rozmarin. Acesta
la concentratia de 0,7 mg/ml are actiune bacteriostattica si bactericida asupra B. cereus si
G. stearothermophilus (CMB 1,4 mg/mL) si extractul de cimbru a demonstrat valori CMlI intre 1,4
si 56 mg/mL (tab. 3.9). Efect antibacterian vadit acest extract il poseda asupra G.
stearothermophilus. Cele mai joase valori CMI a prezentat extractul de busuioc cu valori cuprinse
intre 11,2 si 45 mg/mL. Extractele de cimbru, busuioc si rozmarin au un efect pronuntat asupra G.
stearothermophilus. Din toate preparatele naturale testate in acest studiu mentionam ca extractele
de cimbru, rozmarin si busuioc au avut activitate asupra C. abicans (tab. 3.9).

3.2.4 Determinarea concentratiilor minime de inhibitie (CMI) si concentratiilor minime
bactericide a pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC 19118

S-au determinat si valorile CMI si CMB prin metoda dilutiilor succesive in bulion asupra
L. monocytogenes (tab. 3.10). Acest microorganism este considerat unul dintre cei mai importanti
agenti patogeni responsabili de infectiile alimentare. L. monocytogenes este un agent patogen
bacterian oportunist care are capacitatea de a supravietui in conditii extreme de mediu intlnite in
naturd si in lantul alimentar, cum ar fi concentratii mari de sare, interval mare de pH, uscare si
temperaturi scazute (Sandulache et al., 2020).

Tabelul 3.10. Determinarea CMI si CMB a pudrelor vegetale asupra Listeria
monocytogenes ATCC 19118

L. monocytogenes ATCC 19118
Pulbere
CMI*, mg/mL CMB*,mg/mL
Catina 31,25 62,5
Srot de catina 62,5 125
Tescovina de struguri 125 250
Macese 62,5 125
Srot de macese 62,5 125

*Nota CMI- cantitatea minima de inhibitore, CMB - cantitatea minima bactericida ; p <0,05.

Rezultatul testului de determinare a concentratiei minime de inhibitie a indicat diferite
valori a CMI in functie de preparatul testat. Cel mai puternic efect dintre preparate o are catina.
Acest preparat la concentratia de 62,5 mg/mL manifesta actiune bactericida asupra L.
monocytogenes ATCC19118. Rezultatele obtinute coreleaza pozitiv cu datele bibliografice.
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Astfel, catina (Hippophae rhamnoides L.) asigura destabilizarea si permeabilizarea membranei
citoplasmatice, inhibarea enzimatica de catre produsii oxidati (Negi et al., 2005). Are loc inhibarea
sintezei acizilor nucleici a bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive. Se produce bacteriostaza
prin deteriorarea a membranelor celulare (Cristi et al., 2020). Tescovina de struguri manifesta
efect moderat asupra L. monocytogenes ATCC 19118, cu valorile CMI si CMB respective de
125 mg/mL si 250 mg/mL.

3.2.5 Determinarea concentratiilor minime de inhibitie a pulberilor vegetale asupra L.
monocytogenes EGDe

Preparatele utilizate pentru a determina efectul antibacterian asupra L. monocytogenes
ATCC19118 au fost testate si asupra tulpinei de L. monocytogenes EGDe (univ. Dunarea de jos,
Galati, Romania). Au fost utilizate extracte concentrate si pudre de catind, macese, aronie, paducel.
S-a determinat CMI cu ajutorul spectrofotometrului, se masoara DO la 0 A= 600 nm. Tot ce este
peste valoare 0,1 la DO se considera crestere microbiana. Catina a demonstrat proprietati
antimicrobiene pentru L. monocytogenes mai pronuntate decat macesul. CMI a extractelor
hidroalcoolice pentru fiecare dintre C1, H1, H2, proba 1, 2, impotriva L. monocytogenes au fost
2,6 mg/mL si respectiv pentru C2 — 5,2 mg/mL (fig. 3.5a). Extractele hidroalcoolice de macese au
manifestat un efect mai diminuat asupra L. monocytogenes cu valori echitabile ale CMI de
4,2 mg/mL pentru extracte concentrate , hidroalcoolice si liposolubile(C1, H1, H2, L1 si L2 )(fig.
3.5h).
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Figura 3.5. Concentratia minima inhibitorie a extractelor vegetale pentru
L. monocytogenes EGDe a) catini, b) macese

Comparativ cu tescovina, aronia a fost mai activa, CMI constituie 1,9; 3,9 si 7,8 mg/mL
pentru H1, H2, C1,2. Probabil ca aceste proprietati se datoreaza compozitiei chimice a catinii si a
macesului, ceea ce confirma rezultatele unor studii anterioare (Efenberger et al., 2021;
Sandulachi et al., 2020), Catina manifesta cel mai pronuntat efect asupra L. monocytogenes, in
special extractul concentrat 1 si 2, urmat de macese si tescovina de struguri din soiuri rosii. S-a
constatat, ca aceste preparate au actiune antibacteriana diferita, care depinde de specia de
microorganisme. Bacteriile Gram pozitive sunt mai susceptibile fata de toate tipurile de catina.

3.3 Activitatea antimicrobiana si antioxidanta a extractelor — mecanisme de interactiune
Polifenolii si carotenoidele servesc drept conservanti in procesarea alimentelor. Alterarea

alimentelor si toxiinfectiile alimentare cauzate de cresterea bacteriilor patogene sunt probleme

majore in industria alimentara. Exista un interes pentru utilizarea conservantilor naturali activi.
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Astfel, prezintd importanta deosebita, cercetarea mecanismelor de actiune antimicrobiana si
antioxidantd a compusilor bioactivi din plante (Finley et al., 2011; Poljsak et al., 2021).

3.3.1 Comporzitia extractelor din tescovina de struguri si fructe de padure

Antioxidantii sunt capabili sa opreasca aceste reactii in lant prin oxidarea cu radicalii liberi
si blocand astfel actiunea lor. Aceste proprietafi sunt caracteristice mai multor familii de compusi
chimici: tioli, fenoli, carotenoizi etc. In tabelul 3.11 este prezentati compozitia polifenolilor

individuali, identificati

(metoda HPLC) (Sandulachi et al., 2020; Ghendov-Mosanu et al., 2022).
Tabelul 3.11. Polifenoli individuali identificati in extracte hidroetanolice din fructe de
padure si tescovina de struguri

in extracte hidroetanolice din fructe de padure si tescovina de struguri

Polifenoli Catina, Micese, Aronia, Tesc_ovinﬁ de
mg/100mL mg/100mL mg/100mL struguri, mg/100mL]

Acid galic 0,16+0,01 0,85+0,01 0,39+0,01 1,95+0,01
Acid m-hidroxibenzoic 0,020+0,002 0,020+0,00ul 0,1340,01 0,010+0,002
Acid protocatehic 0,98+0,01 0,43+0,01 1,88+0,01 0,32+0,01
Acid p-hidroxibenzoic 0,21+0,01 0,19+0,01 0,21+0,01 0,34+0,01
Acid gentisic 0,1540,01 0,27+0,01 - -
Acid vanilic 0,17+0,01 0,13+0,01 0,09+0,01 -
Acid salicilic 24,48+0,05 1,07+0,01 2,65+0,02 -
Acid siringic - - 0,05+0,01 0,1940,01
Acid p-cumaric 0,010+0,002 0,010+0,001 0,06+0,01 -
Acid ferulic 2,19+0,01 0,32+0,01 5,51+0,03 0,82+0,01
Acid cafeic 0,006+0,001 - 0,09+0,01 -
Acid sinapic 0,13+0,01 - 0,08+0,01 0,008+0,001
Catehina - 2,05+0,01 15,41+0,15 1,34+0,01
Epicatehina 0,37+0,01 0,49+0,01 4,7+0,02 -
Quercetini 0,030+0,005 0,020+0,001 - 0,19+0,01
Hiperozida 38,53+0,02 0,41+0,01 0,97+0,01 0,37+0,01
Procianidina B1 0,19+0,01 0,70+0,01 0,27+0,01 1,33+0,01
Procianidina B2 0,10+0,01 1,75+0,01 0,12+0,01 15,34+0,15
Acid clorogenic 1,4340,02 - - -
Polidatina 5,40+0,01 0,06+0,01 1,27+0,01 -
Trans-resveratrol 1,20+0,01 - 0,005+0,001 -
Cis-resveratrol 4,17+0,01 0,010+0,001 0,011+0,001 -
fEeSrtSIri‘(‘:' metilic al acidului | 5 431 0 1,44+0,01 1,48+0,02 0,74=0,01

Nota:*rezultatele sunt prezentate ca medie+abatere standard
Extractele din fructe de catind contin cantitati semnificative de acid salicilic (24,48 mg/100

mL), hiperozida (38,53 mg/100 mL), ester metilic al acidului ferulic (25,43 mg/100 mL) alte
substante se contin In cantitati mai mici. extractele din madcese au cantititi importante de
subtante, precum derivatii acidului hidroxibenzoic, acidului hidroxicinamic, flavone, flavonoide
si esterul metilic al acidului ferulic. principalii compusi fenolici detectati in extractul de aronia au
fost catechina (15,41 mg/100 mL), epicatechina (4,7 mg/100 mL) s.a. S-a constatat, ca extractele
utilizate prezintd surse bogate in substante bioactive. extractele de tescovina de struguri contin
cantitati semnificative de procianidina B2, acid galic, catehina, procianidina B1, acidul ferulic.

3.3.2 Comporitia si activitatea antioxidanta a extractelor de busuioc

Continutul total de polifenoli determinat din extractul de busuioc a fost de 26,18 mg GAE/g
s.u. Polifenolii individuali au fost identificati prin cromatografie lichida de performanta cuplata cu
mass-spectometrul ESI echipata si matrice de fotodiode (HPLC-DAD-ESI-MS) (tab. 3.12).
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Tabelul 3.12. Continutul de polifenoli totali si individuali si activitatea antioxidanti a
extractului de busuioc utilizat pentru experimente

Indici Continut

Continutul total de polifenoli (Folin—Ciocalteu), mg GAE/g s.u. 26,18 + 0,21
Epigalocatechind, mg/g s.u 0,72 £ 0,09
Acid cicoric, mg/g s.u 1,00 £ 0,13
Querectina-rutinozida, mg/g s.u 0,75 +£0,02
Luteolin-glucozida, mg/g s.u 0,85+ 0,05
Acid dehidrodiferulic, mg/g s.u 3,10+ 0,26
Acid rosmarinic, mg/g s.u 13,81 £ 0,57
Rosmarinat de metil, mg/g s.u 17,08 + 0,39
Carnosol, mg/g s.u 4,78 £ 0,06
Rosmadial, mg/g s.u 6,45+0,01
Neidentificate 8,46 £0,17
Activitate antioxidanta (DPPH), mM TE/g s.u 644 +21
Activitate antioxidanta (ABTS), mM TE/g s.u 8,95+ 0,03

Nota: DPPH—2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS—2,2"-Azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid). Valorile din tabel
reprezintd mediile a trei incercari replicate + abaterea standard.

Un total de noud compusi fenolici au fost detectati in extractul de busuioc (tab. 3.12).
Compusii au fost atribuiti acizilor fenolici si clasei de flavonoide. Metil-rosmarinatul si acidul
rosmarinic s-au dovedit a fi cele mai abundente (17,08 si respectiv 13,81 mg/g s.u.).
Rezultatele obtinute in acest studiu sunt in concordanta cu alte studii (Khatib, S. et al, 2021,
Romano et al., 2022) unde acidul rosmarinic este raportat ca fiind cel mai reprezentat acid fenolic
in busuioc. Continutul acidului cicoric si acidului dehidro-diferulic reprezinta 1,3 mg/g s.u. si,
respectiv, 3,1 mg/g s.u.

3.3.3 Activitatea antioxidantd a extractelor de fructe de pdadure si tescovina de struguri

Activitatea antioxidantd a extractelor de fructe de padure si tescovina a fost determinata
dupa o perioada de pastrare de 2 ani. Capacitatea de captare a radicalilor liberi a extractelor a fost
evaluata utilizand testul 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) utilizat pe scara larga. Testul DPPH
ofera un mod usor si rapid de estimare a activitatii antioxidante. Acest test se bazeaza pe transferul
de electroni. DPPH produce o solutie violeta in etanol sau metanol. Au fost efectuate testari ce
vizau analiza comparativa a activitatii antioxidante a extractelor de catind alba si tescovind in
functie de concentratia lor. Rezultatele testelor efectuate pentru extractul din soiul B1 (Bulgac)
sunt prezentate in figura 3.6.
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Figura 3.6. Activitatea antioxidanti a extractului de tescovina de struguri (soiul B-1): a —
extract pur (1 g extract uscat + 25 mL of 96 % etanol); b — raport 1:2 (1 parte extract + 1 parte
etanol).
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S-a constatat, ca extractul pur (fig. 3.6 a) asigura 0 AA de 80 % DPPH inhibat. In cazul
extractului diluat cu etanol in proportie de 1:2, AA constituie 60 % (fig. 3.6 b). Astfel, reducerea
concentratiei extractului la 50 % poate fi asociatd scaderii potentialului antioxidant cu
25%. Astfel, dilutia finala selectati a fost de 1 la 2 (1:2) (y = 0,6334x + 34,755, R? = 0,9097).

Cercetarile efectuate au demonstrat, ca la concentratii mari de extract curbele cinetice ale
modificarilor activitatii antioxidante in timp sunt mai paralele cu axa X (timp). Activitatea
antioxidanta totala constituie 80 — 85 % si nu depinde intr-0 masura considerabila de volumul
extractului.

4 Analiza in situ a actiunii microbiostatice si microbicide a unor extracte si pudre vegetale
Desi activitatea microbiostatica plantelor vegetale reprezintd 0 sursd promitatoarea de
solutii alternative pentru utilizarea lor in scopul diminuarii contaminarii microbiene a materiei
prime si produselor alimentare, eficacitatea acestor compusi Se demonstreaza a fi semnificativ mai
redusi in situ, dupa includerea lor in matricea alimentelor reale, decat in vitro. In cadrul tezei au
fost examinate efectele microbiostatice si microbicide ale unor extracte si pudre vegetale in diferite
categorii de produse contaminate cu microorganisme, capabile sa le colonizeze accidental.

4.1 Evaluarea in situ a actiunii antimicrobiene a extractelor si pudrelor de fructe de
padure in produse din carne

S-a determinat cresterea tulpinilor microbiene in situ (crenvursti), in proba martor si in cele
cu adaos de macesi si paducel in concentratie de 0,5 %. Probele contaminate s-au incubat la 37
°C pentru 24, 48, 72 si 96 ore. In tabelul 4.1 sunt prezentate rezultatele monitorizarii cresterii
tulpinilor patogene in situ.
Tabelul 4.1. Numarul de colonii microbiene dezvoltate in probele de crenvursti contaminati

Tulpina S. aureus S. Abony K .pneumoniae E. coli
ATCC 25923 ATCC 6017 ATCC 13883 ATCC 25922
Ziua/Pro 103 106 103 106 103 106 103 106
Ziual| PM 552 78 difuz >700 difuz 168 difuz 488
Macese 228 16 difuz 120 difuz 88 difuz 64
Paducel 96 1 difuz 248 difuz 103 difuz 88
Ziua2| PM >1000 268 difuz >800 difuz 346 difuz 596
Macese 440 23 difuz 228 difuz 114 difuz 264
Paducel 176 3 difuz 480 difuz 144 difuz 152
Ziua3| PM >1000 396 difuz difuz difuz 412 difuz >700
Maicese 560 49 difuz 392 difuz 300 difuz 960
Paducel 222 4 difuz >1000 difuz 760 difuz 344
Ziua4| PM difuz 416 difuz difuz difuz 560 difuz difuz
Maicese difuz 280 difuz >1000 difuz 372 difuz difuz
Paducel 144 3 difuz >1000 difuz 896 difuz 364

Nota: PM- Proba Martor

Comparand rezultatele obtinute am constatat ca probele ce contin adaos de macese si
paducel au o capacitate mai mare de-a inhiba dezvoltarea tulpinilor testate in comparatie cu proba
martor. Probele ce contin paducel au demonstrat un efect mai pronuntat de inhibitie asupra
tulpinilor de S. aureus ATCC 25923.

Probele cu adaos de fructe de padure au un efect mai diminuat asupra tulpinilor de bacterii
Gram negative ce au fost luate in studiu (fig. 4.1), preponderent asupra tulpinilor de S. Abony
ATCC 6017.
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Figura 4.1. Colonii de Klebsiella pneumoniae dezvoltate din probele de crenvursti testate
dupa 96 ore (a — proba martor; b — proba cu paducel).

Faza Lag (fig.4.2) este definita ca perioada initiala din viata unei populatii bacteriene cand
celulele se adapteaza la un nou mediu inainte de a incepe cresterea exponentiala. Un mic grup de
celule sunt plasate intr-un mediu bogat in nutrienti, care le permite sa sintetizeze proteine si alte
molecule necesare pentru replicare. Aceste celule cresc in dimensiune, dar in faza nu apare nici o
diviziune celulara (Cojocari et al., 2019). Dupa faza de intarziere, celulele bacteriene intra in faza
exponentiala, unde are loc diviziunea celulara. In aceastd fazi de crestere, antibioticele si
dezinfectantele sunt cele mai eficiente.
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Figura 4.2. Faza Lag si Faza Exponentiala a tulpinelor patogene in probele de crenvursti;
(perioada de testare 96 h) a) S. aureus ATCC 25923; b) S. Abony ATCC 6017; c) K.
pneumoniae ATCC 13883; d) E. coli ATCC 25922

In figura 4.2. se observa ca daosurile de paducel si maces in probele de crenvursti au marit

faza de lag pentru tulpinile de microorganisme inoculate si au diminuat rata de crestere a
microorganismelor patogene. In cazul S. aureus (fig. 4.2a) adaosul de pudra de paducel inhiba
vadit cresterea microorganismelor in perioada evaluata. pentru E. coli (fig. 4.2d) paducelul este,
de asemenea, cel mai eficient pentru stagnarea dezvoltarii microorganismelor patogene in
produsele din carne. In cazul K. pneumoniae (fig. 4.2c) efectul pulberii de macese este cel mai
marcant. Pentru S. Abony faza lag este observata pe parcursul a 80 ore (crenvursti cu pulbere de
macese) si de cca 40 h pentru produsele cu adaos de paducel (fig. 4.2b).

In rezultatul testarilor efectuate s-a constatat ca adaosul de mices si paducel in reteta de
fabricare a crenvurstilor poate tine sub control rata de crestere a microorganismelor, inclusiv a
celor patogene.

20



4.2 Evaluarea in situ a actiunii antimicrobiene a unor extracte si pudre vegetale in
crema de branza

Crema de branza prezinta un mediu favorabil pentru cresterea microorganismelor patogene
si ofera conditii de alterare a produsului (Popescu et al., 2023). Scopul acestui studiu a fost de-a
evalua efectul adaugarii de pulberi de fructe de padure la reteta de crema de branza asupra
microorganismelor patogene care pot infecta accidental produsul finit. Dupa evaluarea activitatii
antibacteriene la contact direct a extractelor si pudrelor din diverse fructe de padure si plante, s-a
determinat efectul lor bacteriostatice in situ, crema de branza (tab. 4.2).

Tabelul 4.2. Reducerea cresterii microbiene in probele cu crema de branza cu adaos

de pulberi de fructe de padure

Proba Staphylococcus aureus Salmonella Abony Escherichia coli
ATCC 25923 ATCC 6017 ATCC 25922
Dilutii | zi, UFC 1l zi, UFC 1zi,UFC | llzi, UFC I zi, UFC 1l zi, UFC
S1 106 >1000 171 >1000 432 242 125
S3 106 38 1 11 l/c 12 l/c
S6 106 40 28 42 5 I/c I/c
S9 106 71 51 I/c I/c 2 I/c
S12 106 28 Ilc 66 10 6 I/c

Nota: UFC - unitati formatoare de colonii, I/c - lipsa cresterii,

In acest studiu au fost investigate microbiologic urmatoarele probe cu adaos de pulbere de
fructe de padure (tab. 4.2): crema de branza — proba martor — (S1); crema de branza cu 2 % pulbere
de maces — (S3); crema de branza cu 2 % pulbere de catina — (S6); crema de branza cu pulbere de
aronia 2 % — (S9); crema de branza cu 2 % pulbere de paducel — (S12). Rezultatele testelor au
evaluat efectul antimicrobian al pulberilor de fructe de padure asupra microorganismelor patogene
(S. Abony, S. aureus, E. coli). S-a stabilit ca adaugarea de pulberi de fructe de padure (maces,
aronia, catina si paducel) poate mentine sub control rata de crestere a microorganismelor, inclusiv
a agentilor patogeni. Cel mai relevant efect antimicrobian a fost observat in cazul pulberilor de
fructe de padure adaugate in crema de branza asupra tulpinilor testate de E. coli. Pulberile de maces
si aronia adaugate in crema au manifestat un efect antimicrobian major asupra tulpinilor de
Salmonella. Adaugarea pulberilor de paducel a manifestat un efect antimicrobian asupra S. aureus.

4.3 Efectul extractului de busuioc microincapsulat asupra calitatii si stabilitatii
cremei de branza

Extractul de busuioc se caracterizeaza printr-o activitate antioxidanta si antimicrobiana
ridicatda contribuind la reducerea populatiei de microorganisme patogene si la extinderea
termenului de valabilitate al produselor alimentare perisabile. Adaugarea directa a plantelor
aromatice la produsele alimentare este cea mai comuna metoda aplicata in industrie (Leri et al.,
2020; Eghbal et al., 2022; Romano et al., 2022).

Obiectivul studiului a fost de-a evalua activitatea antioxidanta si antimicrobiana a
extractului de busuioc (Ocimum basilicum L.), eficienta microincapsularii acestuia si efectul
adaugarii extractului de busuioc microincapsulat asupra efectelor senzoriale, fizico-chimice si
proprietatile texturale ale cremei de branza in timpul termenului de valabilitate (tab. 4.3).

Parametrii fizico-chimici ai cremei de branza nu au fost influentati semnificativ de
adaugarea de MBE.
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Tabelul 4.3. Parametrii fizico-chimici ai cremei de branza fortificate cu extract de
busuioc microincapsulat*

Parametrii Probe
CB 0.3% CBMBE | 0.6% CBMBE | 0.9% CBMBE | 1.2% CBMBE

Substanta
uscata, %
Continut de
proteine, %
Continut de
grasime, %

Nota: *CB - cremd de branza fard extract de busuioc microincapsulat; CBMBE - cremd de branza cu extract de busuioc
microincapsulat; mediile a trei Incercari + abaterea standard (p < 0,05).

34,32 +£0,02 | 34,50+0,01 | 34,69+0,02 | 34,89 +0,03 | 35,09 +0,03

5,82+0,00 | 5,78 +0,01 5,77+0,01 5,75+£0.01 5,73 £0,01

23,04 £0,00 | 22,93 +0,01 | 22,86+ 0,01 | 22,79+0.01 | 22,72 +0,02

Cresterea concentratieci de MBE in crema de branzd a condus la o scadere usoard a
continutului de proteine si grasimi in intervalele de 5,82-5,73 % si, respectiv, 23,04-22,72 %.
Alginatul de sodiu din compozitia EBM a condus la retinerea apei libere si la
zbircirea(smochinirea) continutului de substantd uscata a probelor de crema de branza.
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Figura 4.3. Micrografii MES ale probei de extract de busuioc microincapsulat (a, b) si spectrele FT-
IR ale alginatului de sodiu (Alg), extractului de busuioc (BE) si extractului de busuioc
microincapsulat (MBE), domeniu spectral 4000-400 cm™ si 2700-1800 cm™.
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Busuiocul are aroma specifica, care nu este toleratd de consumatori si nu se asociaza cu
diferite categorii de produse. In acest context, in cadrul cercetirii extractul de busuioc a fost
incapsulat in alginatul de sodiu. Analiza imaginilor SEM a ardtat ca EBM se caracterizeaza ca
microsfere cu suprafatd rugoasa , cu dimensiuni variind de la 0,8 pana 1,1 mm (fig.4.3). Spectrul
infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) al EBM a evidentiat benzile de vibratie caracteristice
grupelor functionale. Modificdrile identificate in spectrul EBM in comparatie cu spectrele
componentelor sale, Alg si EB, pot fi atribuite existentei unor interactiuni fizice slabe intre
componente. Prin urmare, prin incapsularea extractului de busuioc cu alginat de sodiu ca material
de acoperire, microcapsulele formate pot servi ca purtatori de polifenoli pentru alimente (fig.4.3).
Valorile pH-ului cremei de branza imbogatite cu extract incapsulat de busuioc in timpul de
depozitare de 28 de zile la 4 °C sunt prezentate in tabelul 4.4. Ulterior, in timpul de pastrare, pH-
ul probei de CB martor, cat si al cremei de branzd cu MBE a scazut treptat.
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Tabelul 4.4. Evolutia valorii pH crema de branza fortificata cu extract de busuioc
microincapsulat in timpul pastrarii

Termen de Probe

pastrare, zile CB 0,3%CBMBE | 0,696CBMBE | 0,9%CBMBE | 1,2%CBMBE
1 541+0,0" 5,35+0,01°9 5,31+0,01° 5,30 £ 0,02 f 5,26 +£0,01¢
7 541+0,0" 5,34 +0,019 5,30+ 0,01 f 5,28 £0,01 9¢ 5,24 +0,02 ¢
14 5,35+0,019 5,310,017 5,30 £ 0,01 f 5,27 £0,02 ¢ 5,21£0,01 b¢
21 524+0,01% | 527+0,01% | 528+0,019% 5,26 +0,01¢ 5,21+0,01 P¢
28 5,12+0,01° 5,19+0,01° | 5,27+0,01 % 5,25+0,01 °d 5,20+ 0,01°

Nota: CB—cremd de branza fard extract de busuioc microincapsulat; CBMBE—cremd de branza cu extract de busuioc
microincapsulat. Valorile din tabel reprezinta mediile a trei repetitii + abaterea standard. Literele (a—h) desemneaza rezultate diferite
din punct de vedere statistic (p <0,05).

Adaugarea de EBM in probele de crema de branza de la 0,6 la 1,2% a inhibat procesul de
post-fermentare in timpul depozitarii. Prin urmare, EBM previne dezvoltarea microorganismelor
in timpul depozitarii, ceea ce demonstreaza potentialul lor de conservare.

CONCLUZII GENERALE S| RECOMANDARI

1. Extractele si pudrele de catina, macese si tescovina de struguri rosii au manifestat activitate
inhibitorie nalta fata de bacteriile L. monocytogenes ATCC 19118. Pulberile de macese poseda
activitate antimicrobiand foarte inalta fata de S. aureus ATCC 25923 si B. subtilis ATCC 6633.
Tulpinile de bacterii Gram negative sunt mai putin sensibile la efectul pulberilor vegetale in
comparatie cu bacteriile Gram pozitive (Ghendov-Mosanu et al., 2018; Cojocari et al., 2019;
Cojocari et al., 2021; Sturza et al., 2021).

2. A fost testata activitatea antimicrobiana a pulberilor si extractelor din soiurile noi de catina alba
din Republica Moldova (R1, R2, R4, R5, C6, AGG, AGA, Pomona, Mr. Sandu, Seirola) asupra
bacteriilor Gram negative, Gram pozitive si levurilor. Efect antibacterian au demonstrat toate
soiurile de catina. Efectul antibacterian a fost analizat si dupa o perioada de pastrare (prin
congelare) timp de doi ani. Soiurile de catina si-au pastrat activitatea, cu 0 usoara diminuare a
activitatii microbiostatice asupra tulpinilor testate. (Sandulachi et al., 2021; Sandulachi et al.,
2022).

3. Extractele de rozmarin, busuioc si cimbru au manifestat activitate antimicrobiand larga,
impiedicand proliferarea atat a speciilor bacteriene Gram pozitive, cat si a celor Gram negative,
precum si a levurilor. Extractele de rozmarin si busuioc au demonstrat cea mai inalta activitate
asupra tuturor tulpinilor luate in studiu, ceea ce evidentiaza potentialul acestor extracte ca agenti
antimicrobieni naturali cu aplicatii diverse in conservarea alimentelor (Cojocari et al., 2021,
Popescu et al., 2021; Macari et al., 2021).

4. A fost analizata compozitia polifenolilor individuali din fructe de padure, tescovina de struguri
si plante aromatice (busuioc), Extractele de tescovina de struguri contin cantitati Semnificative de
procianidina B2, acid galic, catehina, procianidina B1, acidul ferulic si esterul sau metilic. Fructele
de catind contin cantitati semnificative de acid salicilic, hiperozida , acizi ferulic si clorogenic,
esterii lor, polidatina, cis- si trans- resveratrol. Extractele din macese au cantitati importante de
derivati ai acizilor hidroxibenzoici (salicilic, galic, protocatehic), hidroxicinamic (ferulic), flavone
(catehina, epicatehind), flavonoide (procianidind B2 si procianidind B1). Extractele de aronia
contin catechind, epicatechina, acizi hidroxibenzoici, hidroxicinamicsi si derivatii lor, in special
acizii galic, para- si metabenzoic, procianidina B1 si B2. Extractele de busuioc contin cantitati
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importante de acizi fenolici (metil-rosmarinat, acid rosmarinic, rosmadial, carnosol, acid
dehidrodiferulic si acid cicoric) si flavonoide (luteo-lin-glucozida, querectin-rutinozida si
epigalocatechina).

5. A fost testata activitatea antioxidanta a extractelor de fructe de padure (catina, macese, aronia)
sl tescovina de struguri pentru diferite grade de dilutie (1:1-1:8). S-a constatat, ca desi la scaderea
concentratiei compusilor biologic activi se atesta reducerea AA (testul DPPH), capacitatea lor de
inhibare a radicalilor liberi se pastreaza. Majoritatea polifenolilor par sa elimine radicalii liberi prin
mecanismul de transfer al atomului de hidrogen. Flavonolii prezinta efect antiradicalic mai
puternici decat flavonele corespunzatoare datorita prezentei gruparii 3-hidroxil. Compusii
polifenolici acizi sunt caracterizati print-un grad ridicat de delocalizare a electronilor p, pentru care
deprotonarea cedeaza speciilor anionice stabilizate prin fenomene de rezonanta, stabilitatea lor
fiind sporita de prezenta legaturilor de hidrogen (Cojocari et al., 2019; Cojocari, 2023).

6. Efectul microbiostatic al unor fractii vegetale bogate in compusi fenolici a fost analizat in situ,
pe produse din carne cu adaosuri vegetale. Analiza produselor contaminate cu tulpinile de referinta
a scos in evidenta 0 activitate antimicrobiana mai pronuntata a pudrelor de macese si paducel
asupra bacteriilor Gram-pozitive si un efect mai slab asupra bacteriilor Gram-negative.
Compararea fazelor Lag si Logaritmica de crestere a tulpinilor microbiene a demonstrat un efect
bacteriostatic mai pronuntat al paducelului asupra tulpinilor de S. aureus si E. coli, iar pudra de
macese - un efect bacteriostatic mai pronuntat asupra tulpinilor de S. Abony si K. pneumoniae.
Crenvurstii cu adaos de busuioc, in diverse concentratii, au manifestat o capacitate vadita de
inhibare a tulpinilor de E.coli si un efect moderat asupra S. Abony. O activitate vadita asupra tuturor
bacteriilor testate a fost remarcata in crenvurstii cu adaos de extracte in concentratii de 0,3 %
(Sandulachi et al., 2021; Macari et al., 2021).

7. Efectul microbiostatic al pulberilor de fructe de padure a fost analizat in situ, pe produse lactate
cu adaosuri vegetale. Cel mai relevant efect antimicrobian a fost observat in crema de branza asupra
tulpinilor de E. coli. Pulberile de macese si aronia au manifestat un efect antimicrobian major
asupra tulpinilor de Salmonella, iar paducelul a manifestat efect antimicrobian major asupra S.
aureus. Majoritatea microorganismelor patogene inoculate (S. Abony, S. aureus si E. coli) in
probele de crema de branza cu adaos de pulberi de fructe de padure au fost distruse dupa 48 ore de
termostatare la 37 °C, ceea ce a demonstrat, ca pulberile de macese, aronia, catina si paducel pot
mentine sub control proliferarea agentilor patogeni accidentali (Sturza et al., 2021; Cojocari et al.,
2021).

8. A fost testat efectul extractului de busuioc incapsulat in alginat de sodiu asupra stabilitatii
microbiologice, efectelor senzoriale, fizico-chimice si proprietatilor texturale ale cremei de branza.
Eficienta de incapsulare a fost de 78,59 + 0,01 %, iar spectrele FTIR a extractelor incapsulate au
indicat prezenta unor interactiuni fizice slabe intre componente, microcapsulele formate fiind
vehicule eficiente de polifenoli pentru alimente. Concentratia optima de extract incapsulat (0,6 —
0,9 %) asigura inhibarea procesului de post-fermentare, imbunatatirea gradului de retentie al apei
si parametrilor texturali ai cremei de branza, contribuind astfel la prelungirea termenului de
valabilitate al produsului cu 7 zile fata de proba martor. Analiza informatiilor reciproce a fost
utilizata pentru stabilirea influentei extractului de busuioc incapsulat asupra texturii, pH si
acceptabilitatii generale a cremei de branza (Popescu et al., 2023).

9. Incorporarea extractelor si pulberilor din paducel, micese, aronie si citind in inghetata a asigurat
un efect antimicrobian pronuntat in raport cu tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923 si un
eefect moderat in raport cu Salmonella Abony NCTC 6017 si Escherichia coli ATCC 25922, ceea

24



ce permite recomandarea lor pentru utilizare in industria alimentara in scopul reducerii riscului de
contaminare microbiana a materiilor prime si a produselor finite (Popescu et al., 2020).

RECOMANDARI PENTRU CERCETARI ULTERIOARE

Pe baza rezultatelor acestui studiu se sugereaza urmitoarele recomandiri:
1. Extractele acestor plante ar trebui analizate in continuare pentru a identifica principiile
antibacteriene specifice lor. Ar fi necesar de efectuat cercetari ulterioare asupra pudrelor vegetale
luate in studiu pentru a izola si a identifica compusii activi responsabili de proprietatile lor
antimicrobiene, antioxidante si citotoxice scazute.
2. Se recomanda de a determina activitatea acestor extracte de plante asupra altor specii de
microorganisme patogene implicate in alte boli infectioase, pe 1anga activitatea sinergica a acestor
plante medicinale in asociere cu antibiotice.
3. Studiile de toxicitate ale plantelor eficiente ar trebui, de asemenea, efectuate pentru a determina
indicii de siguranta ai extractelor. Ar trebui efectuate studii clinice pentru a explora potentialul
acestor extracte de plante in tratamentul acestor boli infectioase.
4. Utilizarea antimicrobienelor pe baza de plante poate fi 0 alternativa pentru substantele chimice
utilizate in conservarea alimentelor.
5. Adaugarea de antimicrobiene naturale la produsele alimentare fara a afecta negativ
caracteristicile senzoriale este inca 0 provocare pentru cercetitori, deoarece concentratiile care
sunt necesare pentru a asigura siguranta alimentelor si a produselor alimentare sunt de cateva ori
mai mari decat cele acceptate de consumatorii din punct de vedere senzorial.
6. Noi studii care combina utilizarea antimicrobienelor cu alte metodologii de conservare a
alimentelor sunt necesare pentru a reduce impactul compusilor asupra proprietatilor senzoriale.
7. Sunt necesare cercetari suplimentare pentru a intelege mai bine impactul compusilor fenolici
asupra agentilor patogeni, proprietatilor organoleptice a alimentelor si utilizarea lor relevanta in
aplicatiile alimentare.
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7. COJOCARI, D. The ability of sea buckthorn to fight against L. monocytogenes, The 16™
International Conference of Constructive Design and Technological Optimization in Machine
Building Field, OPROTEH 2021, p.100-101. http://repository.utm.md/handle/5014/26962

8. COJOCARI, D. Antibacterial potential of berries powder extracts. Cyuacni acnexmu
30epesicents 300pos s nodunu 36ipnux Ipays XV Mixcuapoornoi Misxcoucyunainapnoi Haykogo-
IIpaxmuunoi Konghepenyii, (8-9 xsitast 2022 poky), o 30-piuust 3acuyBanus H/II ditoteparii
JAIBH3 «Y:xropoacbkuii HamioHaIbHUMA yHIBEpcUTeTY», Yxkropoxa 2022, p. 14-16, ISBN: 978-617-
7825-73-8. http://repository.utm.md/handle/5014/26686.

3.2. conferinte internationale in Republica Moldova(8)

1. STURZA, R., GHENDOV-MOSANU, A., SANDULACHI, E., BALAN, G,
COJOCARI D. Use of berries to reduce the contamination of bakery products, In: International
Conference  Modern  technologies, in the food industry, 2018, p. 289.
http://repository.utm.md/handle/5014/3735.

2. GHENDOV-MOSANU, A., COJOCARI, D., BALAN, G. et al Antimicrobial activity
of sea buckthorn powder against four pathogenic bacteria strains. In: Book of Abstracts,
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http://repository.utm.md/handle/5014/26686
http://repository.utm.md/handle/5014/3735

International Conference Achievements and perspectives of modern chemistry dedicated to the
60th anniversary from the foundation of the Institute of Chemistry, 2019, p. 39. Ed.
http://repository.utm.md/handle/5014/10610.

3. COJOCARI, D. Antimicrobial activity of berry powders on pathogenic bacteria., The
days of the Academy of Technical Sciences from Romania - XIV edition, Chisinau, 17-18
octombrie, 2019.

4. COJOCARI, D. In vitro antibacterial activity of some plant extracts against L.
monocytogenes, Conferinta stiintifica internationala, ,,Perspectivele si Problemele Integrarii in
Spatiul European al Cercetarii si Educatiei”, Editia a VIll-a 04 iunie 2021, Cahul.
http://repository.utm.md/handle/5014/18870.

5. COJOCARI, D. The potential of berries to serve as selective inhibitors of pathogens and
their benefits on health, International Conference Intelligent valorisation of agro-industrial
wastes, 7-8 October, 2021. http://repository.utm.md/handle/5014/17741.

6. COJOCARI, D., STURZA, Rodica, GHENDOV MOSANU, Aliona. Microbiostatic
Effect of Bioactive Compounds from Agro-Food Industrial Wastes on Microorganisms Causing
Food Spoilage, The 7th International Conference Ecological & Environmental Chemistry, March

3-4, 2022, Chisinau, Republic of Moldova. http://repository.utm.md/handle/5014/19856.

7. CALALB T., BALAN G., BENEA A., COJOCARI D. et al Totalul polifenolic si
actiunea antimicrobiana a extractelor uscate de Cassia occidentalis L. Congresul National de
Farmacie Editia a XIX-a. Romania, Cluj-Napoca, 2023, pp. 116. ISBN 978-606-075-203-5.

8. ALEXANDROV, V., ALJAMAL, A. N., COJOCARI, D. Antimicrobial activity of
thyme and rosemary extracts, Conferinta nationala cu participare internationalad ,,Abordarea O
singurd sandtate — realizari i provocari” Editia a Il-a, Chisinau, Republica Moldova, 23-24
noiembrie 2023, p.17-17. ISSN  2587-3458  (Print); e-ISSN  2587-3466
http://repository.utm.md/handle/5014/26687

3.3. conferinte nationale

1. COJOCARI D., BEHTA, E. Pulberi din fructe de padure ca antimicrobiene impotriva
agentilor patogeni Gram pozitivi responsabili de toxiinfectii alimentare, in cadrul Conferintei
Tehnico-Stiintifice a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, 23-25 martie 2021, Universitatea
Tehnica a Moldovei. http://repository.utm.md/handle/5014/16237.

2. BEHTA, E., COJOCARI, D. The Toxic substances formed in the process of microbial
spoilage of the wine and their effect on human body, Technical Scientific Conference on
Ungraduate, Master and PhD Student, 23-25 March, 2021, TUM.
http://repository.utm.md/handle/5014/16235.

3. COJOCARI, D. Efectul antimicrobian al extractelor vegetale asupra L. monocytogenes.
Conferinta tehnico-stiintifica a studentilor, masteranzilor si doctoranzilor, 1-3 aprilie 2020, pp.
405 — 406. http://repository.utm.md/handle/5014/8566.

4. COJOCARI, D. Actiunea in vitro a extractelor vegetale bogate in compusi biologic activi
asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor, Conferinta Studentilor,
Masteranzilor si Doctoranzilor, UTM, prezentare in plen, Chisinau, 26-29 martie 2019.

4. BREVETE DE INVENTIE

POPESCU, L., GHENDOV-MOSANU, A., STURZA, R., COJOCARI, D. et al Procedeu de
fabricare a inghetatei. Brevet de inventie de scurta durata MD 1451 (13) Y din 2020.02.05. Publicat
BOPI nr. 8/2020. http://repository.utm.md/handle/123456789/14635
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ADNOTARE

Cojocari Daniela: ,,Actiunea microbiostatica a unor extracte vegetale de compusi fenolici
asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor”, teza de doctor in stiinte
ingineresti, Chisinau, 2024.

Structura tezei: Introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 236
de titluri, 3 anexe, 130 pagini de text de baza, inclusiv 30 figuri si 35 de tabele. Rezultatele obtinute

sunt publicate Tn 37 lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: activitate antimicrobiana, pudre si extracte, fructe de padure, plante aromatice,
compusi biologic activi, antioxidanti, aditivi alimentari.

Scopul cercetarii consta in evaluarea actiunii microbiostatice a pudrelor si extractelor vegetale din
fructe de padure si condimente asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor in
vitro si in vivo, pe diferite categorii de alimente procesate.

Obiectivele cercetarii: Determinarea in vitro a efectului microbiostatic si microbicid la contactul
direct a unor fractii vegetale bogate in compusi fenolici asupra microorganismelor ce cauzeaza
alterarea produselor alimentare; stabilirea in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale
bogate in compusi fenolici pe matrici de produse din carne si mezeluri; stabilirea in situ a efectului
microbiostatic a unor fractii vegetale bogate in compusi fenolici pe diferite matrici de produse
lactate; caracterizarea compozitiei compusilor bioactivi si a proprietatilor lor antioxidante; analiza
proprietatilor fizico-chimice, senzoriale si morfologice ale cremei de branza cu extract incapsulat.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima datd, pe baza unui studiu amplu, a fost
evaluatd actiunea antimicrobiana a extractelor vegetale bogate in polifenoli asupra tulpinelor de
referinta. S-a determinat efectul microbiostatic si microbiocid al acestor extracte in situ, pe diverse
matrice alimentare. Au fost estimate compozitia, activitatea antioxidana si mecanismele posibile
de actiune a extractelor.

Problema stiintifica solutionata: A fost testata activitatea antimicrobiand a unor extracte vegetale
asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor in vitro. Au fost estimata actiunea
antioxidanta a extractelor vegetale. Acest fapt contribuie la elaborarea unor strategii antiinfectioase
alternative, In scop de a diminua utilizarea aditivilor sintetici si dezvoltarea rezistentei la
antimicrobiene.

Semnificatia teoretica: Au fost acumulate informatii despre activitatea unor preparate (extracte,
pudre) vegetale asupra tulpinilor de referinta. A fost determinat efectul microbiostatic pe diverse
matrice alimentare. Au fost adunate date despre influenta acestor extracte asupra prelungirei fazei
lag in dezvoltarea bacteriilor.

Valoarea aplicativa: A fost propus si realizat procedeul de fabricare a inghetatei In baza caruia s-
a obtinut un brevet de inventie.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Conform actului de implementare din 3 septembrie 2021,
la intreprinderea SRL Mellang&Compani au fost fabricate 4 loturi experimentale de inghetata cu
pudre si cu extracte de aronia, paducel, maces si catinad in cantitate de 100 kg fiecare. Rezultatele
tesarilor microbiologice au servit pentru elaborarea monografiei colective ,,Analiza riscurilor
asociate alimentatiei in Republica Moldova”, recomandata de catre Senatul UTM specialistilor
din domeniul sigurantei alimentelor si studentilor ciclului Il (Masterat) si 111 (Doctorat).
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AHHOTALUA

JMannena Koxokapb: « MUKpodocTaTHYECKOE [eliCTBHE HEKOTOPHIX PACTUTEIHHBIX IKCTPAKTOB
(peHOTLHBIX COeTMHEHUI HA MUKPOOPTaHU3MbI, BbI3HIBAIOIIME MOPYY MUIIEBBIX MPOIYKTOBY,
KAHIUJATCKAsl IMCCePTALMs 110 TeXHNYecKuM HaykaM, Kunmnes, 2024.

CTpyKTypa QuccepTaluu: BBEICHNE, 4 TTIaBbl, OOIINE BHIBOIBI M peKOMEHaImu, Ondmorpadust 3 236
HauMEHOBaHMM, 3 nprioxkeHwst, 130 cTpaHuIl OCHOBHOTO TeKCTa, B ToM umcie 30 pucyHKOB U 35 Tabmil,

[TonydeHHbIe pe3yNbTaThl OMYOIMKOBAHbI B 37 HAYYHBIX CTAThSIX.

KioueBble cj10Ba: aHTUMUKPOOHAs AaKTHMBHOCTb, MaTOr€HHbIE MUKPOOPraHW3MBbl, PACTUTEIIbHBIC
MOPOIIKH ¥ SKCTPAKTbI, OUOJIOTMUECKH aKTUBHBIE COSTMHEHHS, aHTHOKCHIAHTBL, ITUILIEBBIE T00ABKU.
Lenn uccse10BaHus - OIICHUTH MUKPOOMOCTATHYECKOE JICHCTBUE MOPOIIIKOB U PACTUTENEHBIX KCTPAKTOB
U3 STOJT ¥ CTICIMIA Ha MUKPOOPTaHW3Mbl, BEI3BIBAFOIIME TTOPYY IUIIEBIX TPOAYKTOB iN VItro u in Situ Ha
Pa3MYHBIX KATErOPHSIX TIepepabOTaHHBIX MMUIIEBBIX MPOTYKTOB.

3amaun uccaeIoBaHMsI: OrpeelieHUe in Vitro MUKpOOHOCTATUYECKOrO i MUKPOOHIIMTHOTO JICHCTBHS TIPH
OpsIMOM  KOHTAaKTE€ HEKOTOpPBIX (paKkimii pacTeHuii, OoraTbiX (DEeHOJbHBIMH COCIUHEHUSIMH, Ha
MUKpPOOPraHM3Mbl,  BbI3BIBAIOIME  IOPYYy  [HIIEBBIX  MPOMYKTOB,  yCTaHOBJIeHHWE iN  Situ
MHKPOOHOCTAaTYECKOTO  JCHCTBUS HEKOTOPHIX PACTUTENBHBIX (Dpakimii, OorarbiX (eHOIbHBIMU
COCIMHEHHMSAMH, Ha Pa3IMYHbIC MATPHIIbI MACHBIX W KOJIOACHBIX HW3ENHi;, yCTaHOBJIeHHE in Situ
MHKPOOHOCTATIYECKOTO JICHCTBYS HEKOTOPBIX (PPAKIHI pacTeHH I, O0TraThiX ()eHOIBHBIMUA COSTUHCHHSIMH,
Ha Pa3MYHbIC MATPUIBI MOJIOUHBIX TPOMYKTOB; XapaKTEPUCTHKA COCTaBa OWOJIOTMUCCKH AKTHBHBIX
COCIMHEHUI M WX AHTHOKCHIAHTHBIX CBOMCTB; aHAIM3 (DM3HKO-XUMHYECKUX, OPTaHOJENTHYECKUX MU
MOP(]OTOrHUECKUX CBOMCTB CJIMBOYHOTO CHIPA C KAIICYJIMPOBAHHBIM SKCTPAKTOM Oa3HiIvKa.

Hayunasi HOBM3HA ¥ OPHMIMHAJIBLHOCTB: BIIEPBbIE Ha OCHOBE OOIIMPHOIO HCCIIEIOBAHHS OIICHEHO
AQHTUMHKPOOHOE JEHCTBUE PACTUTENBHBIX SKCTPAKTOB HA ATAJOHHBIC INTaMMbl MHKPOOPTaHHU3MOB.
MHUKpOOHOCTATHYECKOE ¥ MUKPOOHOIMIHOE JEHCTBHE 3THX SKCTPAKTOB OBLIO ompeneneHo in Situ Ha
Pa3MMYHBIX THIIEBbIX Marpuiiax. OLEHEeHbl COCTaB, AHTHOKCHIAHTHAS AaKTUBHOCTh M BO3MOXKHBIE
MEXaHU3MBbI JISHCTBUS SKCTPAKTOB.

Pemrenne Hayuno¥ 3agaum: beuia nccnenoBana aHTHIMUKPOOHAs! aKTHBHOCTh HEKOTOPBIX PACTHTEIBHBIX
AKCTPAKTOB B OTHOIIEHHUH MUKPOOPraHW3MOB, OTBETCTBEHHBIX 3a MOPYY MHUILIEBBIX MPOIYKTOB in Vitro.
BbII0 OIleHEHO AaHTHOKCHIAHTHOE JIEHCTBHE PACTUTENBHBIX SKCTPAKTOB. JTOT (DaKT CIOCOOCTBYET
pa3paboTKe ANTBTePHATHBHBIX MPOTUBOMH(EKIIMOHHBIX CTPATETHA C TIENIBI0 COKPAILICHHS HCTIOB30BAHMS
CHHTETUYECKUX JJ00OABOK U PA3BUTHSI YCTOMYMBOCTH K MPOTMBOMUKPOOHBIM TpErapaTam.

Teopernyeckasi 3HAUMMOCTb: cOOpaHa HH(OPMALIS O IEHCTBUM HEKOTOPBIX PACTUTENBHBIX MPEnapaToB
(PKCTPAKTOB, MOPOIIIKOB) Ha ATAIOHHBIE IIITAMMBI MUKPOOPraH3MOB. Orpe/iesieHo MUKPOOHOCTATHYECKOe
JIEHCTBUE HA Pa3NIMYHbIC TIUIIIEBbIC MaTpUIlbL. bbUm cOOpaHbl JaHHBIE O BIMSIHUM STHUX JKCTPAKTOB HA
npoiyIeHue Jar-(asel pocta OaKTepHid.

[IpakTuyeckasi IEHHOCTh: TIPSVIOKEH M PEATM30BaH IIPOIECC TPOMU3BOICTBA MOPOKEHOTO, Ha
OCHOBAHMH KOTOPOTO TIOTyYeH MaTeHT Ha H300pETeHHE.

BHepenne HayYHbIX pe3yJILTATOB: COTJIACHO aKTy BHEMPeHMS OT 3 ceHTs0pst 2021 ro/1a Ha peimpus T
SRL Mellang&Compani U3roToBI€HO 4 OMBITHBIE MAPTHA MOPOKEHOTO C MOPOIIKAMU M SKCTPAKTaAMU
YepPHOILTOHOM PSIOMHBIL, OOSIPHIIITHUKA, IMUIIOBHIKA 1 00Merixu B kommmdectse 100 kr kaknast. Pesynbrarsl
MHKPOOHOIOTMYECKIX UCCIIEIOBAaHMH ObLTH HCIIOB30BAHbI MPU pa3paboTKe KOJUIEKTUBHOW MOHOTpadum
«AHanu3z puckos, cészanHblx ¢ nuujesbimu npooykmamu 8 Pecnybmuxe Monoosa», pekOMeHI0BaHHON
Cenarom OTM crieramictaM B 00J1acTi 6€301aCHOCTH MUIIIEBBIX MPOIYKTOB U ISl CTYJICHTOB ITMKJIOB

Il (maructparypa) u Il (moxTopanTypa).
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ANNOTATION
Cojocari Daniela: " The microbiostatic action of some plant extracts of phenolic
compounds on the microorganisms responsible for food spoilage™, doctoral thesis in
engineering sciences, Chisinau, 2024.
Thesis structure: Introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 236 titles, 3 annexes, 130 pages of main text, including 30 figures and 35 tables.
The obtained results are published in 37 scientific papers.
Keywords: antimicrobial activity, pathogenic microorganisms, powders and plant extracts,
biologically active compounds, antioxidants, food additives.
The research aims to evaluate the microbiostatic action of powders and plant extracts from berries
and spices on microorganisms responsible for food spoilage in vitro and in situ, on different
categories of processed foods.
Research objectives: In vitro determination of the microbiostatic and microbicidal effect upon
direct contact of plant fractions rich in phenolic compounds on microorganisms causing food
product spoilage; in situ determination of the microbiostatic effect of plant fractions rich in
phenolic compounds on different matrices of meat and meat products; in situ determination of the
microbiostatic effect of plant fractions rich in phenolic compounds on different matrices of dairy
products; characterization of the composition of bioactive compounds and their antioxidant
properties; analysis of the physico-chemical, sensory, and morphological properties of cream
cheese with encapsulated basil extract.
Scientific novelty and originality: For the first time, based on an extensive study, the
antimicrobial action of plant extracts on reference strains was evaluated. The microbiostatic and
microbicidal effect of these extracts on diverse food matrices was determined in situ. The
composition, antioxidant activity, and possible mechanisms of action of the extracts were
estimated.
Solved scientific problem: The antimicrobial activity of plant extracts on microorganisms
responsible for food spoilage was tested in vitro. The antioxidant action of plant extracts was
estimated. This contributes to the development of alternative anti-infective strategies to reduce the
use of synthetic additives and the development of antimicrobial resistance.
Theoretical significance: Information on the activity of plant preparations (extracts, powders) on
reference strains was accumulated. The microbiostatic effect on diverse food matrices was
determined. Data on the influence of these extracts on prolonging the lag phase in bacterial
development were collected.
Applicative value: The process of manufacturing ice cream was proposed and implemented,
leading to a patent.
Implementation of scientific results: According to the implementation act of September 3, 2021,
at the Mellang&Compani LLC enterprise, 4 experimental batches of ice cream were manufactured
with powders and extracts of aronia, hawthorn, rosehip, and sea buckthorn, each in a quantity of
100 kg. The results of microbiological tests were used to develop the collective monograph
"Analysis of risks associated with nutrition in the Republic of Moldova," recommended by the
UTM Senate to specialists in the field of food safety and for Master's and Doctoral students.
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