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CAPITOLUL 1. PROTEJAREA SOLURILOR CU ROL ESEN  |AL
IN PRODUC I|A DE ALIMENTE, MEDICAMENTE, SUPLIMENTE
PENTRU CONTROLUL SECURIT Il ALIMENTARE

1.1 Introducere

Solul reprezint o resurs neregenerabil de importan fundamental pentru ecosistemele
terestre, s n tatea uman i dezvoltarea economic . El ofer baza fizic i chimic pentru
cre terea plantelor, regleaz ciclurile biogeochimice i funcioneaz ca un rezervor de
biodiversitate. Solurile s n toase asigur produc ia durabil de culturi alimentare i plante
medicinale i sunt prin urmare direct legate de securitatea alimentar i disponibilitatea
materiilor prime utilizate n industriile farmaceutic I nutraceutic (Marcelino 2023).
Degradarea progresiv a solurilor este considerat una dintre cele mai presante provoc i

globale, cu implica ii pentru productivitatea agricol , calitatea mediului is n tatea public .

De-a lungul ultimelor decenii, degradarea solului a fost accelerat de practicile agricole
intensive, folosirea excesiv a pesticidelor iaingr  mintelor chimice, poluarea industrial i
consecin ele schimb rilor climatice (Tudi 2021). Astfel de presiuni au dus la eroziune,
salinizare, compactare i contaminare cu substan e periculoase, incluzand poluan i organici
persisteni i metale grele. Ca rezultat, solurile e ueaz din ce in ce mai mult in a furniza
serviciile lor ecosistemice, amenin and atat randamentele culturilor, cat isiguran a produselor
vegetale destinate consumului uman (AbdelRahman 2023). Protejarea calit ii solului a
devenit prin urmare o piatr de temelie in strategiile orientate spre asigurarea securit ii

alimentare globale i utilizarea durabil a resurselor.

Printre numeroasele riscuri pentru s n tatea solului, fungii fitopatogeni transmi i prin sol
reprezint o constrangere biologic major pentru sistemele agricole. Ace ti patogeni
cauzeaz pierderi severe de recolt la culturile de baz i medicinale, reducand nu doar
cantitatea, ci i calitatea i sigurana produselor vegetale. Dezvoltarea unor metode
experimentale fiabile pentru detectarea i caracterizarea lor este esen ial pentru diagnostic

precoce, management intit i prevenirea epidemiilor la scar larg .

Intr rile chimice, in special pesticidele, continu s joace un rol important in protec ia culturilor;
totu i, impactul lor de mediu pe termen lung nu poate fiignorat. Aplica iile repetate s-au dovedit
a afecta organismele netint , a perturba diversitatea microbian a solului i a conduce la

acumularea de reziduuri Th soluri i lan uri alimentare (Alengebawy 2021). Echilibrarea



%

~

Co-funded by A
the European Union INNO SATE LIFE

beneficiilor utiliz rii pesticidelor cu necesitatea protej riis n t ii solului necesit monitorizare

riguroas , evaluarea riscurilor iimplementarea unor alternative mai sigure.

In plus fa de amenin rile biologice i chimice, contaminarea cu metale grele este o
preocupare in cre tere in solurile agricole la nivel mondial. Surse precum activit ile miniere,
efluen ii industriali i utilizarea excesiv a ingr  mintelor fosfatice contribuie la concentra ii
ridicate de metale toxice incluzand cadmiu, plumb iarsen (Jaishankar 2014). Ace ti compu i
nu sunt biodegradabili itind s se acumuleze in soluri, reprezentand riscuri pe termen lung
pentru siguran a culturilor is n tatea uman . In acest context, fitoremedierea a ap rut ca o
abordare inovatoare, rentabil i prietenoas cu mediul. Prin utilizarea plantelor pentru a
extrage, stabiliza sau detoxifica contaminan ii, fitoremedierea ofer o alternativ promi toare

la tehnologiile conven ionale de remediere (Sharma 2023).

Acest capitol introduce metode experimentale concepute pentru a aborda trei dimensiuni
critice ale protec iei solului: (i) identificarea fungilor fitopatogeni transmi i prin sol, (ii) evaluarea
impactului pesticidelor asupra s n t ii solului i mediului, i (iii) aplicarea tehnicilor de
fitoremediere pentru eliminarea metalelor grele. impreun , aceste abord ri subliniaz rolul
esenial al solurilor in sprijinirea agriculturii durabile i evideniaz importan a integr rii
tehnicilor tiin ifice moderne in strategiile pentru securitatea alimentar , protec ia mediului i

utilizarea sigur a resurselor naturale.

1.2 Identificarea fungilor fitopatogeni transmi i prin sol

Patogenii transmi i prin sol reprezint una dintre cele mai persistente i distructive amenin ri
pentru sistemele agricole la nivel mondial. Bolile cauzate de ace ti organisme sunt
responsabile de pierderi masive de recolt la o gam larg de specii de plante, afectand atéat
randamentul, cat i calitatea (Katan, 2017). O caracteristic distinctiv a patogenilor transmi i
prin sol este capacitatea lor de a persista in sol pentru perioade lungi, adesea in absen a unei
plante gazd . Aceast strategie de supravie uire este mediat de producerea unor structuri
rezistente specializate, precum spori, chisturi, clamidospori, oospori, microsclero i i sclero i,
care le permit s reziste condi iilor de mediu nefavorabile (Alegbeleye et al., 2018; Jurkovifa
et al., 2017). Unele dintre aceste propagule sunt capabile s r man viabile peste un deceniu,

men inand astfel o surs continu de inocul care ingreuneaz gestionarea eficient a bolilor.

Germinarea acestor structuri de repaus este adesea declan at de semnale chimice eliberate

in rizosfer , incluzadnd exudatele radiculare ale plantelor sensibile sau disponibilitatea unor
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nutrien i specifici. Odat germinai, patogenii infecteaz r d cinile plantelor i iniiaz

colonizarea, rezultand frecvent in infec ii cronice care compromit vigoarea i productivitatea
plantelor. Deoarece bolile transmise prin sol sunt dificil de eradicat odat instalate, gestionarea
lor se bazeaz n mare m sur pe identificarea corect , detectarea precoce i m surile

preventive.

Bolile transmise prin sol se pot manifesta in cateva sindroame majore, in special ¢ derea
pl ntu elor (damping-off), putregaiurile radiculare i ofilirile vasculare, fiecare fiind asociat cu

un set caracteristic de patogeni i simptomatologie.
1.2.1 C dereapl ntu elor pre- ipost-emergen

C derea pl ntu elor (damping-off) este una dintre cele mai r spandite i importante boli
economic cauzate de fungii transmi i prin sol, afectand in special r sadurile tinere. Principalii

agen i cauzali includ Fusarium spp., Pythium spp. i Rhizoctonia spp.

C derea pl ntu elor pre-emergen apare atunci cand semin ele sau r sadurile sunt distruse
Tnainte de a ie i la suprafa a solului. Este asociat de obicei cu condi ii nefavorabile pentru
germinare, precum soluri excesiv de reci, fierbini sau imbibate cu ap , drenaj slab,
compactarea solului sau prezen a materiei organice nedecompuse. In aceste condiii,
propagulele fungice colonizeaz semin ele, ducand la degradare, putrezire i, infinal, lae ecul
r s ririi.
C derea pl ntu elor post-emergen se dezvolt dup cer sadurile au ie it, de obicei la sau
imediat sub linia solului. Simptomele includ putrezirea r d cinilor, esuturi imbibate cuap i
moi, idecolor ride la maro-grila verde-gri. In cazuri mai avansate, pot ap rea leziuni distincte
per d cini itulpiniinferioare, adesea maro-inchis, ro iatic-brun sau negre, cu margini uscate
i adancite. Infec iile severe stranguleaz tulpina, perturband transportul apei, ceea ce duce

la ofilire, pr bu ire i, n cele din urm , moartea r sadului.
1.2.2 Putregaiul radicular

Sindroamele de putregai radicular sunt cauzate frecvent de patogeni precum Phytophthora
spp. i Chalara elegans. Spre deosebire de ¢ derea pl ntu elor, care este in mare parte
limitat la dezvoltarea timpurie a plantelor, patogenii de putregai radicular pot ataca plantele
in stadii mai avansate, compromi and productivitatea general . Ace ti fungi invadeaz

esuturile corticale ivasculare aler d cinilor, afectand absorb ia apei i a nutrien ilor.

Simptomele aeriene includ de obicei vigoare redus , cloroz , ¢ derea prematur a frunzelor,

ofilire (adesea incepand de la esuturile apicale), uscarea ramurilor i moartea brusc a

1



%

~

Co-funded by A
the European Union INNO SATE LIFE

plantei. Deoarece aceste simptome sunt nespecifice, confirmarea in laborator a patogenului
cauzal este esenial pentru diagnostic corect. Putregaiul radicular poate persista de la un
sezon la altul datorit capacit ii patogenului de a supravie ui in resturi vegetale sau sub form

de propagule rezistente in sol.
1.2.3 Ofilirea vascular

Ofilirile vasculare reprezint un alt grup devastator de boli transmise prin sol. Ele sunt cauzate
de fungi i bacterii care colonizeaz sistemul vascular al plantei, perturband translocarea apei
i a nutrien ilor. Cei mai cunoscu i patogeni fungici din acest grup includ Verticillium spp. i

Fusarium spp.

Simptomele sunt adesea sistemice i includ ofilire progresiv , ing Ibenirea frunzelor i
necroz , frecvent inso ite de decolorarea vascular 1n tulpini, trunchiuri sau ramuri. esuturile
infectate pot prezenta fascicule vasculare innegrite atunci cand sunt t iate longitudinal, ceea

ce constituie un element diagnostic cheie.

Dintre fungii cauzatori de ofilire, Verticillium alboatrum (Reinke & Berthold) i Verticillium
dahliae (Klebahn) au o importan deosebit , afectdand o gam larg de culturi horticole ide
camp. Capacitatea lor de a persista in soluri prin microsclero i timp de mul i ani ii face deosebit

de dificil de gestionat.
1.2.4 Implica ii pentru securitatea alimentar

Persisten a i poten ialul distructiv al patogenilor transmi i prin sol subliniaz rolul lor critic in
securitatea alimentar . Prin reducerea randamentelor culturilor, modificarea calit ii
produselor i amenin area cultiv rii atat a plantelor de baz , cat i a celor medicinale, ace ti
patogeni reprezint un obstacol serios pentru agricultura durabil . Gestionarea lor necesit 0
abordare integrat care combin tehnici rapide de identificare (morfologice, moleculare i
serologice), practici culturale care reduc densitatea inoculului i, acolo unde este posibil,

utilizarea soiurilor rezistente.

Tn acest context, metodele experimentale discutate in sec iunile urm toare ofer instrumente
esen iale pentru detectarea i caracterizarea fungilor fitopatogeni transmi i prin sol.
Identificarea corect este primul pas ¢ tre conceperea unor strategii eficiente de control, care
contribuie in cele din urm la protec ia solurilor ila produc ia sigur de alimente, medicamente

i suplimente nutri ionale.
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Mycelium: hyaline, septate, and multinucleate

Conidiophores: usually well differentiated and erect,
verticillately branched over most of their length

Conidia: hyaline or brightly-coloured, ovoid or
ellipsoid and usually single-celled, they are borne on
phialides - specialized hyphae produced in a whorl
around each conidiophore

Teleomorph: not known

Resting structures:

Verticillium alboatrum — permanent mycelium in plant
debris

or in sail

Verticillium dahliae — small, black, thick walled
microsclerotia in plant debris or in soil

Conidiophores
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Fusarium wilt

Fusarium oxysporum Schil.

Symptoms of tomato Fusarium wilt

Mycelium: aerial mycelium is white, becoming
purple,

with discrete orange sporodochia present in some
strains;

reverse hyaline to dark blue or dark purple
Conidiophores: short, single, lateral
monophialides in

the aerial mycelium, later arranged in densely
branched

clusters

Conidia: macroconidia are fusiform, slightly Microconidia

curved,

pointed at the tip, mostly three septate, basal cells

pedicellate.

Microconidia are abundant, never in chains, J

mostly non-septate, ellipsoidal to cylindrical, .

straight or often curved. — —
Teleomorph: not known —t ;,@-; G £
Resting structures: chlamydospores are terminal N@i\ /3

or

intercalary, hyaline, smooth or rough walled.

Chlamydospores
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Sclerotinia root rot

Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary

Symptoms on gerbera and carrpt

Mycelium: white, cottony mycelium
Asexual spores: do not produce
Teleomorph: not known

Resting structures: sclerotia form in
and on all diseased tissue,
myceliogenic germination

and carpogenic germination (apothecia
with asci and ascospores)

S. sclerotiorum on PDA

Carpogenic germination of sclerotia Asci with ascospores
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Black root rot

Chalara elegans Nag. & Kendr.

Sympotms on carrot Symptoms on Kalanchoe
(www.discoverlife.org) (www. plantesygdomme.dk)

Mycelium: white, later become grey, well developed,
branched, smooth, septate, hyaline

Spores:
Phialoconidia (endoconidia,

microconidia) — unicellular and hyaline
with thin membrane, occur within
multicellular, simple and hyaline
conidiophores

Aleurioconidia (chlamydospores) -
unicellular with thickened, brown and
smooth membrane; occur in chains, in
the beginning they look like multicellular
conidia, but as they matures, they
turns black and separate

Teleomorph: not known

Resting structures: chlamydospores

[

Microconidia and chlamydospore
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Damping-off

Pythium species

Isolation of Pythium sp. from diseased Isolation of Pythium sp. from diseased
lettuce seedlings cauliflower seedlings

Mycelium: hyaline, colorless or pale yellowish and unicellular; septa can only be found in old
hyphae or during the formation of reproductive organs.

Spores:

Zoosporangia develop asexually on the undifferentiated branches of the mycelium. Zoospores
are differentiated in vesicles that are formed on the zoosporangium.

Gametes are formed on the mycelium: round oogonia and barrel-shaped antheridia. Oogonium
and antheridium may belong to the same or different hyphae. After copulation, an oospora is
formed.

Resting structures: oospores

Oospores (www.ag.arizona.edu)
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Damping-off, crown and root rot

Rhizoctonia solani J.G. Kihn

Sugarbeet root rot caused Rysolani Damping-off caused big. solani
(www. barenbrug.co.nz)

Mycelium: septate, multinuclear, initially colorless,
later brown; branches at 90 degree angles;
constrictions at the base of the hyphal branching
Spores: R. solani does not produce any spores except
in its teleomorph stage (Thanatephorus cucumeris)
Teleomorph: Thanatephorus cucumeris (multicellular
mycelium with unicellular basidia and hyaline,
unicellular, oval, slightly flattened at one end,
basidiospores

Resting structures: sclerotia

Branches at 90 degree angle
(,T“ cells)

[92)
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Damping-off, root, crown and stem rot

Phytophthora species

Soybean damping-off and root rot Phytophthora root rot of strawberry
(www. u.osu.edu)

Mycelium: elongated, wide, and aseptate,

cell walls contain celulose

Spores: sporangia (asexual spores) are hyaline
and lemon-shaped,; if they are in water or very high
relative humidity, the cytoplasm in the sporangia
divide and many zoospores emerge from each
sporangium

Resting structures: oospores (thick-walled and
generally globose)

Sporangia
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Charcoal rot

Macrophomina phaseolina (Tassi)] Goid.

Charcoal rot on parsley and carrot

Mycelium: hyaline, septate

Spores: pycnidia (dark brown or black, rough, globose or irregular; rarely observed under
natural conditions) with picnospores/conidia (unicellular, oval to egg-shaped, hyaline)
Resting structures: microsclerotia (spherical, oval or oblong, light brown becoming
brown to black with ageing

Microsclerotia in plnat tissusg Microsclerotia




1.3 Impactul pesticidelor asupra mediului

Una dintre cele mai mari provoc ri globale ale timpului nostru este poluarea mediului, care
submineaz echilibrul ecologic is n tateauman lascar planetar . Cauzele sale principale
includ devers rile de ape uzate din a ez rile urbane i industriale, scurgerile agricole,
eroziunea i sp larea de pe drumuri, gropile de gunoi prost gestionate, precipita iile acide i
devers rile accidentale la scar larg . Ca o consecin , solurile icorpurile de ap au devenit
rezervoare pentru metale grele, compu i organici toxici, nitra i, fosfa i ial i poluan i periculo i
( oki etal., 2012). Odat introduse in mediu, aceste substan e persist pentru perioade lungi
in soluri i sedimente, intrdnd in cele din urm 1n lan ul trofic. Ele migreaz de asemenea in
sistemele de ape de suprafa i subterane, de unde pot contamina sursele de ap potabil ,
generand in final riscuri severe atat pentru oameni, cat i pentru animale. Pentru a contracara
aceste amenin ri, numeroase m suri de protec ie i strategii de remediere au fost introduse,

vizand n special poluan ii organici persisten i precum pesticidele.

Utilizarea pesticidelor ca instrumente de protec ie a culturilor dateaz din antichitate. Totu |,
produc ia pe scar industrial ir spandit a pesticidelor sintetice a ihceput dup anii 1940,
cand necesitatea unei productivit i agricole ridicate a accelerat dezvoltarea i aplicarea lor.
Num rul substan elor active cu efecte pesticidale a crescut in paralel cu apariia noilor
d un tori iatulpinilor rezistente. Ast zi, pesticidele reprezint o piatr de temelie a produc iei
agricole globale, fiind aplicate pentru a controla o gam larg de organisme d un toare care

amenin randamentele culturilor (Figura 1.1).

Figura 1.1 Pesticide



Clasificarea pesticidelor

Pesticidele sunt definite ca substan e sau amestecuri de substan e aplicate pentru a preveni,

distruge, respinge sau reduce impactul organismelor d un toare (Figura 1.2). Exist mai multe

sisteme de clasificare, dar cea mai comun abordare categorizeaz pesticidele in func ie de

organismele- int (Fanda, 2022). Pe baza acesteia, pesticidele sunt grupate in 11 categorii

principale:
1. Acaricide - controleaz acarienii.
2. Algicide —suprim algele.
3. Repelen ipentrup s ri —previn pagubele culturilor cauzate de p s ri.
4. Bactericide —inhib sau distrug bacteriile.
5. Fungicide —suprim cre terea fungilor.
6. lerbicide — suprim buruienile.
7. Insecticide — controleaz insectele d un toare.
8. Limacide (moluscicide) —suprim melcii ilimac ii.
9. Nematicide — controleaz nematozii.

10. Rodenticide — suprim roz toarele.

11. Virucide —reduc sau inactiveaz infec iile virale.

O alt distinc ie este adesea f cut Tintre produsele de protec ie a plantelor (PPP) chimice i

biologice. O clasificare larg utilizat grupeaz pesticidele in funcie de tipul de organism

d un tor pe care 1l vizeaz : zoocide, fungicide iierbicide



Figura 1.2 Aplicarea pesticidelor zoocide

Zoocidele cuprind un grup mare i divers de produse pentru protecia plantelor (PPP),
dezvoltate special pentru a controla organismele d un toare de origine animal . Ele sunt

subdivizate astfel:

Insecticide — vizeaz insectele, care sunt printre cei mai d un tori d un tori agricoli
la nivel mondial. Efectele lor variaz de la pagube directe prin hr nire pan la

transmiterea agen ilor patogeni ai plantelor.

Acaricide — controleaz acarienii, care cauzeaz pierderi semnificative de randament

n multe culturi horticole.

Nematicide — suprim nematozii parazii ai plantelor, viermi microscopici care atac

r d cinile ireduc absorb ia de nutrien i.

Limacide (moluscicide) - suprim limac ii i melcii, care deterioreaz frunzele,

tulpinile i fructele.

Rodenticide - vizeaz roz toarele precum oarecii i obolanii, care deterioreaz

alimentele depozitate, semin ele i culturile de camp.

~

Repelen i pentru p s ri — descurajeaz p s rile s se hr neasc din culturi, in

special cereale i fructe.



Gruparea zoocidelor evideniaz marea diversitate a organismelor-int din agricultur i
subliniaz dependen a sistemelor agricole moderne de ageni chimici de control al

d un torilor.

Fungicide i lerbicide
Al turi de zoocide, dou categorii suplimentare de pesticide sunt critice In agricultur :

Fungicidele , care suprim fungii patogeni i pseudofungii, iar in unele cazuri bacteriile
responsabile de bolile plantelor. Aplicarea lor previne pierderile de recolt cauzate de

putregaiuri radiculare, mucegaiuri, man i ofiliri.

lerbicidele (Figura 1.3), care sunt concepute pentru a suprima buruienile. Prin
reducerea competi iei buruienilor pentru nutrien i, lumin i ap , ierbicidele joac un

rol-cheie n cre terea randamentelor culturilor i a eficien ei.

Figura 1.3 Buruieni de floarea soarelui

Alte PPP-uri — regulatori de cre  tere ai plantelor i adjuvan i

De i pesticidele sunt extrem de eficiente, efectele lor de mediu pe termen lung sunt profunde.
Pesticidele organoclorurate iorganofosforice sunt notabile pentru lipofilicitatea lor, stabilitatea
chimic i persisten a, care le permit s se acumuleze in soluri, corpuri de ap i organisme
vii. Ele se bioacumuleaz 1n esuturile adipoase, g Ibenu urile de ou i ficatul animalelor,
precum i1in uleiurile vegetale, intrand astfel i amplificAndu-se prin lan ul trofic (Frazar, 2000).
Datorit utiliz rii lor extinse, adesea cu practici de aplicare necorespunz toare, aceste
compu i contamineaz solul, apa i aerul, reprezentand riscuri pentru culturi, animale

domestice, fauna s Ibatic is n tatea uman



Ca r spuns, guvernele au implementat cadre de reglementare pentru a controla produc ia,
distribu ia i aplicarea pesticidelor. In Uniunea European , Directiva 2009/128/CE ofer un
cadru legal pentru utilizarea durabil a pesticidelor, punand accent pe managementul integrat
al d un torilor (IPM), reducerea dependen ei de substan e chimice i promovarea unor

alternative mai sigure (Figura 1.4).

Figura 1.4 Aplicarea produselor de protec ie a plantelor in livad

Factori care afecteaz bioremedierea pesticidelor

Eficien a bioremedierii pesticidelor depinde de o interac iune complex de factori biologici,
chimici i de mediu, care determin dac microorganismele pot metaboliza i mineraliza un

contaminant.

O constrangere principal este absen a microorganismelor adecvate in siturile contaminate.
Multe pesticide, Th special compu ii sintetici, au structuri moleculare care sunt str ine
ecosistemelor naturale. Ace ti a a-numii compu i xenobiotici adesea nu au analogi naturali,
ceea ce Inseamn c sistemele enzimatice microbiene nu au evoluat pentru a-i recunoa te
sau degrada eficient ( oki et al.,, 2012). Chiar i atunci cand microorganisme capabile de
degradare parial sunt prezente, c ile de degradare pot fi incomplete, rezultand in

acumularea de intermediari toxici sau recalcitran i.

Un alt factor este biodisponibilitatea, adic accesibilitatea moleculelor de pesticide pentru
celulele microbiene. Pesticidele hidrofobe, precum organoclorurile, se leag adesea puternic

de materia organic a solului sau de particulele de argil , reducand solubilitatea lor in solu ia



solului. Aceast adsorb ie previne transportul prin membranele microbiene, reducand efectiv
poten ialul de biodegradare. In plus, dimensiunea molecular i structura pesticidelor pot
influen adac enzimele sunt capabile s le hidrolizeze sau s le oxideze. Unele molecule sunt

atat de stabil structurate incéat rezist complet atacului enzimatic.

Condi iile de mediu joac de asemenea un rol decisiv. Microorganismele necesit oxigen,
umiditate, nutrien i (in special carbon, azot ifosfor) iun pH adecvat pentru a func iona optim.
Tn multe soluri contaminate, aceste condi ii sunt suboptime. De exemplu, solurile foarte acide
sau saline pot inhiba activitatea microbian , in timp ce condi iile anaerobe limiteaz procesele
de degradare aerob . Mai mult, disponibilitatea redus a nutrien ilor creeaz un scenariu in
care microbii metabolizeaz preferen ial surse naturale de carbon, u or degradabile, in loc s

vizeze pesticidele xenobiotice.

Un alt factor critic este co-metabolismul. Multe pesticide nu sunt degradate deoarece
microorganismele nu le pot utiliza ca singura lor surs de carbon sau energie. Totu i, Tn
prezen a unui al doilea substrat mai favorabil, microbii pot co-metaboliza pesticidul ca reac ie
secundar . Aceast dependen de co-substrate inseamn ¢ eficien a degrad rii este
puternic dependent de context, iar eforturile de remediere pot necesita ad ugarea de

amendamente organice pentru a stimula metabolismul microbian (Figura 1.5).

Figura 1.5. Factorii care afecteaz bioremedierea pesticidelor



In rezumat, persisten a pesticidelor rezult dintr-o combinaie de rezisten structural ,
biodisponibilitate limitat , condi ii nefavorabile ale solului i adaptare microbian insuficient .
n elegerea acestor constrangeri este esen ial pentru conceperea unor strategii eficiente de

remediere.
Metode de remediere

Pentru a dep i persisten a pesticidelor in soluri i sedimente, au fost dezvoltate mai multe
tehnologii de remediere. Acestea pot fi clasificate, in linii mari, ca metode termice, chimice,

biologice i bazate pe fitoremediere, fiecare avand avantaje i limit ri specifice.
1. Dezorb iatermic latemperatur sc zut (LTTD)

LTTD este o tehnologie fizico-chimic ex situ utilizat pe scar larg pentru indep rtarea
compu ilor organici semivolatili i volatili, incluzand pesticidele. Solul sau sedimentul
contaminat este inc Izit la 150-540 °C, volatilizAnd poluan ii organici f r a atinge oxidarea
complet . Gazele volatilizate sunt ulterior captate printr-o succesiune de procese, precum

post-ardere, condensare sau adsorb ie pe filtre de carbon activ (Figura 1.6).

Figura 1.6 Degradarea pesticidelor in agricultur
(Bali evi & Ravli , 2014)



De i eficient in separarea pesticidelor de soluri, LTTD nu distruge chimic moleculele, ceea
ce inseamn ¢ un tratament secundar al fazei de vapori este necesar pentru a evita re-
eliberarea poluan ilor. Distrugerea complet poate fi ob inut atunci cand gazele sunt trecute
prin camere de combustie la temperatur Tnhalt . Procesul este eficient, dar limitat de cerin a
ca solurile s conin un minim de 20% faz solid i este ineficient impotriva contaminan ilor

anorganici precum metalele grele (Gongalves & da Silva Delabona, 2022).

2. Incinerarea
Incinerarea este considerat una dintre cele mai fiabile metode pentru distrugerea complet

a poluan ilor organici. Procesul implic dou etape:

Volatilizare la 540-990 °C, in timpul ¢ reia compu ii organici sunt elibera i in form

gazoas .

Oxidare la temperatur  Tnalt la 870-1200 °C, unde ace ti compu i sunt

mineraliza i in CO , H O i reziduuri anorganice (Singhvi et al., 1994).

Cenusa rezultat , dac este conform cu reglement rile de siguran , poate fi eliminat in
condiii de siguran . Principalul avantaj al inciner rii este eliminarea ireversibil a
contaminan ilor. Totu i, metoda este costisitoare, necesitand facilit i specializate i
transportul materialelor contaminate, ceea ce ridic atat riscuri logistice, cat i riscuri de
poluare secundar . Mai mult, procesul consum cantit i semnificative de energie i poate

elibera poluan i secundari precum dioxinele, dac nu este controlat corespunz tor.

3. Bioremedierea

Bioremedierea valorific activitatea metabolic a microorganismelor pentru a transforma sau
mineraliza pesticidele. Ea reprezint o alternativ cu cost redus, sustenabil din punct de

vedere al mediului, comparativ cu metodele fizico-chimice. Procesele cheie includ:

Oxidarea, unde enzimele microbiene convertesc pesticidele in produse mai puin

nocive.

Biosinteza , in care microorganismele incorporeaz fragmente derivate din pesticide

n biomasa lor.



Autooxidarea , implicand reac ii chimice spontane catalizate de metaboli ii microbieni
(Raffa & Chiampo, 2021).

Ideal, produsele finale sunt CO iH O, f r acumularea de intermediari toxici.
Strategiile de bioremediere sunt imp r ite in:

Tehnici ex situ : incluzand bioractoare, biofiltre i compostare. In compostare, solurile
contaminate sunt amestecate cu materie organic , care serve te atat ca surs de

nutrien i, cat ica stimulent pentru activitatea microbian (Gunther et al., 2000).

Tehnici in situ : incluzand bioventilarea, biospray-ul i biostimularea, unde oxigenul i
nutrien ii sunt furnizai direct in soluri pentru a imbun t i activitatea comunit ilor

microbiene indigene (Erguven, 2018).

Succesul bioremedierii depinde Th mare m sur de in elegerea ecologiei microbiene a sitului
contaminat i, in multe cazuri, poate necesita inginerie genetic a microorganismelor sau

utilizarea consor iilor microbiene pentru a | rgi capacitatea de degradare.

4. Fitoremedierea

Fitoremedierea este adesea considerat o ,tehnologie verde” acceptabil din punct de vedere
ecologic, bazat pe plante i microbiota rizosferei lor pentru a degrada, stabiliza sau extrage

pesticidele. Procesul opereaz prin mai multe mecanisme:
Fitoextrac ia — poluan ii sunt absorbiider d cini iacumulaiin esuturile plantelor.
Rizofiltrarea — toxinele sunt adsorbite sau absorbite de r d cini din apa contaminat .

Fitodegradarea (fitotransformarea) - activitatea enzimatic din plante sau din

microbii asocia i descompune contaminan ii in produse mai pu in nocive.

Fitostabilizarea — poluanii sunt imobilizai Tn rizosfer , reducand mobilitatea i

biodisponibilitatea lor.

Plantele acioneaz ca catalizatori , stimuland activitatea microbian din rizosfer prin
eliberarea de exudate radiculare. Aceast sinergie plant —microb accelereaz procesele de
degradare iimbun t e te capacitatea de autoepurare a solului. Totu i, fitoremedierea are
limit ri: penetrarea r d cinilor este de obicei limitat la primii 30—45 cm de sol, iar ratele de

remediere sunt mai lente comparativ cu metodele fizico-chimice.



Specii precum Kochia sp. (Bassia scoparia (L.) A. J. Scott)  sunt deosebit de eficiente
datorit r d cinilor adanci i capacit ii lor de a stimula activitatea microbian . Studiile au
ar tat ¢ plantele cu sisteme radiculare extinse realizeaz o absorb ie i transformare mai
mare a pesticidelor, reducand adesea concentra iile biodisponibile la niveluri compatibile cu

refacerea ecologic ( oki etal., 2012).

De i nu reprezint o soluie de sine st t toare pentru to i contaminan ii, fitoremedierea este
extrem de valoroas 1n cadrele integrate de remediere, unde completeaz metodele

microbiene, termice i chimice.

1.4 Fitoremedierea metalelor grele in soluri

Defini ie

Fitoremedierea se refer la utilizarea plantelor superioare, algelor i fungilor pentru a reduce,

imobiliza sau transforma poluan ii prezen i in sol, ap sau aer. Prin activitatea lor metabolic
i interac iunea cu microorganismele asociate, aceste organisme absorb, degradeaz sau

convertesc contaminan ii, contribuind astfel la restaurarea ecosistemelor ila imbun t irea

calit ii mediului.

Termenul fitoremediere provine din cuvantul grecesc phyto (plant ) idin latinescul remedium
(a vindeca sau a reabilita), reflectand rolul s u ca strategie de tratament biologic pentru medii
contaminate (Prasad, 2003). in practic , fitoremedierea cuprinde o colec ie de proceduri Tn
care r d cinile plantelor, enzimele i microorganismele rizosferei coopereaz pentru a izola,

transporta, detoxifica sau mineraliza poluan ii din soluri.



Figura 1.7 Procese de fitoremediere

Mecanismele toleran ei plantelor
Plantele care prosper in soluri contaminate au dezvoltat multiple mecanisme adaptive care

le permit s tolereze concentra ii ridicate de metale grele. Aceste mecanisme includ:
sechestrarea metalelor in vacuole,
legarea de componentele peretelui celular,
chelatarea prin fitochelatine i metalotioneine, i

activarea ap r rilor antioxidante care atenueaz stresul oxidativ.



Astfel de adapt ri constituie baza aplic rii lor in remediere, permi &ndu-le s supravie uiasc

is creasc 1n medii puternic poluate unde majoritatea altor specii nu pot.

Metode de remediere a solului

Remedierea solurilor contaminate cu metale grele poate fi realizat prin metode fizice, chimice
sau biologice:

Metode fizice : ex. sp larea solului, levigarea solului, excava ia.
Metode chimice : ex. stabilizare chimic , imobilizare, oxido-reducere.
Metode biologice : ex. bioremediere, fitoremediere, remediere asistat microbian.

In cadrul strategiilor biologice, fitoremedierea a ap rut ca o abordare deosebit de atractiv
datorit rentabilit ii, sustenabilit ii i capacit ii de a imbun t i structura solului in timp ce

reduce simultan poluarea (Tangahu et al., 2011).

Mecanismele de baz ale fitoremedierii

Fitoremedierea opereaz prin mai multe procese distincte, dar uneori suprapuse (Figurile 1—
6):

1. Fitoproliferarea — Plantele se stabilesc i cresc in solurile contaminate, timp in care

sistemele lor radiculare absorb iconcentreaz poluan ii din sol sau ap .



Figura 1.8 Procese de fitoremediere

2. Fitorizostaza — Plantele acumuleaz metale grele iali contaminaniin esuturile lor
f r a suferi daune fiziologice semnificative. Acest proces permite ca poluanii s fie

concentra i Tn biomasa recoltabile, simplificand indep rtarea.

Figura 1.9 Procese de fitoremediere



3. Fitodegradarea (sau fitotransformarea) —  Plantele produc enzime (ex. dehalogenaze,
peroxidaze, laccaze) capabile s descompun poluani organici complec i sau s

transforme contaminan i anorganici inh forme mai pu in toxice.

Figura 1.10 Procese de fitoremediere

4. Fitoextrac ia — Plantele absorb metale i metaloizi din soluri sau ap i 1i transloc in
p rile supraterane precum tulpini ifrunze. Biomasa contaminat poate apoi fi recoltat i

eliminat n siguran sau procesat pentru recuperarea metalelor.



Figura 1.11 Procese de fitoextrac ie

5. Rizofiltrarea (Fitorizofiltrarea) — R d cinile filtreaz i adsorb poluanii, Tn special
metalele grele, din ap . Aceast metod este deosebit de eficient in zonele umede

construite sau pentru tratarea efluen ilor industriali.



Figura 1.12 Procese de fitostabilizare i rizofiltrare

6. Fitovolatilizarea — Anumite plante preiau contaminani i 7i transform 1n compu i

volatili care sunt ulterior elibera i in atmosfer sub forme mai pu in nocive.
Avantaje ilimit ri

Fitoremedierea este considerat o tehnologie verde, oferind multiple avantaje ecologice i
economice: este cu cost redus, neinvaziv , estetic compatibil cu peisajele i contribuie la
mbun t irea fertilit ii solului. Tn plus, favorizeaz interac iunile din rizosfer , stimuland

activitatea microbian i promovand biodiversitatea.

Totu i, fitoremedierea are i limit ri importante:
eficien a sa este constrans de adancimear d cinilor (de obicei 30-50 cm),
remedierea este adesea mai lent comparativ cu tratamentele fizico-chimice,

absorb ia poluan ilor variaz in func ie de specie vegetal , tip de contaminant icondi ii

ale solului, i
biomasa recoltat , care con ine poluan i concentra i, necesit o0 gestionare atent .

In ciuda acestor provoc ri, fitoremedierea r mane o strategie promi toare pentru
managementul solurilor contaminate cu metale grele, mai ales atunci cand este integrat cu
alte tehnologii de remediere.



Absorb ia itranslocarea metalelor grele n plante

Absorb ia i translocarea metalelor grele in plante sunt mediate de o gam de procese
fiziologice i biochimice, incluzand absorb ia radicular , transportul de lar d cini la p rile
aeriene, Inc rcarea xilemului i sechestrarea celular (Yan et al., 2020). Multe metale grele se
g sesc in soluri sub forme ionice solubile, ceea ce le face u or disponibile pentru absorb ia
radicular . Totu i, altele exist sub forme insolubile sau slab mobile, reprezentand provoc ri
pentru absorb ia de c tre plante. Pentru a dep i aceasta, plantele au evoluat mai multe
mecanisme adaptive care cresc biodisponibilitatea metalelor in rizosfer . Un astfel de
mecanism implic secre ia de ageni chelatori (ex. acizi organici, aminoacizi i compu i
fenolici) de c tre r d cini, care mobilizeaz metale altfel indisponibile, imbun t indu-le
absorb ia (Dalvi & Bhalerao, 2013).

Figura 1.13 Procese de fitostabilizare, rizofiltrare, extrac ie i fitovolatizare

C ile de absorb ie a metalelor grele
Absorb ia metalelor grele are loc prin dou c i principale: apoplastic i simplastic .

Calea apoplastic implic difuzia pasiv prin apoplast, unde metalele se deplaseaz de-a
lungul pere ilor celulari ispa iilor intercelulare f r a traversa membrana plasmatic . Aceast

cale depinde in mare m sur de gradientele de concentra ie ide compoziia solu iei solului.

Calea simplastic , in contrast, este un proces activ care implic trecerea metalelor prin esuturi
vii, incluzand citoplasma i membranele plasmatice, adesea mediat de proteine transportoare
specifice (Peer et al., 2005).

Dup absorbie, ionii metalelor grele formeaz de obicei complexe stabile cu molecule
chelatoare precum fitochelatinele i metalotioneinele n interiorul celulelor radiculare,
reducandu-le toxicitatea. Aceste complexe sunt sechestrate fie Tn vacuole (depozitare

intracelular ), fie imobilizate in pere ii celulari (depozitare extracelular ) (Ali et al., 2013).



Odat detoxificai icompartimenta i, o parte dintre ionii metalici este transportat ¢ tre stela
r d cinii i ulterior inc rcat in xilem, unde sunt transloca i prin fluxul de transpiraie ¢ tre
organele supraterane ale plantei (Thakur et al., 2016; Kumar et al., 2022). Aceast distribu ie
sistemic permite anumitor specii s acumuleze cantit i semnificative de metale in tulpini i

frunze, formand baza fiziologic a fitoremedierii.
Fitoremedierea i hiperacumulatorii

Tn ultimii ani, fitoremedierea a ap rut ca o tehnologie eficient , sustenabil din punct de vedere
ecologic i relativ cu costuri reduse pentru indep rtarea sau stabilizarea metalelor toxice din
soluri. Dintre strategiile incluse n fitoremediere, fitoextrac ia este deosebit de relevant pentru
metalele grele, bazandu-se pe capacitatea natural a plantelor de a absorbi i acumula atat

metale esen iale, cat i neesen iale in esuturile lor.

Plantele cu o capacitate extraordinar de acumulare a metalelor sunt clasificate drept
hiperacumulatori (Trapp & Legind, 2010). Aceste specii pot tolera i concentra metale precum
plumbul (Pb), cadmiul (Cd), cromul (Cr), arsenul (As) i radionuclizii, care sunt in mod normal
toxici pentru majoritatea plantelor. Mai mult, hiperacumulatorii sunt capabili s preia nu doar
micronutrien i esen iali necesari pentru cre tere (ex. Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo, Ni), ci i metale
neesen iale i toxice (ex. Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se, Hg) care nu au nicio func ie biologic

cunoscut (Vamerali et al., 2009). Aceast abilitate 1i face instrumente extrem de valoroase

pentru decontaminarea solurilor afectate de activit i industriale, minerit i poluarea agricol .

Aspecte pozitive ale fitoremedierii

Fitoremedierea ofer mai multe avantaje comparativ cu tehnologiile conven ionale de

remediere:

Eficien iaplicabilitate larg — Poate reduce semnificativ nivelurile poluan ilor ieste eficient

mpotriva unui spectru larg de contaminan i, incluzand metale, compu i organici iradionuclizi.

Fezabilitate economic — Necesit mai puin infrastructur , nu necesit personal Tnalt

specializat i este considerabil mai ieftin decéat metodele fizice sau chimice de remediere.

Adecvarea pentru suprafe e mari — Este deosebit de atractiv pentru terenuri mari, moderat
contaminate, unde remedierea tradi ional este imposibil din punct de vedere economic sau

tehnic.



Compatibilitate ecologic —Tmbun t e te fertilitatea solului, spore te diversitatea microbian
din rizosfer i se integreaz armonios in peisaje, evitand perturbarea de mediu cauzat de

excava ie sau incinerare.

Raport cost-eficien In tratarea apei — Fitoremedierea este deosebit de util pentru
remedierea unor volume mari de ap cu concentra ii sc zute de contaminan i sau pentru soluri

de suprafa cu contaminare difuz , de nivel sc zut pan la moderat.

Aceste avantaje au poziionat fitoremedierea ca o alternativ inovatoare la metodele
tradi ionale, precum depozitarea de eurilor periculoase sau sp larea solului. Spre deosebire
de abord rile conven ionale, ea nu necesit intr ri energetice ridicate sau tehnologii complexe,

f cand-o nu doar rentabil , ci isustenabil pe termen lung.
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CAPITOLUL 2. ANALIZA CONTAMINAN ILOR, REZISTEN A
ANTIMICROBIAN

2.1 Introducere

Contaminarea mediului de ¢ tre activit ile antropice a devenit una dintre provoc rile definitorii
ale secolului XXI, cu implica ii profunde pentru ecosisteme, siguran a alimentar is n tatea
public . Dezvoltarea industrial modern , agricultura intensiv , urbanizarea i utilizarea
excesiv a substan elor chimice au dus la eliberarea pe scar larg a poluan ilor in soluri,
sisteme acvatice i atmosfer . Ace ti contaminan i includ metale grele, pesticide, produse
farmaceutice, solven i organici, reziduuri de plastic i microorganisme patogene. Dovezile tot
mai numeroase sugereaz c ace ti poluaninu ac ioneaz izolat, ciinterac ioneaz adesea,
amplificandu- i impactul toxicologic i ecologic. Printre ace tia, contaminarea antimicrobian

i cre terea rezisten ei antimicrobiene (AMR) reprezint o criz global deosebit de urgent .

Agen ii antimicrobieni, odinioar considera i instrumente revolu ionare in medicin , agricultur

i cre terea animalelor, sunt recunoscu i din ce in ce mai mult ca arme cu dou t i uri.
Utilizarea lor extins i adesea necontrolat nu doar ¢ a dus la p trunderea reziduurilor in
sisteme de mediu, dar a i favorizat apariia ir spandirea tulpinilor microbiene rezistente.
Prezen a antimicrobienelor in soluri, sedimente, ape de suprafa i chiar ape subterane
exercit o presiune selectiv continu asupra comunit ilor microbiene, permi and proliferarea
genelor de rezisten itransferul acestora intre specii (Martinez, 2009). Aceasta a creat ceea
ce muli cercet tori numesc ,dimensiunea de mediu a rezisten ei antimicrobiene”, unde
ecosistemele naturale devin atat rezervoare, cat icanale pentru bacterii rezistente igene de

rezisten

Soarta antimicrobienelor in mediu este influen at de multiple procese, incluzand degradarea,
adsorb ia de particulele solului, levigarea in apele subterane i absorb ia de ¢ tre plante i
animale. Persisten a lor variaz larg in funcie de structura chimic a compusului i de
propriet ile mediului receptor. Tn timp ce unele antibiotice se degradeaz relativ rapid, altele
r man stabile pentru perioade lungi, crednd expunere ecologic sus inut . Reziduuri sunt
detectate frecvent in soluri agricole irigate cu ape uzate, Tn rauri care primesc eflueni de la
fabrici farmaceutice i in terenuri fertilizate cu gunoi de grajd. Aceste ¢ i ilustreaz modul in
care activit ile umane sunt legate intrinsec de r spandirea in mediu a contaminanilor ia
AMR.



Consecin ele acestor procese se extind dincolo de compartimentele de mediu. Bacteriile
rezistente i genele de rezisten provenite din zonele fierbini de mediu pot reintra in
popula iile umane i animale prin alimente contaminate, ap i contact direct. Acest ciclu
ilustreaz conceptul One Health, care subliniaz ¢ s n tatea uman , animal i a mediului
sunt interconectate inu pot fi abordate izolat (Robinson et al., 2016). Cre terea organismelor
multirezistente precum Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa
reprezint o0 amenin are sever pentru medicina clinic , op iunile de tratament pentru infec ii

comune devenind din ce In ce mai limitate.

O alt dimensiune care complic aceast problem este interac iunea dintre antimicrobiene i
al i contaminan i de mediu. Metale grele, pesticide, dezinfectan i i microplastice pot coexista
cu antimicrobiene, uneori intensificand selec ia i persisten a tulpinilor rezistente. De exemplu,
metale grele precum cuprul i zincul, utilizate pe scar larg Tn agricultur , s-a demonstrat ¢
co-selec ioneaz gene de rezisten datorit platformelor genetice comune precum plasmidele
i integronii (Seiler & Berendonk, 2012). Similar, poluan ii organici pot afecta metabolismul
microbian, modificand indirect dinamica rezisten ei. Astfel de interac iuni eviden iaz impactul

sinergic al amestecurilor complexe de contaminan i Tn modelarea tiparelor de rezisten

Factorii de mediu ai rezisten ei antimicrobiene sunt diver i i multifactoriali. Factori precum
temperatura, pH-ul, disponibilitatea nutrienilor i compoziia comunit ii microbiene
influen eaz semnificativ persisten a antimicrobienelor i mobilitatea genelor de rezisten

Ecosistemele acvatice, in special raurile i sedimentele, sunt considerate rezervoare majore
derezisten datorit roluluilor de zone de convergen pentru apele uzate domestice, efluen i
spitalice ti i scurgerile agricole. Sistemele de sol sunt la fel de importante, func ionand ca
rezervoare pe termen lung pentru contaminan i i ca focare pentru transferul orizontal de gene

Tntre comunit ile microbiene.

Dintr-o perspectiv de risc, AMR reprezint o dubl amenin are: compromite s n tatea public

prin reducerea eficacit ii antibioticelor i submineaz integritatea ecosistemului prin
modificarea dinamicii comunit ilor microbiene. Patogenii rezisten i din mediu pot coloniza noi
gazde, in timp ce schimb rile in comunit ile microbiene pot perturba ciclurile de nutrien i,
fertilitatea solului i serviciile ecosistemice generale. Mai mult, costul economic al AMR este
estimat a fi enorm, estim rile sugerand milioane de decese premature i pierderi economice

globale de trilioane de dolari pan 1n 2050 dac problemar mane nemitizat (O’Neill, 2016).

Avand n vedere aceste preocup ri, cercetarea s-a concentrat tot mai mult pe metode de

detectare, monitorizare i reducere a contamin rii i rezisten ei antimicrobiene in mediu.



Instrumente analitice avansate precum metagenomica, secven ierea de inalt performan i
spectrometria de mas permit evalu ri detaliate ale contaminan ilor i genelor de rezisten

In acela i timp, sunt dezvoltate strategii inovatoare pentru a atenua r spandirea AMR,
incluzadnd utilizarea zonelor umede construite, amendamentele cu bioc rbune in soluri,
procese avansate de oxidare in tratarea apelor uzate i politici care promoveaz utilizarea

responsabil a antimicrobienelor.

Acest capitol abordeaz problema critic a contaminan ilor de mediu cu un accent special pe
reziduurile i rezistena antimicrobian . El exploreaz urm toarele teme: soarta
antimicrobienelor Tn mediu, mecanismele prin care rezisten a apare i se r spande te,
consecin ele asupra s n t ii i ecologiei ale expunerii la antimicrobiene, efectele sinergice
ale antimicrobienelor cu al i poluan i i factorii de mediu care modeleaz dinamica rezisten ei.
Tn final, eviden iaz tehnicile actuale iemergente pentru reducerea rezisten ei i contamin rii
antimicrobiene, f cand leg tura intre cuno tin ele din tiin a mediului, microbiologie, s n tate

public i politici.

Prin examinarea acestor dimensiuni, capitolul T i propune s ofere o in elegere cuprinz toare
a implica iilor ecologice i de s n tate ale contaminanilor i rezisten ei antimicrobiene,
situdndu-le in cadrul mai larg al managementului durabil al mediului i al securit ii globale a

snt i

2.2 Metodologii de laborator pentru testarea suscep  tibilit ii bacteriene la

antimicrobiene

R spandirea mai multor bacterii patogene rezistente la antimicrobiene a fost recunoscut de
Organiza ia Mondial pentruS n tatea Animalelor (OIE) , Organiza ia pentru Alimenta ie
i Agricultur  (FAO) i Organiza ia Mondial a S n t ii (OMS) ca o amenin are global
serioas atat pentru s n tatea uman , cat i pentru cea animal . Dezvoltarea rezisten ei
bacteriene la antimicrobiene nu este nici nea teptat , nici un fenomen nou. Totu i, a devenit
o problem din ce In ce mai ingrijor toare din cauza apari iei frecvente a unor noi fenotipuri de
rezisten in randul diferitelor bacterii patogene i chiar al organismelor comensale. Istoric,
multe infec ii puteau fi tratate cu succes pe baza experien ei anterioare a unui clinician (adic |,
terapie empiric ). Totu i, aceast abordare devine mai degrab o0 excep ie decéat o regul
(Walker, 2007). Rezisten a a fost observat Tmpotriva aproape tuturor agen ilor antimicrobieni
aproba i in prezent pentru utilizare atat in medicinauman , cat iincea veterinar . Combina ia

dintre varietatea larg de ageni antimicrobieni disponibili i r spandirea rezisten ei face



selec ia unui tratament adecvat din ce in ce mai dificil . Ca urmare, clinicienii s-au bazat tot
mai mult pe datele ob inute prin testarea in vitro a susceptibilit ii la antimicrobiene (AST),

subliniind rolul critic al laboratoarelor de diagnostic in practica clinic .

Exist mai multe metode de AST disponibile pentru a determina susceptibilitatea bacterian

la antimicrobiene. Alegerea metodei depinde de diver i factori, incluzand practicabilitatea,
flexibilitatea, automatizarea, costul, reproductibilitatea, acurate ea i preferin ele individuale.
Standardizarea i armonizarea metodologiilor AST in supravegherea epidemiologic a
rezisten ei antimicrobiene este crucial pentru asigurarea comparabilit ii intre programele de
supraveghere naionale i internaionale desf urate de rile membre OIE. Este esen ial ca
metodele AST s furnizeze rezultate reproductibile n utilizarea de rutin a laboratorului i ca
datele s fie aliniate cu rezultatele ob inute dintr-o metod de referin recunoscut ca
.Standard de aur’. F r metode standardizate sau proceduri de referin , rezultatele
susceptibilit i provenite din laboratoare diferite nu pot fi comparate in mod fiabil. Tn plus,
metodele utilizate pentru selec ia probelor Tn programele de supraveghere a rezisten ei
antimicrobiene, precum i cele pentru izolarea bacterian primar , ar trebui de asemenea
standardizate sau armonizate pentru a permite compararea direct a datelor intre regiuni

diferite. Aceste aspecte sunt abordate intr-un document OIE (Dehaumont, 2004).

Pe m sur ce tiina AST a avansat, exist acum o in elegere mai clar a factorilor multipli
care influen eaz rezultatele test rii susceptibilit ii. Acest document ofer ghiduri pentru
standardizarea metodologiilor AST | pentru interpretarea rezultatelor testelor de

susceptibilitate la antimicrobiene.

2.2.1 Cerin ele test rii

Pentru a asigura standardizarea metodelor de testare a susceptibilit ii la antimicrobiene (AST)
i comparabilitatea rezultatelor intre laboratoare, trebuie Tndeplinite urm toarele cerin e

fundamentale:
Metodologie standardizat i armonizare
Adoptarea metodelor AST standardizate este esen ial .

Armonizarea parametrilor de testare, incluzand selec ia agen ilor antimicrobieni i

criteriile interpretative corespunz toare, trebuie asigurat .



Definire clar i documentare

Toate metodele standardizate AST, Tmpreun cu specificaiile critice i criteriile
interpretative, trebuie definite explicit, documentate temeinic i aplicate uniform intre

laboratoare.
Acurate e ireproductibilitate

Metodele AST trebuie s genereze constant date corecte, reproductibile i

cuantificabile pentru a men ine integritatea rezultatelor.
Stabilirea laboratoarelor coordonatoare

Laboratoare de referin naionale sau regionale ar trebui desemnate pentru a
supraveghea coordonarea metodologiilor AST, pentru a asigura interpret ri corecte i

pentru a implementa m suri riguroase de control al calit ii.
Managementul calit ii iacreditare

Laboratoarele microbiologice trebuie s implementeze is menin un sistem formal

de management al calit ii pentru a sus ine standardele de testare.

Laboratoarele ar trebuis ob in acreditare de laoter parte, asigurand conformitatea
cu standardele recunoscute internaional de Cooperarea pentru Acreditarea
Laboratoarelor (ILAC) .

Participarea la programe de testare a competen ei trebuie s fie obligatorie pentru a

verifica competen a tehnic .
Tulpini de referin i asigurarea calit i

Utilizarea unor tulpini bacteriene specifice de referin i de control al calit ii este
esenial pentru asigurarea consisten ei intra- i inter-laboratoare, pentru asigurarea

calit ii ipentru testarea competen ei.

Respectand aceste cerin e standardizate, laboratoarele pot asigura fiabilitatea, acurate ea i
comparabilitatea global a rezultatelor AST, sprijinind in final o supraveghere mai eficient a

rezisten ei antimicrobiene i luarea deciziilor clinice



Figura 2.1. Testarea sensibilit ii antimicrobiene (AST) (URL1).

2.2.1 Selec ia antimicrobienelor pentru testare i raportare

Selectarea antimicrobienelor adecvate pentru testarea susceptibilit i poate fi dificil din cauza

num rului vast de agen i disponibili. Urm toarele recomand ri trebuie luate in considerare:

Recomand rile FAO/OIE/OMS

Atelierul de exper i FAO/OIE/OMS privind utilizarea antimicrobienelor non-umane irezisten a
antimicrobian recomand crearea unei liste de antimicrobiene critice importante, veterinare

i umane, pentru testarea i raportarea susceptibilit ii.

Consultare pentru selec ie

Selec ia celor mai adecvate antimicrobiene este o decizie cel mai bine luat de fiecare Membru

OIE in consultare cu organismele i organiza iile relevante.

Activitate specific pe clase

Antimicrobienele din aceea i clas pot prezenta activit i similare in vitro impotriva anumitor
patogeni bacterieni. In astfel de cazuri, trebuie selectat un antimicrobian reprezentativ care s

prezic susceptibilitatea la ceilal i membri ai aceleia i clase.



Rezisten intrinsec

Anumi i microorganisme pot fi intrinsec rezisten i la anumite clase de antimicrobiene. Prin
urmare, nu este necesar iestein el tors fietestat activitatea anumitor agen iin vitro. Tipul
de rezisten intrinsec ar trebui determinat pentru ace ti agen i fie prin literatura tiin ific , fie

prin testare.

Figura 2.2. Evolu ia bacteriilor rezistente la antibiotice prin selec ie natural . Tn acest exemplu,
procesul incepe cu o popula ie bacterian mare, unde majoritatea bacteriilor sunt vulnerabile la
antibiotice, dar cateva sunt rezistente Th mod natural. Atunci cand se introduce un antibiotic bactericid,
acesta elimin majoritatea bacteriilor sensibile, | sand-o pe cele rezistente s supravie uiasc . In timp,
doar bacteriile rezistente vor continua s se inmul easc , ceea ce va duce la o cre tere a num rului

lor. Tn cele din urm , popula ia va fi format predominant din bacterii rezistente la antibiotice. (URL 2).

Limitarea num rului de antimicrobiene

Num rul antimicrobienelor care urmeaz a fi testate ar trebui limitat pentru a asigura relevan a

i caracterul practic al AST (Testarea Susceptibilit ii la Antimicrobiene).

Se recomand revizuirea periodic a microorganismelor care sunt predictibil susceptibile la
anumii agen i antimicrobieni pentru a asigura ¢ rezisten a emergent i nea teptat este
detectat . Rezisten a emergent poate fi de asemenea suspectat atunci cand exist un

r spuns slab la un regim standard de tratament antimicrobian.



2.2.1 Metodologii de testare a susceptibilit ii la antimicrobiene
Urm toarele cerin e trebuie respectate:
Bacteriile supuse AST trebuie izolate n cultur pur din proba trimis ,

Metodele standard de referin  ar trebui utilizate pentru identificare astfel Tnhcat
bacteriile analizate s fie identificate in mod constant i corect la nivel de gen i/sau
specie,

Izolatele bacteriene considerate cele mai importante iun e antion din alte izolate ar
trebui p strate pentru analize viitoare (fie prin liofilizare, fie prin conservare criogenic
la —70 °C -80 °C)

Figura 2.3. Izolarea coloniilor bacteriene individuale dintr-o prob mixt (URL 3).

Urm torii factori care influen eaz metodele AST ar trebui determinai, optimizai i

documenta i intr-o procedur operaional standard detaliat :



Figura 2.4. Prepararea unui mediu de cultur adecvat iincubarea corespunz toare pentru

microorganismul cultivat (URL 4).

Odat ce bacteria a fostizolat in cultur pur , concentraia optim a inoculului trebuie
determinat pentru a ob ine rezultate precise ale susceptibilit ii. Bacteria sau alte

organisme utilizate in testarea AST ar trebui s provin dintr-o cultur proasp t .

Compoziia iprepararea mediilor de agar ibulion utilizate (de ex., pH, cationi, timidin
sau timin , utilizarea mediilor suplimentate). Performan a i testarea sterilit ii loturilor
de medii ar trebui de asemenea determinate i documentate, impreun cu procedurile

utilizate.



Figura 2.5. Cre terea bacteriilor pe mediile de cultur (URL 5).

Con inutul antimicrobianului in purt tor (de ex., antibiotice utilizate in pl ci de microtitru,

discuri, benzi, tablete).

Compozi ia solven ilor i diluan ilor pentru prepararea solu iilor stoc antimicrobiene.
Condi iile de cre tere iincubare (timp, temperatur , atmosfer , de ex., CO ).
Adancimea agarului.

Num rul de concentra ii testate per dilu ie Tn bulion i agar.

Controalele de testare care trebuie utilizate, incluzand organismele de referin

utilizate.

Criteriile interpretative ulterioare (praguri clinice, valori limit epidemiologice).



2.2.4 Selec ia metodologiei de testare a susceptibilit ii antimicrobiene (AST)
Selec ia unei metodologii AST poate fi bazat pe urm torii factori:

U urin a de efectuare.

Flexibilitate.

Adaptabilitate la sisteme automatizate sau semi-automatizate.

Cost.

Reproductibilitate.

Fiabilitate.

Acurate e.

Organismele i antimicrobienele de interes pentru acel membru particular.

Disponibilitatea datelor de validare adecvate pentru gama de organisme care urmeaz

a fi testate pentru susceptibilitate.

Figura 2.6. Selectarea unei metodologii AST (URL 6).



2.2.5 Metode de testare a susceptibilit ii antimicrobiene

Atunci cand sunt urmate corect, urm toarele trei metode s-au dovedit a furniza rezultate
reproductibile i repetabile (Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), 2008; Walker,
2007):

Difuzia pe disc.
Dilu ia in bulion.

Dilu ia pe agar.

a) Metoda difuziei pe disc

Difuzia pe disc se refer la difuzia unui agent antimicrobian, la o concentra ie specificat , din
discuri, tablete sau benzi intr-un mediu solid de cultur inoculat cu un izolat pur selectat.
Aceast metod se bazeaz pe determinarea zonei de inhibiie, care este proporional cu

susceptibilitatea bacterian la agentul antimicrobian prezent in disc.

Pe m sur ce agentul antimicrobian difuzeaz n mediul de cultur inoculat, acesta creeaz
un gradient de concentraie. Zona de inhibiie este definit acolo unde concentraia
antimicrobian devine prea diluat pentru a suprima cre terea bacteriei testate. Diametrul
acestei zone de inhibi ie din jurul discului antimicrobian coreleaz cu concentra ia minim

inhibitorie (MIC) pentru combina ia specific bacterie—antimicrobian.

In general, o zon de inhibi ie mai mare indic o MIC mai mic , ceea ce inseamn c este
necesar o cantitate mai mic de agent antimicrobian pentru a inhiba cre terea bacterian .
Totu i, aceast rela ie depinde ide concentra ia antibioticului din disc i de propriet ile sale
de difuzie.



Figura 2.7. Metoda difuziei pe disc (URL 7).

Not : Testele de difuzie pe disc bazate exclusiv pe prezen a sau absen a unei zone de

inhibi ie, f r a ine cont de dimensiunea zonei, nu sunt o metodologie AST acceptabil .

Considera ii pentru utilizarea metodologiei difuziei pe disc

Difuzia pe disc este u or de realizat, extrem de reproductibil i nu necesit echipamente
costisitoare.

Principalele sale avantaje includ:
Cost redus.
U urin a Tn modificarea discurilor de test antimicrobiene atunci cand este necesar.
Poate fi folosit ca test de screening pentru un num r mare de izolate.

Poate identifica un subset de izolate pentru test ri suplimentare prin alte metode, cum

ar fi determinarea MIC-urilor.



M surarea manual a zonelor de inhibiie poate fi consumatoare de timp. Dispozitivele
automate de citire a zonelor sunt disponibile i pot fi integrate cu sistemele de raportare ide

management al datelor de laborator.

Pentru a asigura o m surare precis , discurile antimicrobiene trebuie distribuite uniform pentru
a preveni suprapunerea excesiv a zonelor de inhibi ie. Tn general, acest lucru se poate realiza
prin plasarea discurilor la cel puin 24 mm distan (de la centru la centru), de i spaierea
necesar poate varia in func ie de concentraia discului i de propriet ile de difuzie ale

agentului antimicrobian n agar.

a) Metodele dilu iei Tn bulion i pe agar

Scopul metodelor de dilu ie Tn bulion i pe agar este de a determina cea mai mic concentra ie
a agentului antimicrobian testat care inhib cre terea bacterian vizibil (MIC), de obicei
exprimat Tn pg/mL sau mg/L. Totu i, MIC nu reprezint Tintotdeauna o valoare absolut .
»2Adev ratul” MIC se situeaz Tintre cea mai mic concentra ie testat care inhib cre terea
bacterian iconcentra ia imediat mai mic . Prin urmare, determin rile MIC efectuate utilizand

0 serie de dilu ii au inerent o varia ie de o dilu ie.

Intervalul de concentra ie al antimicrobianului testat ar trebui s acopere criteriile interpretative
(sensibil, intermediar i rezistent) pentru o combina ie specific bacterie—antibiotic, precum i

s includ organisme de control de calitate de referin adecvate.

Comparativ cu difuzia pe disc de agar, metodele de dilu ie pentru testarea susceptibilit ii
antimicrobiene sunt in general mai reproductibile i mai cantitative. Totu i, deoarece

antibioticele sunt de obicei testate in dilu ii duble, valorile MIC pots nu fie intotdeauna exacte.

Laboratoarele care inten ioneaz s utilizeze metodele de diluie is 7 ipreg teasc propriile
reactivi i dilu ii de antibiotice trebuie s fie capabiles obin ,s preg teasc is menin

solu ii stoc corespunz toare de antimicrobiene de calitate reactiv is genereze dilu ii de lucru
in mod regulat. Pentru a asigura precizia i standardizarea, astfel de laboratoare trebuie de

asemenea s utilizeze organisme de control al calit i



Figura 2.8. Protocol schematic pentru determinarea concentra iei minime inhibitorii (CMI) cu metode

de dilu ie in agar iin bulion (URL 8).

* Dilu ia Tn bulion

Dilu ia in bulion este o tehnic in care o suspensie bacterian , preg tit la o concentra ie
optim sau adecvat , este testat Tmpotriva unor concentraii variabile ale unui agent
antimicrobian (de obicei in diluii seriate duble) ntr-un mediu lichid cu o formulare

standardizat i documentat .

Aceast metod poate fi realizat utilizadnd tuburi cu un volum minim de 2 mL (macrodilu ie)

sau volume mai mici in pl ci de microtitru (microdilu ie).

Pl cile de microtitru disponibile comercial, care con in antibiotice liofilizate, pre-diluate n
godeuri, ajut la reducerea variabilit ii introduse prin prepararea i dilu ia antimicrobienilor n
diferite laboratoare.

Utilizarea pl cilor standardizate de microdilu ie, impreun cu un protocol de test documentat
care specific organismele de referin  corespunz toare, imbun t e te comparabilitatea
rezultatelor intre laboratoare.



Figura 2.9. Metoda de diluare a bulionului (URL 9).

Deoarece majoritatea panourilor de testare antimicrobian prin microdilu ie in bulion sunt
preparate comercial, aceast metod este mai pu in flexibil decat dilu ia pe agar sau difuzia

pe disc in adaptarea la nevoile ih schimbare ale programelor de supraveghere i monitorizare.

Tn plus, costul achizi ion rii pl cilor antimicrobiene i al echipamentelor asociate poate face ca
aceast metod s fie nepractic pentru unele laboratoare.

Figura 2.10. Plac cu 96 de godeuri pentru testarea concentra iei inhibitorii minime (URL 10).



« Dilu ia pe agar

Dilu ia pe agar implic incorporarea unor concentra ii variabile ale unui agent antimicrobian
intr-un mediu de agar, de obicei utilizand dilu ii seriate duble, urmat de aplicarea unui inocul

bacterian definit pe suprafa a agarului.

Aceast metod este adesea considerat cea mai fiabil pentru determinarea MIC a unei

combina ii specifice bacterie—antimicrobian..

Figura 2.11. Metoda de diluare cu agar (URL 11).

Avantajele metodelor de dilu ie pe agar includ:

« Capacitatea de a testa mai multe bacterii, cu excep ia bacteriilor care se deplaseaz 1in

valuri (swarm), pe acela i set de pl ci cu agar in acela i timp.

 Posibilitatea de a imbun t i identificarea punctelor finale ale MIC i de a extinde

intervalul de concentra ie al antibioticelor.

« Posibilitatea de a semi-automatiza metoda folosind un aparat de replicare a inoculului.
Replicatori de inocul fabrica i comercial sunt disponibili i ace tia pot transfera intre 32 i

60 de inoculi bacterieni diferi i pe fiecare plac de agar.



Metodele de dilu ie pe agar au de asemenea anumite dezavantaje, de exemplu:

« Dac nu sunt automatizate, sunt foarte laborioase i necesit resurse economice i

tehnice considerabile.

« Odat ce pl cile au fost preparate, ele ar trebui Th mod normal folosite in decurs de o

s pt man (sau mai pu in, in func ie de antimicrobienii testa i).

 Punctele finale nu sunt intotdeauna u or de citit i nici puritatea inoculului nu este u or

de verificat.

Dilu ia pe agar este adesea recomandat ca metod AST standardizat pentru organisme

preten ioase, precum anaerobii i speciile de Helicobacter (CLSI, 2006c).

a) Alte teste AST bacteriene i teste specifice de rezisten antimicrobian

MIC-urile antimicrobiene bacteriene pot fi de asemenea determinate folosind benzi gradiente
disponibile comercial care elibereaz 0 concentraie predefinit de antibiotic prin difuzie.
Totu i, aceast metod poate fi costisitoare, iar discrepan e ale valorilor MIC pot ap rea pentru
anumite combina ii bacterie—antimicrobian atunci cand sunt comparate cu rezultatele ob inute

prin metoda de dilu ie pe agar (Ge et al., 2002; Rathe et al., 2009).

Figura 2.12. Benzile gradient pentru testarea concentra iei minime inhibitorii (URL 12).
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Figura 2.13. Reprezentarea AST negativ i pozitiv (URL 13).
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Figura 2.14. AST pozitiv (URL 14).

In mod similar, activitatea beta-lactamazelor cu spectru extins (BLSE) (CLSI, 2008) la anumite
bacterii poate fi detectat utilizand testarea standard a susceptibilit ii prin difuzie pe disc, care
include cefalosporine specifice (cefotaxim i ceftazidim) ih combina ie cu un inhibitor de beta-
lactamaz (acid clavulanic), i m surand zonele de inhibi ie rezultate. n plus, proteina de
legare a penicilinei 2a (PBP 2a) poate fi detectat la stafilococii meticilino-rezisten i folosind
un test de aglutinare in latex (Stepanovic et al., 2006). Este esen ial ca tulpini martor pozitive

i negative +* * * (| + )+ ,



Figura 2.15. Test pozitiv pentru beta-lactamaz cu spectru extins (BLSE) (URL 15).

a) Direc ii viitoare In detectarea susceptibilit iifrezisten ei antimicrobiene

Utilizarea abord rilor genotipice pentru detectarea genelor de rezisten antimicrobian a fost
promovat pentru a imbun t i rapiditatea i acurate ea test rii susceptibilit ii (Cai et al.,
2003; Chen et al., 2005). Numeroase teste bazate pe ADN sunt in curs de dezvoltare pentru
a detecta rezisten a bacterian la antibiotice la nivel genetic. Cea mai avansat abordare
implic prezicerea fenotipurilor de rezisten antimicrobian prin identificarea i caracterizarea

genelor cunoscute care codific mecanisme specifice de rezisten

Metodele care utilizeaz genomica comparativ , sonde genetice, microaraje, tehnici de
amplificare a acizilor nucleici (de exemplu, reac ia de polimerizare in lan , PCR) isecven ierea
ADN ofer poten ial pentru sensibilitate, specificitate ivitez crescute in detectarea anumitor
gene de rezisten cunoscute (Cai et al., 2003; Chen et al., 2005; Perreten et al., 2005).
Metodele genotipice au fost aplicate cu succes pentru a suplimenta metodele tradi ionale
fenotipice AST pentru diferite organisme, incluzand stafilococi meticilino-rezisten i, enterococi
rezisten i la vancomicin i detectarea muta iilor de rezisten la fluorochinolone (Cai et al.,
2003; Chen et al., 2005; Perreten et al., 2005). Metodele PCR au fost de asemenea descrise

1



pentru detectarea beta-lactamazelor, enzimelor inactivatoare de aminoglicozide i genelor de
eflux pentru tetracicline (Cai et al., 2003; Chen et al., 2005; Frye et al., 2010; Perreten et al.,
2005.

Figura 2.16. Principiul analizei PCR (URL 16).

Inova iile tehnologice in diagnosticul bazat pe ADN ar trebui s permit detectarea mai multor
gene de rezisten i/sau variante intr-un singur test. Dezvoltarea metodelor rapide de
identificare diagnostic i a test rii genotipice a rezisten ei este de a teptat s contribuie la
reducerea apari iei rezisten ei antimicrobiene prin facilitarea utiliz rii celei mai adecvate terapii
antimicrobiene la inceputul tratamentului. Totu i, tehnicile ADN trebuie s fie demonstrate ca

complementare metodelor i rezultatelor AST.



Figura 2.17. Diagnosticarea bazat pe ADN ar trebuis permit detectarea rezisten ei (URL 17).
In plus, noile progrese tehnologice pot permite detectarea rapid i eficient din punct de
vedere al costurilor a unui num r mare de gene de rezisten antimicrobian la speciile
bacteriene, furnizand date valoroase pentru programele de supraveghere i monitorizare (Frye
et al., 2010). Cu toate acestea, in ciuda afluxului de noi teste genotipice, metodele AST
fenotipice documentate i standardizate vor fi ih continuare necesare n viitorul apropiat pentru
a detecta mecanismele de rezisten emergente la agen ii patogeni bacterieni.
2.2.6 Puncte limit  (breakpoints) pentru susceptibilitatea antimicrobi an i criterii

pentru zona de inhibi ie

Obiectivul AST in vitro este de a prezice modul in care un agent patogen bacterian poate
r spunde la un agent antimicrobian in vivo. Rezultatele testelor bacteriene in vitro de
susceptibilitate antimicrobian , fie utilizand metoda difuziei pe disc, fie metode de dilu ie, sunt
in general interpretate iraportate ca rezistente, susceptibile sau intermediare la ac iunea unui
anumit antimicrobian. Nu a fost stabilit o formul unic pentru selectarea punctelor limit

optime. Procesul implic revizuirea datelor existente i este influen at de subiectivitatea
persoanelor ins rcinate cu determinarea punctelor limit adecvate. in general, punctele limit

pentru susceptibilitatea antimicrobian sunt stabilite de organiza ii na ionale de standardizare,



societ i profesionale sau agen ii de reglementare. Documentele relevante trebuie consultate
pentru ghidare. Totu i, pot exista diferen e semnificative in punctele limit pentru acela i agent
antimicrobian Tnh cadrul i intre ri, datorit variaiilor intre organiza iile de standardizare i
agen iile de reglementare, precum i deciziilor regionale sau na ionale privind regimurile de
dozare (Brown i MacGowan, 2010; De Jong et al., 2009; Kahlmeter et al., 2006).

A a cum s-a men ionat anterior, rezultatele test rii susceptibilit ii antimicrobiene trebuie

Tnregistrate cantitativ:
Sub forma distribu iei MIC in miligrame pe litru sau pg/mL.
Sau ca diametre ale zonelor de inhibi ie in milimetri.

Urm torii doi factori principali permit ca o bacterie s fie interpretat ca susceptibil sau
rezistent la un agent antimicrobian:

Dezvoltarea i stabilirea intervalelor de control al calit ii (CLSI, 2006c), utilizand difuzia
cand este posibil i testarea prin dilu ie, pentru microorganisme de referin  pentru

controlul calit ii.

Stabilirea intervalelor de control al calit ii este esenial pentru validarea rezultatelor
testelor ob inute folosind o metod AST specific . Intervalele permise ale categoriilor
interpretative pentru organismele de referin  ar trebui stabilite inainte de determinarea
punctelor limit pentru susceptibilitate sau rezisten . Utilizarea organismelor de
referin  este o activitate de control i asigurare a calit ii. Totu i, este necesar doar

cerin a utiliz rii organismelor de referin

Determinarea criteriilor interpretative adecvate privind stabilirea punctelor limit (CLSI,
2006c¢).

Aceasta implic generarea a trei tipuri distincte de date:
Distribu iile popula ionale MIC ale microorganismelor relevante.
Parametrii farmacocinetici i indicii farmacodinamici ai agentului antimicrobian.
Rezultatele studiilor clinice i experien a.

Interpretarea datelor implic crearea unui scattergram din distribu ia popula iei bacteriene
(specii bacteriene reprezentative) prin trasarea zonei de inhibi ie Tn raport cu logaritmul in baza
2 al MIC pentru fiecare agent patogen bacterian. Selectarea punctelor limit se bazeaz apoi

pe mai mul i factori, incluzand analiza liniei de regresie ce coreleaz MIC-urile cu diametrele



zonelor de inhibiie, distribuiile populaiilor bacteriene, delimitarea ratei de eroare,

farmacocinetica i, Tn cele din urm , verificarea clinic .

Conceptul de ,puncte limit microbiologice” sau ,valori limit epidemiologice” (,epidemiological
cut-off values”), care se bazeaz pe distribu iile popula iilor speciilor bacteriene testate, poate
fi mai adecvat pentru unele programe de supraveghere antimicrobian . In acest caz, izolatele
bacteriene care se abat de la popula ia normal de tip s Ibatic susceptibil ar fi desemnate ca
rezistente, iar schimb rile in susceptibilitate pentru combina ia antimicrobian/bacterie specific

ar putea fi monitorizate (Kahimeter et al., 2006; Turnidge et al., 2006). Un avantaj semnificativ
al inregistr rii datelor cantitative de susceptibilitate este ¢ aceste date pot fi analizate atat

conform punctelor limit clinice, cat i valorilor limit epidemiologice.

2.2.7 Ghiduri pentru testarea susceptibilit il antimicrobiene

Un num r de standarde i ghiduri sunt in prezent disponibile pentru testarea susceptibilit ii
antimicrobiene i criteriile interpretative ulterioare in intreaga lume (CLSI, 2008; Kahimeter et

al., 2006). Printre altele, acestea includ standarde i ghiduri publicate de:
British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, UK).
Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, SUA).
Comité de I'Antibiogramme de la Société francaise de Microbiologie (CASFM, Fran a).
Commissie richtlijnen gevoeligheidsbepalingen (CRG, rile de Jos).
Deutsches Institut fur Normung (DIN, Germania).
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

Japanese Society for Chemotherapy (JSC, Japonia), Swedish Reference Group for
Antibiotics (SRGA, Suedia).



Figura 2.18. Institutul pentru Standarde Clinice ide Laborator anun publicarea noilor documente
CLSI M100-Ed34, M02-Ed14 i M07-Ed12 privind testarea sensibilit ii antimicrobiene (URL 18).

In prezent, doar CLSI (fost NCCLS) a dezvoltat protocoale pentru testarea susceptibilit ii
bacteriilor de origine animal i pentru determinarea criteriilor interpretative (CLSI, 2008).
Totu i, protocoale i ghiduri sunt de asemenea disponibile din partea diferitelor organiza ii de
standardizare i societ i profesionale, incluzandu-le pe cele menionate mai sus, pentru
testarea susceptibilit ii unor specii bacteriene similare care cauzeaz infec ii la oameni. Este
posibil ca aceste ghiduris poat fi adaptate pentru testarea susceptibilit ii bacteriilor de la
animale, dar fiecare ar trebuie s 1 i evalueze propriile standarde i ghiduri AST. in plus,
eforturi vizdnd atat standardizarea cat i armonizarea punctelor limit de
susceptibilitate/rezisten la scar internaional sunt in desf urare. Aceste eforturi s-au
concentrat Tn principal pe adoptarea standardelor CLSI i EUCAST, care ofer laboratoarelor
metode i valori de control al calit ii pentru a permite compara ii ale metodelor AST i ale
datelor generate (CLSI, 2008; Kahlmeter et al., 2006). Pentru Membrii OIE f r metode AST
standardizate, adoptarea unuia dintre aceste seturi de standarde ar reprezenta un prim pas

adecvat c tre metode acceptabile i armonizare.

Multe bacterii care cauzeaz boal la animalele acvatice necesit condiii specifice de

cre tere, cum ar fi temperaturi mai sc zute sau medii suplimentate ori semisolide, care pot



diferi semnificativ de cele ale patogenilor bacterieni terestri. Aceasta a dus la dezvoltarea unor
metode de testare antimicrobian adaptate pentru bacterii izolate din specii acvatice. Pentru
metode legate de difuzia pe disc sau diluia in bulion pentru testarea susceptibilit ii
antimicrobiene a bacteriilor de la animale acvatice, dou documente CLSI ofer ghidare (CLSI,
2006a; 2006b). De asemenea, documentul CLSI M45-A ofer metode pentru testarea

bacteriilor izolate rar sau fastidioase, cum ar fi Campylobacter i Pasteurella (CLSI, 2006c).

Ca prim pas spre asigurarea comparabilit ii datelor de monitorizare i supraveghere, este
important s se incurajeze un design armonizat i standardizat al programelor intre Membri
(Brown i MacGowan, 2010; Kahlmeter et al., 2006; White et al., 2001). Datele provenite din

ri care folosesc metode i designuri de programe diferite pot s nu fie direct comparabile
(Brown iMacGowan, 2010). Totu i, datele pe termen lung dintr-o singur ar pot ajuta totu i
la identificarea tendin elor in rezisten a sau susceptibilitatea antimicrobian (Petersen et al.,
2003). Dac rezultatele din metode AST diferite sunt prezentate una lang alta, este crucial
s se demonstreze comparabilitatea lor is se ajung la consens in interpretare. Acest lucru
se realizeaz cel mai bine prin utilizarea unor metode AST precise, fiabile i prin monitorizarea
performan ei AST cu microorganisme de referin  bine caracterizate n laboratoarele

participante.

2.2.8 Comparabilitatea rezultatelor

Pentru a evalua comparabilitatea rezultatelor din sisteme diferite de supraveghere, este
esenial ca constat rile s fie raportate cantitativ, incluzand detalii despre performan a
metodei, organismele de referin i agen ii antimicrobieni. Datele de testare a susceptibilit ii
antimicrobiene (AST) ar trebui s constea intr-un rezumat cumulativ, continuu, al tiparelor de
susceptibilitate (antibiograme) pentru microorganisme relevante clinic i pentru supraveghere
(CLSI, 2009). Aceste date trebuie create, inregistrate i analizate periodic la intervale regulate.
Pentru a asigura claritatea i consisten a, datele trebuie prezentate intr-un mod care s

permit identificarea noilor tipare de rezisten i verificarea sau infirmarea constat rilor
atipice. Aceast informa ie trebuie stocat 1intr-o baz de date central i publicat anual.
Datele AST cumulative vor fi eseniale in monitorizarea tendin elor de susceptibilitate i
rezisten in timp ntr-o regiune, precum i in evaluarea eficacit ii interven iilor destinate
reducerii rezisten ei antimicrobiene.

2.2.9 Controlul calit i (QC) i asigurarea calit i (QA)



Managementul calit ii in laboratoarele veterinare de testare, in laboratoarele care efectueaz
AST (Hendriksen et al., 2009):

Controlul calit ii serefer latehnicile opera ionale utilizate pentru a asigura acurate ea
I reproductibilitatea AST.

Asigurarea calit ii include, dar nu se limiteaz la, monitorizare, p strarea
inregistr rilor, evaluare, luarea ac iunilor corective poteniale dac este necesar,
calibrarea i intre inerea echipamentului, testarea competen ei, instruirea i QC. Un
program QA ajut la asigurarea faptului ¢ materialele i procesele de testare
furnizeaz rezultate de calitate constant .

Componentele urm toare trebuie determinate i monitorizate:

Precizia procedurii AST.

Acurate ea procedurii AST.

Calific rile, competen a i preg tirea personalului de laborator, precum i a personalului
care interpreteaz rezultatele i a celor implicai Tn monitorizarea rezisten ei
antimicrobiene.

Performan a reactivilor adecva i.

Cerin ele urm toare trebuie respectate:

Aderen strict latehnicile specificate idocumentate impreun cu controlul calit ii (adic
asigurarea performan ei i alte criterii critice) al mediilor i reactivilor.

P strarea Tinregistr rilor despre: numerele loturilor tuturor materialelor i reactivilor
adecva i,

Datele de expirare ale tuturor materialelor ireactivilor adecva i, calibrarea imonitorizarea
echipamentului, specifica iile critice pentru performan a AST (rezultate de referin , timp,
temperatur etc.).

Microorganismul(le) de referin  adecvat(e) trebuie folosit Tntotdeauna indiferent de
metoda AST utilizat .

Microorganismele de referin  trebuie ob inute dintr-o surs de incredere, de exemplu din
American Type Culture Collection (ATCC®), surse comerciale fiabile sau instituii cu
fiabilitate demonstrat pentru stocarea i utilizarea corect a organismelor.
Microorganismele de referin  trebuie catalogate i bine caracterizate, incluzand fenotipuri

stabile definite de susceptibilitate antimicrobian . Inregistr rile referitoare la aceste



organisme de referin trebuie s includ intervalele stabilite de rezisten [
susceptibilitate ale antimicrobienelor care urmeaz s fie testate ireferin ala metoda(ele)
prin care acestea au fost determinate.
Laboratoarele implicate in AST trebuie s foloseasc microorganismele de referin
adecvate n toate testele AST.
Tulpinile de referin  trebuie p strate ca culturi de stoc din care se deriv culturile de lucru
i trebuie ob inute din colec ii de culturi na ionale sau interna ionale. Tulpinile bacteriene
de referin  trebuie stocate in laboratoare centralizate sau regionale desemnate. Culturile
de lucru nu trebuie subcultivate zi de zi deoarece acest lucru introduce contaminare, iar
metoda de producere a culturilor de lucru trebuie s asigure ¢ culturile de stoc sunt rareori
folosite. Aceasta poate fi realizat prin producerea unui stoc intermediar de culturi derivat
din culturile originale, utilizat pentru a crea culturile de lucru zilnice.
Metoda preferat pentru analizarea performan ei generale a fiec rui laborator ar trebui s
testeze stocul de lucru al microorganismelor de referin  adecvate in fiecare zi in care se

efectueaz teste de susceptibilitate.

Deoarece acest lucru poate s nu fie intotdeauna practic sau economic, frecven a unor astfel
de teste poate fi redus dac laboratorul poate demonstra ¢ rezultatele test rii
microorganismelor de referin  folosind metoda selectat sunt reproductibile. Dac un
laborator poate documenta reproductibilitatea metodelor de testare a susceptibilit ii utilizate,
testarea poate fi efectuat s pt ménal. Dac apar preocup ri privind acurate ea,
reproductibilitatea sau validitatea metodei, laboratorul are responsabilitatea de a determina
cauza(ele) i de a repeta testele folosind materialele de referin . In func ie de cauz (ele),

utilizarea zilnic a materialului de referin i orice alt ac iune corectiv pot fi reini iate.

Microorganismele de referin trebuie testate de fiecare dat cand este utilizat un nou
lot de mediu sau pl ci i periodic in paralel cu microorganismele care urmeaz s fie
testate.

Problemele adecvate de biosecuritate trebuie abordate in ob inerea i distribuirea

microorganismelor ¢ tre laboratoarele participante.

2.2.10 Testarea extern a competen ei

Laboratoarele sunt de asemenea incurajate s participe la compara ii interna ionale inter-
laboratoare (de exemplu, WHO External Quality Assurance System). Toate speciile bacteriene

supuse AST ar trebui incluse.



Laboratoarele na ionale de referin  ar trebui desemnate cu responsabilitatea pentru:

Monitorizarea programelor de asigurare a calit ii ale laboratoarelor participante la
supravegherea i monitorizarea rezisten ei antimicrobiene.

Caracterizarea i furnizarea c tre acele laboratoare a unui set de microorganisme de
referin

Crearea, gestionarea i distribuirea de probe care s fie utilizate in testarea extern a
competen ei.

Crearea unei baze de date centrale disponibile pe internet (de exemplu, European
Antimicrobial Resistance Surveillance System, EARSS) care s con in diferitele profiluri

de susceptibilitate/rezisten pentru fiecare specie bacterian aflat sub supravegher.

Figura 2.19. Evaluarea extern a calit ii (URL 19).

De i exist mai multe metode, obiectivul principal al test rii in vitro a susceptibilit ii
antimicrobiene (AST) r méane acela i: de a furniza o predic ie fiabil despre modul ih care un
microorganism este probabil s r spund la terapia antimicrobian Tintr-un gazd infectat

(World Organisation for Animal Health, 2010). Aceast informa ie ajut clinicienii in selectarea
agentului antimicrobian adecvat, sprijin eforturile de supraveghere i contribuie la dezvoltarea

politicilor de utilizare ra ional a antimicrobienelor.

AST in vitro poate fi realizat folosind diverse tehnici, incluzand difuzia pe disc, dilu ia in agar,
macrodilu ia Tn bulion, microdilu ia Tn bulion i testele cu gradient de concentra ie. Fiecare
dintre aceste metode necesit condi ii specifice de testare, cum ar fi medii de cultur , timpi de

incubare i identificarea organismelor de control al calit ii impreun cu intervalele lor QC



corespunz toare. Asigurarea reproductibilit ii i comparabilit ii rezultatelor AST cu cele
ob inute printr-o metod de referin recunoscut ca ,standard de aur” este esenial . F r
metode standardizate sau proceduri de referin , rezultatele susceptibilit ii/rezisten ei

antimicrobiene provenite din laboratoare diferite nu pot fi comparate in mod fiabil.

Utilizarea abord rilor genotipice pentru a detecta genele de rezisten antimicrobian a fost
promovat pentru a cre te viteza i acurate ea test rii susceptibilit ii. In plus, progresele in
tehnicile moleculare, cum ar fi microarajele, pot permite o testare rapid i rentabil pentru o
gam larg de gene derezisten antimicrobian , furnizdnd date valoroase pentru programele
de supraveghere i monitorizare (Ojha i Kostrzynska, 2008; Poxton, 2005). In ciuda acestor
inova ii, metodele fenotipice standardizate AST vor fi totu i necesare n viitorul apropiat pentru

a detecta mecanisme noi de rezisten emergente la agen ii patogeni bacterieni.
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CAPITOLUL 3. OB INEREA PRODUSELOR NATURALE
CU ACCENT PE CONSERVAREA PRINCIPIILOR ACTIVE

3.1 Introducere

Produsele naturale au jucat un rol central in cultura i supravie uirea uman de milenii, servind
drept surse de hran , medicamente, coloran i iconservani. Ast zi, ele r man indispensabile
ca materii prime pentru produse farmaceutice, nutraceutice, cosmetice i alimente func ionale.
O singur plant poate con ine sute de constituen i chimici, variind de la nutrien i vitali pentru
S n tatea uman pan la compu i cu activitate farmacologic sau chiar propriet i toxice.
Diversitatea acestor clase chimice i interac iunile sinergice dintre ele formeaz baza atat a
efectelor benefice, cat ia celor potenial d un toare ale produselor naturale asupras n t i

umane.

Tn linii mari, substan ele prezente in produsele naturale pot fi clasificate in ase categorii: (1)
nutrien i, (2) antinutrien i, (3) non-nutrien i, (4) substan e nou formate (generate, de exemplu,
in timpul proces rii sau depozit rii), (5) contaminani i (6) substan e ad ugate, cum ar fi
aditivii. Fiecare categorie are implica ii distincte pentru siguran a, calitatea i func ionalitatea

produselor de origine vegetal .

Nutrien ii Tn sine sunt de obicei imp riiin macronutrien i — carbohidra i, proteine igr simi
— | micronutrieni precum vitamine i minerale. De i sunt eseniali pentru procesele
metabolice is n tatea general , prezen a i biodisponibilitatea lor in sursele naturale pot fi
afectate de ali compu i. De exemplu, substan ele antinutri ionale interfereaz cu absorb ia
sau metabolismul nutrien ilor. Acidul oxalic (H C O ), intalnit frecvent in spanac, sfecl

elve ian irubarb ,Tmpiedic absorb ia calciului ifierului i, Tn cantit imari, poate prezenta
riscuri de formare a pietrelor la rinichi. Avidina, o protein din albu urile crude de ou, se leag

puternic de biotin (vitamina B8), reducandu-i disponibilitatea. Similar, izotiociana ii din
legumele crucifere pot interfera cu absorb ia iodului, ducand poten iallagu . Aceste exemple
eviden iaz natura dual a produselor naturale, unde compu i cu beneficii pentrus n tate pot

prezenta iriscuri nutri ionale dac sunt consuma i in cantit i nepotrivite.

Dincolo de nutrieni i antinutrieni, plantele conin i o0 gam larg de substan e non-
nutri ionale — compu i care nu sunt necesari pentru nutri ia uman , dar care exercit adesea
efecte biologice semnificative. Fibrele alimentare, precum celuloza i pectina, regleaz

S n tatea intestinal i reduc colesterolul; metilxantinele precum cofeina ac ioneaz ca
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stimulente; compu ii sulfura i din usturoi ofer beneficii antimicrobiene i cardioprotectoare;
iar fitochimicalele precum polifenolii, terpenele i alcaloizii contribuie cu propriet i
antioxidante, antiinflamatoare i anticancerigene. Acest domeniu, numit uneori farmacologie

nutri ional , subliniaz grani afin dintre hran i medicament.

n acest context, conceptul de fitocomplex a devenit din ce In ce mai important. Un fitocomplex
se refer la intregul spectru de constituen i naturali prezen i intr-un extract vegetal — principii
active impreun cu compu i suportivi precum flavonoizi, taninuri, r ini i uleiuri esen iale —
care, impreun , determin efectul terapeutic. Spre deosebire de medicamentele sintetice
izolate, eficacitatea medicamentelor pe baz de plante deriv adesea din ac iunea sinergic a
acestor multiple componente, mai degrab decat dintr-un singur ingredient activ. Aceast

complexitate, ins , prezint provoc ri semnificative pentru standardizare, controlul calit ii i

conservarea bioactivit i in timpul proces rii.

Organizaia Mondial a S n t ii (OMS) a subliniat importan a unor standarde riguroase in
prepararea medicamentelor pe baz de plante. Acestea includ identificarea corect a plantei
surs , selectarea momentului optim al recolt rii, manipularea corespunz toare dup recoltare

i luarea in considerare a factorilor precum ustensilele de g tit sau tehnicile de procesare care
pot modifica profilul chimic al constituen ilor vegetali. Produsele medicamentoase naturale pot
fi ob inute printr-o varietate de abord ri: recoltarea speciilor s Ibatice, cultivarea plantelor
medicinale, fermenta ie, transformare microbian i chiar tehnici avansate precum cultura de
celule sau organe vegetale. Fiecare abordare influen eaz randamentul, puritatea i
reproductibilitatea principiilor active, f cand selec ia sursei i strategia de recoltare critice

pentru maximizarea con inutului fitochimic.

O provocare major 1n lucrul cu produsele naturale este extrac ia i conservarea principiilor
active. Extrac ia reprezint primul pas critic Tn separarea constituen ilor bioactivi din materialul
vegetal brut. Metodele tradiionale includ macerarea, percolarea i extracia prin reflux,
folosind de obicei volume mari de solven i organici i necesitand timp indelungat de procesare.
Procesul progreseaz , in general, prin patru etape: (1) p trunderea solventului in matricea
vegetal , (2) dizolvarea solutului in solvent, (3) difuzia solutului din matrice, i (4) colectarea
extractului. Eficien a depinde de mai muli factori: polaritatea solventului, dimensiunea
particulelor materiei prime, raportul solvent-solid, temperatura i durata extrac iei. Alegerea
solventului este deosebit de important , deoarece trebuie s echilibreze selectivitatea,

solubilitatea, costul i considera iile de siguran



Metodele conven ionale, de i aplicate pe scar larg , sunt din ce Tn ce mai des suplimentate
sau inlocuite de tehnologii moderne i ecologice de extrac ie. Acestea includ extrac ia cu fluide
supercritice (SFE), care utilizeaz CO supercritic pentru a ob ine extracte cu puritate ridicat

i reziduu minim de solvent; extrac ia lichid presurizat (PLE), care reduce consumul de
solvent itimpul de procesare; i extrac ia asistat de microunde (MAE), care imbun t e te
eficien a prin Inc Izire rapid i transfer de mas sporit. Astfel de abord ri nu doar ¢ cresc
randamentul i selectivitatea, dar reduc idegradarea compu ilor termolabili, conservand mai

bine integritatea principiilor active (Zhang et al., 2018).

Conservarea compu ilor activi pe tot parcursul etapelor — de la cre terea i recoltarea
plantelor pan la extracie i formulare — este crucial pentru asigurarea eficacit ii i
siguran ei produselor naturale. Multe molecule bioactive sunt sensibile la ¢ Idur , lumin ,
oxigen sau modific ri de pH, iar procesarea necorespunz toare poate duce la degradarea sau
transformarea lor in deriva i mai pu in activi sau chiar d un tori. Din acest motiv, cercet rile
recente pun accent pe dezvoltarea unor metode de extrac ie selective i blande, precum ipe

tehnici de stabilizare cum ar fi incapsularea, liofilizarea i nanoformularea.

In concluzie, produsele naturale reprezint un vast rezervor de compu i bioactivi cu un
poten ial enorm pentru s n tate iindustrie. Totu i, valorificarea acestui poten ial necesit un
echilibru atent intre cuno tin ele tradi ionale iinovaia tiinific modern . Acest capitol se
concentreaz pe metodologiile de ob inere a produselor naturale, cu un accent deosebit pe
conservarea principiilor active n timpul cultiv rii, recolt rii, extraciei i proces rii. Prin
explorarea atat a abord rilor conven ionale, cat i a celor avansate, discu ia eviden iaz

strategii pentru maximizarea randamentului, men inerea bioactivit ii i asigurarea siguran ei

i calit ii produselor naturale pentru utilizarea uman .



Figura 3.1 Reprezentare schematic a evolu iei de la materialul vegetal la extractul bioactiv

3.2 Fitocomplexul — Ansambluri sinergice de constit uen i bioactivi

Plantele medicinale au fost recunoscute de mult timp nu doar pentru compu ii lor bioactivi
izola i, ci i pentru amestecurile complexe de constituen i care contribuie colectiv la efectele
terapeutice. Aceast combinaie, cunoscut sub denumirea de fitocomplex , reprezint
intregul spectru de molecule naturale prezente intr-o plant sau extract. Spre deosebire de
produsele farmaceutice pe baz de un singur compus, activitatea unui fitocomplex rezult
dintr-o interac iune dinamic a metaboli ilor primari i secundari, incluzand alcaloizi, flavonoizi,

taninuri, terpenoide, uleiuri esen iale, polizaharide i alte substan e accesorii.

Conceptul de fitocomplex subliniaz faptul ¢ eficacitatea terapeutic a remediilor pe baz de
plante nu poate fi atribuit Tntotdeauna unui singur principiu activ major, ci mai degrab
interac iunilor sinergice i uneori antagonice dintre mai mul i constituen i. Aceste interac iuni
pot spori biodisponibilitatea, pot reduce toxicitatea sau pot extinde spectrul de activitate.
In elegerea i conservarea acestei complexit i este esenial pentru fitoterapia modern ,

dezvoltarea de nutraceutice iformularea alimentelor func ionale (Heinrich et al., 2022).



Diversitatea chimic i organizarea structural a fitocomplexelor
Fitocomplexele se caracterizeaz prin heterogenitatea lor chimic . Ele includ:

Metaboli i primari, precum carbohidra i, proteine i lipide, care ofer suport nutri ional

i servesc drept purt tori sau stabilizatori pentru metaboli ii secundari.

Metaboli i secundari, inclusiv alcaloizi, flavonoizi, terpene, acizi fenolici, saponine i

compu i cu sulf, mul i dintre ace tia prezentand ac iuni farmacologice specifice.

Substan e accesorii, precum r ini, ceruri, uleiuri esen iale, pigmeni i enzime, care
pot s nu aib activitate farmacologic direct , dar pot imbun t i solubilitatea,

stabilitatea sau calit ile organoleptice.

Intr-un fitocomplex, ace ti compu i nu sunt prezen i la intamplare, ci sunt adesea organiza i
intr-un mod care reflect mecanismele de ap rare ale plantei. De exemplu, polifenolii
acioneaz ca antioxidani i ageni antimicrobieni, in timp ce terpenoidele contribuie la
semnalizarea chimic i interac iunile ecologice. Aceast organizare natural este esen ial
pentru activitatea general a plantei i nu poate fi reprodus prin amestecuri sintetice de
compu iizolai (Wink, 2015).

Mecanismele sinergice din fitocomplexe
Sinergia din cadrul fitocomplexelor se manifest n mai multe moduri:

i) Sinergie farmacodinamic — mai mul i constituen i pot ac iona asupra unor inte diferite dintr-
un sistem biologic, producand un efect mai amplu sau mai intens. De exemplu, activitatea
antimicrobian a uleiului esenial de cimbru este mai puternic atunci cand timolul i

carvacrolul sunt combina i decat atunci cand sunt utiliza i individual.

ii) Sinergie farmacocinetic —anumiicompu i sporesc absorb ia sau biodisponibilitatea altora.
Un exemplu clasic este piperina din Piper nigrum, care cre te biodisponibilitatea curcuminei

din Curcuma longa prin inhibarea degrad rii sale metabolice (Shoba et al., 1998).

iii) Detoxifiere i modularea siguran ei — compu ii minori pot reduce toxicitatea celor majori,
permi and o administrare mai sigur . De exemplu, unii flavonoizi contracareaz stresul oxidativ

poten ial indus de alcaloizi.



iv) Stabilizarea moleculelor active — polizaharidele, taninurile sau proteinele pot stabiliza
compu ii volatili sau metaboliii secundari sensibili, asigurandu-le integritatea in timpul

depozit rii iproces rii.

Astfel de efecte sinergice subliniaz de ce izolarea unui singur compus activ nu reproduce

intotdeauna activitatea terapeutic a unui extract intreg (Ekor, 2014).

Figura 3.2 Reprezentare schematic a interac iunilor sinergice intr-un fitocomplex

Provoc ri tehnologice in conservarea fitocomplexelor

Una dintre dificult ile centrale in dezvoltarea produselor pe baz de plante const 1n
men inerea integrit i fitocomplexului pe parcursul etapelor de recoltare, procesare, extrac ie

i depozitare. Factorii care influen eaz stabilitatea includ:

i) Condi iile de recoltare — Factorii de mediu, precum lumina, temperatura i compozi ia solului,
influen eaz profilul fitochimic al plantei. Momentul recolt rii determin adesea concentra ia

principiilor bioactive (Khoddami et al., 2013).

i) Manipularea post-recoltare — Uscarea, m cinarea i condiiile de depozitare pot duce la

degradarea uleiurilor volatile, oxidarea polifenolilor i hidroliza glicozidelor.
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iii) Metodele de extrac ie — Extrac ia conven ional cu solven i poate izola anumite substan e,
dar poate conduce la pierderea constituen ilor volatili sau termolabili. Metodele moderne,
precum extrac ia cu fluide supercritice (SFE), extrac ia asistat de microunde (MAE) i
extrac ia cu lichide presurizate (PLE), ofer o selectivitate i o eficien mai ridicate, p strand

totodat moleculele delicate (Zhang et al., 2018).

iv) Formulare i stabilizare — Tehnici precum incapsularea, liofilizarea i nanoformularea sunt
utilizate din ce Tn ce mai mult pentru protejarea compu ilor instabili i pentru livrarea

fitocomplexelor sub forme func ionale i biodisponibile (Patra et al., 2021).

Provocarea pentru fitochimia modern este optimizarea tehnicilor de extrac ie i conservare,

men inand in acela i timp integritatea holistic a fitocomplexului.

Aplica ii Tn medicin , nutri ie i alimente func ionale
Fitocomplexele joac roluri semnificative in diverse domenii:

Medicin tradiional i modern — Remedii pe baz de plante precum ginsengul,
echinacea i valeriana se bazeaz pe interac iunea mai multor constitueni pentru
efecte adaptogene, imunostimulatoare sau sedative. Companiile farmaceutice
exploreaz din ce In ce mai mult extracte standardizate ca alternative la

medicamentele pe baz de un singur compus (Ekor, 2014).

Alimente func ionale i nutraceutice — Extractele bogate in polifenoli din struguri, ceai
verde i fructe de p dure sunt promovate pentru beneficile antioxidante i
cardioprotectoare. Aceste efecte se datoreaz unui spectru larg de compu i interactivi,

nu unui singur antioxidant.

Cosmeceutice — Complexele vegetale bogate in flavonoizi, terpene i uleiuri sunt

utilizate in formul ri cu efect anti-imb tranire, antiinflamator i fotoprotector.

Nutri ie animal i agricultur — Fitocomplexele sunt integrate in furaje ca promotori
naturali ai cre terii i ageni preventivi impotriva bolilor, oferind o alternativ la

antibioticele sintetice.
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Perspective de viitor

Studiul fitocomplexelor evolueaz rapid, sprijinit de progresele in metabolomic , biologie a
sistemelor i bioinformatic . Aceste instrumente permit cartografierea interac iunilor complexe
dintre constituenii vegetali i c ile biologice, oferind perspective mai profunde asupra

mecanismelor sinergice.
Cercet rile viitoare trebuie s se concentreze pe:

Dezvoltarea unor protocoale analitice standardizate pentru caracterizarea complet a

fitocomplexelor.

Proiectarea unor tehnologii de extrac ie ecologice (,green extraction”) care reduc

impactul asupra mediului i maximizeaz bioactivitatea.

Explorarea fitoterapiei personalizate, unde anumite fitocomplexe sunt adaptate la

profilul metabolic i genetic individual.

Integrarea unor cadre de reglementare care s recunoasc propriet ile unice ale

fitocomplexelor, diferen iindu-le de compu ii activi izola i.

Prin imbinarea cuno tin elor tradi ionale cu inova iile moderne analitice i tehnologice,

fitocomplexele pot fi valorificate mai eficient ca resurse sustenabile isigure pentrus n tate

i bun stare.

Metod Solvent Temperatur Presiune Timp Volumul Polaritatea
de produselor
solvent naturale
organic extrase
consumat

Macerare Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Lung Mare Depinde de

apo i i camerei solventul
neapo i de extrac ie

Percolare Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Lung Mare Depinde de

apo i i camerei, solventul
neapo i ocazional de extrac ie
inc lzire

Decoct Ap Inc lzire Atmosferic  Moderat Niciunul Compu i

polari

Extrac ie de Solveniapo i Inc lzire Atmosferic  Moderat Moderat Depinde de

reflux i neapo i solventul

de extrac ie

Extrac ie Solven i Inc Izire Atmosferic  Lung Moderat Depinde de

Soxhlet organici solventul

de extrac ie

Extrac ie Ap ,solveni Inc lzire Crescut Scurt Mic Depinde de

lichid sub apo i i solventul

presiune neapo i de extrac ie

0]



Extrac ie cu Fluid Aproape de Crescut Scurt Niciunul Compu i
fluide supercritic (de temperatura sau mic nepolari
supercritice obicei S-CO2), camerei pan la
uneori cu moderat
modificator polari
Extrac ie Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Scurt Moderat Depinde de
asistat de apo i i camerei, sau solventul
ultrasunete neapo i inc lzire de extrac ie
Extrac ie Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Scurt Niciunul Depinde de
asistat de apo i i camerei sau mic solventul
microunde neapo i de extrac ie
Extrac ia in Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Scurt Moderat Depinde de
camp electric  apo i i camerei, sau solventul
pulsat neapo | Inc lzire de extrac ie
Extrac ie Ap ,solveni  Temperatura Atmosferic  Moderat Moderat Depinde de
asistat de apo i i camerei, sau solventul
enzime neapo i Inc lzire de extrac ie
dup
tratament
enzimatic
Hidrodistilare  Ap Inc Izire Atmosferic  Lung Niciunul Ulei
i distilare cu esen ial (de
abur obicei
nepolar)

3.3 Ghidurile OMS pentru Formul

ri Standardizate de Plante Medicinale

Medicamentele pe baz de plante reprezint una dintre cele mai utilizate forme de ngrijire a

s n t iila nivel mondial ir méan o op iune terapeutic primar pentru milioane de oameni,

in special in  rile In curs de dezvoltare (OMS, 2013). In ciuda istoriei lor indelungate de

utilizare, siguran a, eficacitatea i calitatea formul rilor din plante continu s reprezinte o
preocupare din cauza variabilit ii inerente surselor naturale. Ca r spuns, Organiza ia
Mondial

asSnt ii (OMS) a elaborat ghiduri cuprinz toare care ofer un cadru pentru

standardizarea, asigurarea calit ii i controlul reglementar al medicamentelor pe baz de
plante (OMS, 2007). Aceste ghiduri subliniaz faptul ¢ formul rile din plante ar trebui s
indeplineasc acelea i standarde de siguran , calitate i eficacitate ca produsele
farmaceutice conven ionale, recunoscand in acela i timp provoc rile specifice asociate

materialelor de origine vegetal .

Parametrii-cheie in ghidurile OMS

Controlul calit ii materiilor prime vegetale i al produselor finite



Identificarea corect a speciei de plante este esen ial pentru a preveni erorile de identificare
sau substituirea. Se utilizeaz examinarea macroscopic , analiza microscopic i, tot mai
mult, tehnici de codificare ADN (DNA barcoding) (Raclariu et al., 2017).

Condi iile de mediu (tip de sol, altitudine, expunere la lumin , sezon de recoltare) influen eaz

semnificativ compozi ia fitochimic .

Diferitele p ri ale plantei (r d cini, frunze, semin e) prezint profile chimice distincte,

complicand procesul de standardizare.

Riscurile de adulterare includ contaminarea cu alte specii vegetale, metale grele, pesticide sau

toxine microbiene.

OMS recomand o abordare analitic pe mai multe niveluri, combinand cromatografia (HPLC,
TLC, GC-MS), spectroscopia (NMR, IR, UV-Vis) i, tot mai mult, metabolomica ichimiometria

pentru autentificare itestarea purit ii (Kunle et al., 2012).
Evaluarea stabilit ii iatermenului de valabilitate

Produsele din plante conin mai muli compu i susceptibili la degradare (ex.: oxidarea

polifenolilor, pierderea uleiurilor volatile).

Termenul de valabilitate trebuie stabilit prin studii de stabilitate validate, inclusiv teste in timp
real iaccelerate.

Evalu rile acoper aspecte fizice (culoare, miros, umiditate), chimice (nivelul compu ilor

marker) i microbiologice.

Se recomand ambalaje protectoare (sticl brun , blistere, tehnici de Thcapsulare) pentru a

conserva principiile active (Zhang et al., 2018).

Evaluarea siguran ei

Utilizarea tradi ional nu garanteaz siguran a — sunt necesare studii toxicologice (acute,

cronice, genotoxice, de reproducere, carcinogenitate).

Interac iunile plante—medicamente sunt o preocupare major . De exemplu, Sun toarea
(Hypericum perforatum) reduce semnificativ concentra iile plasmatice ale unor medicamente

antiretrovirale iimunosupresoare (1zzo & Ernst, 2009).



OMS solicit dezvoltarea unor sisteme de farmacovigilen , inclusiv documentarea

evenimentelor adverse i centre na ionale de monitorizare.

Evaluarea eficacit i

Tradi ional, eficacitatea era bazat pe cuno tin e etnomedicale, dar standardele moderne cer

validare tiin ific .

Instrumente de evaluare:

Test riin vitro (antioxidant, antimicrobian, inhibi ia enzimelor).
Studii in vivo pe animale.

Studii clinice controlate, unde este posibil (Heinrich, 2015).

Compu ii marker sunt adesea utiliza i pentru monitorizarea eficacit ii, de i efectul terapeutic

provine de obicei din fitocomplexul sinergic, nu dintr-o singur molecul .

Metode analitice i armonizare reglementar

OMS subliniaz necesitatea armoniz rii interna ionale pentru siguran , eficacitate i comer

global.

Tehnici recomandate:

Microscopie — autentificarea drogurilor vegetale brute.
Cromatografie — amprentare chimic .

Spectroscopie & metabolomic — profilarea amestecurilor complexe.

Spectrometria de mas de Tnalt rezolu ie (MS) irezonan a magnetic nuclear (NMR) ofer

perspective avansate asupra diversit i fitochimice (Li et al., 2022).

Persist diversitatea reglement rilor: produsele din plante pot fi clasificate ca suplimente

alimentare (SUA), medicamente tradi ionale pe baz de plante (UE) sau medicamente



ayurvedice (India). Ghidurile OMS funcioneaz ca referin de armonizare, promovand

convergen af r a elimina particularit ile culturale.

Ghidurile OMS ofer un cadru global pentru a asigura ¢ medicamentele pe baz de plante
indeplinesc standardele moderne de calitate, siguran i eficacitate. Prin abordarea
variabilit ii surselor vegetale, stabilit ii chimice, riscurilor toxicologice i valid rii eficacit i,
aceste ghiduri creeaz 0 punte intre cuno tin ele tradi ionale i rigoarea tiinific modern .
Adoptarea lor consolideaz protecia s n t ii publice i cre te credibilitatea i acceptarea

interna ional a medicinei pe baz de plante.

3.4 Suplimente Alimentare

Suplimentele alimentare sunt definite ca surse concentrate de nutrien i sau alte substan e
bioactive cu efect nutri ional sau fiziologic, comercializate de obicei in forme de dozare precum
capsule, tablete, pulberi i lichide dozate (Comisia European , 2002). Aceste produse fac
leg turaintre diet i medicin , oferind surse suplimentare de vitamine, minerale, aminoacizi,
acizi gra i, fiore sau extracte vegetale pentru a sprijini s n tatea general i a preveni

deficien ele.

In ultimele dou decenii, suplimentele alimentare au trecut de la produse de ni la
componente mainstream ale pie elor de s n tate pentru consumatori. Aceast schimbare
reflect transform ri sociale mai largi, inclusivimb tranirea popula iei, cre terea bolilor cronice

i accentul sporit pe ingrijirea preventiv . Rela ia medic—pacient s-a modificat, indivizii ¢ utand
mai mult autonomie Tn alegerile lor de s n tate. Consumatorii moderni devin din ce in ce mai
proactivi, solicitdand indrum ri pentru men inerea st rii de bine, inloc s se bazeze exclusiv pe

tratamente reactive.

Pia a global a suplimentelor alimentare inregistreaz o cre tere sus inut . De exemplu, in
Europa, pia a a inregistrat o cre tere a valorii de 4,3%, corespunzand la aproximativ 3,5
miliarde i 256 milioane de pachete vandute anual. Categoriile precum s n tatea
cardiovascular , reglarea microbiotei intestinale i s n tatea urogenital domin cererea, in
timp ce formul rile specifice de gen i produsele specifice varstei (pentru copii i seniori)

reprezint ni e in expansiune.



Componente nutri ionale ifunc ionale ale suplimentelor alimentare
Suplimentele alimentare includ o gam divers de substan e, clasificate astfel:

Vitamine i minerale: micronutrieni eseniali care susin func iile metabolice, cre terea,

imunitatea i prevenirea bolilor.

Aminoacizi iproteine: elemente de baz ale mu chilor i esuturilor, tot mai populare in nutri ia

sportiv i recuperare.

Acizi gra i eseniali (EFA): acizi gra i omega-3 i omega-6, cruciali pentru s n tatea

cardiovascular i cognitiv .
Fibre: benefice pentru s n tatea digestiv i controlul greut ii.

Produse botanice i extracte din plante: cum ar fi ginseng, echinacea, turmeric i ceai verde,

promovate adesea pentru propriet i antioxidante, antiinflamatoare sau adaptogene.

Probiotice i prebiotice: microorganisme vii i fibre alimentare care promoveaz echilibrul

microbiomului intestinal.

Totu i, biodisponibilitatea acestor compu i este un factor major al eficacit ii lor. Nutrien ii care
sunt slab absorbi i sau rapid metaboliza i nu ofer beneficii terapeutice sau nutri ionale. Pentru
a aborda aceast problem , se dezvolt strategii avansate de formulare, inclusiv
nanoincapsulare, livrare liposomal i co-administrare cu poten iatori ai absorb iei (de

exemplu, piperina cu curcumina) (McClements, 2020).
Siguran , calitate i probleme ale lan ului de aprovizionare

In ciuda popularit ii lor, suplimentele alimentare se confrunt cu provoc ri legate de controlul
calit ii i transparen a lan ului de aprovizionare. Adulterarea, contaminarea i variabilitatea
materiilor prime r man probleme presante, in special in produsele derivate din plante.
Interna ionalizarea lan urilor de aprovizionare duce adesea la varia ii de calitate, deoarece
diferen ele de sol, clim , moment al recolt rii, depozitare i procesare pot modifica profilurile
fitochimice (Zhang et al., 2018).

Impurit ile, cum ar fi reziduurile de pesticide, metalele grele sau contaminarea microbian
pot compromite siguran a i eficacitatea. In plus, cazurile de adulterare deliberat cu substan e
farmaceutice (de exemplu, steroizi sau stimulani) subliniaz necesitatea unui control i

reglementare riguroas (Teschke et al., 2013).



Pentru a reduce aceste riscuri, unele companii de top i-au integrat vertical lan urile de
aprovizionare, cultivand i procesand direct plantele pentru a asigura consisten a calit ii.
Monitorizarea constant , programele de certificare (ex.: GACP — Good Agricultural and
Collection Practices) itestarea in laboratoare independente sunt din ce in ce mai considerate

standarde de industrie.

Inova ie i cercetare in suplimentele alimentare

Inova ia este esenial pentru men inerea increderii consumatorilor i a cre terii pie ei, in
special in contextul restric iilor de reglementare impuse de EFSA i FDA privind afirma iile de
s n tate. Companiile investesc masiv in cercetare fundamental , tehnologii de formulare i

validare clinic pentru a sprijini eficacitatea produselor lor.

Domenii-cheie de inova ie:

Cercetare fundamental : identificarea de compu i bioactivi noi, explorarea sistemelor

func ionale, studii mecanistice la nivel molecular i celular.

Cercetare in formulare: dezvoltarea de sisteme avansate de livrare (nanoparticule, emulsii,
hidrogeluri) care Tmbun t esc biodisponibilitatea i stabilitatea compu ilor sensibili (ex.:

polifenoli, probiotice, acizi gra i omega-3).

Validare clinic : studii in vivo i clinice pe oameni pentru dovezi de siguran i eficacitate.
Acestea pot confirma utiliz rile tradi ionale etnobotanice sau valida afirma ii noi de s n tate

(de ex., modularea microbiomului intestinal, reducerea riscului cardiovascular).

Gen, varst i nutri ie personalizat

O tendin emergent pe piaa suplimentelor este nutriia personalizat , condus de
progresele in genomic , metabolomic i cercetarea microbiomului. Produsele sunt tot mai

mult adaptate pentru:

* Nevoi specifice de gen: ex. suplimente pentru simptomele menopauzei la femei sau
S n tatea prostateila b rbai.
» Formul ri specifice varstei: ex. calciu i vitamina D pentru s n tatea oaselor la

varstnici, omega-3 pentru dezvoltarea cognitiv a copiilor.



« Produse specifice stilului de via : ex. formule pentru recuperare sportiv , adaptogeni
pentru reducerea stresului la profesioni ti, combinaii pentru imunitate destinate
c | torilor frecven i.

Aceast evolu ie reflect trecerea de la suplimentarea general la nutraceutice de precizie,

aliniate cu tendin ele mai largi din medicina personalizat (Afman & Mdller, 2012).

Cadru de reglementare ifincrederea consumatorilor

Suplimentele alimentare ocup un spa iu reglementar intre alimente i medicamente, cerin ele

variind la nivel global.

In Uniunea European , ele sunt reglementate prin Directiva Suplimentelor Alimentare
(2002/46/EC).

n Statele Unite, prin DSHEA (Dietary Supplement Health and Education Act, 1994).

De i aceste cadre cer etichetare corect i interzic afirmaiile in el toare, nu impun
Tntotdeauna autorizare pre-market, responsabilitatea revenind produc torilor pentru siguran
i calitate.

Increderea consumatorilor depinde astfel de transparen , certific ri independente i dovezi
tiin ifice. Integrarea instrumentelor digitale, cum ar fi sistemele blockchain pentru trasabilitate,
este ateptat s Tmbun t easc responsabilitatea i s asigure consumatorii de

autenticitatea produselor.

a s nt ii, situat la intersecia dintre diet , medicin i wellness-ul consumatorului. Ele
furnizeaz surse concentrate de nutrieni eseniali i compu i bioactivi, dar se confrunt cu
provoc ri continue privind asigurarea calit ii, biodisponibilitatea i armonizarea
reglement rilor.

Viitorul acestui sector depinde de:

e inovaie,
« validare tiinific riguroas ,

e personalizare,

sprijinite de sisteme solide de calitate ilan uri de aprovizionare transparente.



Respectand aceste principii, industria suplimentelor alimentare poate continua s se extind |,

men in&nd siguran a, eficacitatea iincrederea consumatorilor.
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CAPITOLUL 4. CAPITALIZAREA RESURSELOR VEGETALE
PENTRU CONSUM SIGUR | EFICIENT

4.1 Introducere

Plantele au fost, istoric, printre cele mai importante resurse pentru nutri ia uman , ingrijirea
s n t ii ipracticile culturale. De la culturile alimentare de baz péan laformul rile medicinale
sofisticate, materialele derivate din plante furnizeaz nutrieni esen iali, agen i terapeutici i

compu ifunc ionali care sus inviaa ipromoveaz bun starea.

In context contemporan, capitalizarea resurselor vegetale se refer la utilizarea strategic a
materialelor derivate din plante in sisteme alimentare, suplimente dietetice i produse
farmaceutice, cu accent pe siguran , eficien i sustenabilitate. Acest concept integreaz

practici agricole, inova ii biotehnologice icadre de reglementare pentru a maximiza beneficiile
resurselor vegetale, reducand in acela i timp riscurile asociate cu contaminan i, toxine i

variabilitatea compu ilor bioactivi.
Definirea capitaliz rii resurselor vegetale

Capitalizarea resurselor vegetale cuprinde identificarea, extrac ia, procesarea i formularea

materialelor derivate din plante in produse sigure i eficiente.

In sistemele alimentare, aceasta implic optimizarea calit ilor nutriionale i

func ionale ale culturilor, asigurand in acela i timp siguran a alimentar .

n suplimente, capitalizarea se refer la izolarea moleculelor bioactive (ex.: flavonoide,
alcaloizi, terpene, polizaharide) i stabilizarea acestora pentru beneficii fiziologice
intite.

In medicin , ea presupune adesea standardizarea fitochimicalelor pentru a produce

formul ri cu eficacitate terapeutic reproductibil .

Dincolo de domeniul biomedical, capitalizarea include i valorificarea produselor secundare
agricole (t rd e, coji, semin e, tescovin ) Th compu i valoro i precum fibre alimentare,
antioxidan i sau biocombustibili. Aceast abordare sustenabil nu doar sprijin modele de

economie circular , dar ireduce de eurile de mediu (Lange & Ahlemeyer, 2019).



Importan a siguran ei i eficien ei

Cre terea cererii pentru produse naturale a dus la provoc ri sporite privind sigurana i
eficien a. Spre deosebire de farmaceuticele sintetice, plantele prezint profiluri fitochimice
complexe, influen ate de factori genetici, de mediu i de procesare. Aceast complexitate

poate genera variabilitate in calitatea i eficacitatea produselor.

Considera ii de siguran includ:
Prezen a toxinelor naturale (ex.: alcaloizi, glicozide cianogenice).
Contaminan i din inputurile agricole (pesticide, metale grele).
Riscuri microbiologice Tn timpul depozit rii i proces rii.

Compu i alergeni in anumite produse vegetale.

Considera ii de eficien includ:
Reten ia compu ilor bioactivi in timpul proces rii i depozit rii.
Maximizarea randamentului din extrac ia materiilor prime.
Rentabilitatea in produc ia la scar mare.
Asigurarea biodisponibilit ii principiilor active in organismul uman.

Asigurarea atat a siguran ei, cat i a eficien ei necesit protocoale standardizate, m suri de
control al calit ii itehnologii analitice avansate (cromatografie, spectrometrie, metabolomic )

pentru identificarea i cuantificarea fitochimicalelor ia contaminan ilor (Zhou et al., 2019).

Acest capitol T i propune s ofere un ghid cuprinz tor de strategii experimentale i aplicate

pentru capitalizarea resurselor vegetale, cu accent pe:

Asigurarea siguran ei — abordarea toxinelor, contaminan ilor, alergenilor i aspectelor
de reglementare.

Optimizarea eficien ei — p strarea bioactivit ii, Tmbun t irea randamentului i
reducerea costurilor de produc ie.



Standardizarea metodologic — prezentarea tehnicilor moderne de extrac ie, procesare

i stabilizare.

Perspective aplicate — demonstrarea modului in care plantele pot fi integrate in
alimente, suplimente i produse farmaceutice pentru a maximiza beneficiille pentru

S n tatea public .

Prin legarea metodologiilor experimentale de studii de caz aplicate, acest capitol eviden iaz
atat oportunit ile, cat i provoc rile transform rii resurselor vegetale in produse sigure,

eficiente i sustenabile pentru consumul uman.

De ce conteaz siguran a i eficien a
Protejeaz consumatorii de toxine, contaminan i i alergeni.
Men ine bioactivitatea compu ilor func ionali i terapeutici.
Reduce de eurile i maximizeaz valoarea economic a resurselor vegetale.

Imbun t e te increderea consumatorilor i conformitatea cu standardele

interna ionale.
Sus ine sustenabilitatea i modelele de economie circular .

Capitalizarea resurselor vegetale reprezint o intersecie critic ntre agricultur ,
biotehnologie, tiin aalimentar imedicin . Utilizarea sigur i eficient a produselor derivate
din plante contribuie nu doar la securitatea alimentar iingriireas n t ii, dar ila alinierea

cu obiectivele globale de sustenabilitate, inova ie i protec ia consumatorilor.

Odat cu cre terea interesului consumatorilor pentru produse naturale, combinat cu
avansurile in extrac ie i tehnologii analitice, viitorul const 1n dezvoltarea unor strategii
standardizate, bazate pe dovezi, care s deblocheze intregul poten ial al resurselor vegetale

pentru consum uman sigur i eficient.

Figura 4.1 Reprezentare schematic a valorific rii resurselor vegetale



4.2 Selec ia i Caracterizarea Resurselor Vegetale

Selec ia sistematic i caracterizarea resurselor vegetale reprezint o piatr de temelie in
dezvoltarea unor produse sigure i eficiente derivate din surse naturale. Fie ¢ sunt destinate
utiliz rii ca alimente, suplimente dietetice sau preparate medicinale, materialele vegetale
trebuie s treac printr-o evaluare riguroas pentru a le asigura siguran a, eficacitatea i

reproductibilitatea.

De i plantele au servit istoric drept rezervoare esen iale de nutri ie i medicin , complexitatea
crescand a pie elor globale moderne necesit abord ri mai structurate pentru a le valida
utilizarea. Acest capitol introduce principiile fundamentale pentru selecia i caracterizarea
resurselor vegetale, subliniind criterii de comestibilitate, poten ial bioactiv, sustenabilitate,

verificarea cuno tin elor tradi ionale, precum ievalu ri botanice, chimice ide siguran

Integrarea cuno tin elor tradi ionale cu instrumentele analitice moderne ofer 0 oportunitate
unic de a descoperi noi compu i bioactivi, protejand in acela i timp impotriva riscurilor
poten iale. Aceast perspectiv holistic recunoa te plantele nu doar ca materii prime, ci ica
sisteme biologice dinamice ale ¢ ror propriet i sunt influen ate de factori genetici, de mediu

i culturali.

Criterii de selec ie

Primul pas Tn capitalizarea resurselor vegetale este stabilirea unor criterii riguroase pentru

selec ia acestora. Acestea includ:

i) Comestibilitate i utilizare istoric : Plantele consumate tradiional ca alimente sau
medicamente de in un avantaj comparativ in selec ie, deoarece siguran a lor este adesea
sus inut de inregistr ri etnobotanice. Utilizarea istoric ofer dovezi preliminare valoroase,

dar necesit validare prin metode tiin ifice moderne (Heinrich & Jager, 2015).

i) Poten ial bioactiv: Plantele trebuie evaluate pentru prezen a metaboli ilor secundari precum
alcaloizi, flavonoide, terpene, polifenoli i saponine, care contribuie la propriet i terapeutice
sau func ionale. Progresele recente in profilarea metabolomic permit cercet torilors prezic

bioactivitatea pe baza semn turilor fitochimice (Dai & Mumper, 2010).



i) Sustenabilitate: Supraproduc ia populaiilor de plante s Ibatice poate amenin a
biodiversitatea. Prin urmare, plantele trebuie selectate indnd cont de practici de recoltare

durabile, fezabilitatea cultiv rii i statutul de conservare (Schippmann et al., 2002).

iv) Verificarea cuno tin elor tradi ionale: Afirma iile etnofarmacologice trebuie validate prin
studii experimentale. Cuno tin ele tradi ionale ofer ipoteze care pot direc iona cercetarea

tiin ific , dar reproductibilitatea necesit confirmare empiric (Fabricant & Farnsworth, 2001).

Caracterizare botanic i chimic

Dup selecie, caracterizarea riguroas asigur identificarea corect i utilizarea fiabil a

resurselor vegetale.

Identificare morfologic i taxonomic : Clasificarea taxonomic corect , bazat pe
caracteristici macroscopice i microscopice, este fundamentul autenticit ii. Evaluarea
morfologic trebuie s in cont de varia iile determinate de localizare geografic , stadiu de
cre tere icondiii de mediu (WHO, 2011).

Profilare chimic : Plantele conin amestecuri complexe de compu i ale ¢ ror concentraii
variaz n func ie de compozi ia solului, clim i condi ii de recoltare. Tehnici analitice precum
cromatografia (HPLC, GC), spectrometria (MS, NMR) i metabolomica sunt acum centrale in
caracterizarea extractelor vegetale (Wolfender et al., 2015). Aceste abord ri asigur

consisten a lot-cu-lot i furnizeaz amprente moleculare pentru conformitatea reglementar .

Metabolomica in caracterizarea plantelor: Platformele moderne de metabolomic permit
detectarea simultan a sute de metaboli i, facilitind diferentierea chemotipurilor iidentificarea
de noi compu i bioactivi. Acest lucru ofer 01n elegere cuprinz toare a variabilit ii fitochimice
(Roessner & Dias, 2013).

Evaluarea siguran ei

In ciuda percep iei generale ¢ produsele naturale sunt inerent sigure, plantele pot con ine

compu i toxici, alergeni sau factori antinutri ionali care necesit evaluare atent .

Screening toxicologic: Studiile de toxicitate acut , sub-cronic i cronic , atat in vitro, cat iin
Vivo, sunt esen iale pentru a asigura siguran a uman . O aten ie deosebit este necesar

pentru alcaloizi, glicozide i al i metaboli i poten ial toxici (Ekor, 2014).



Alergenicitate: Anumite plante sau proteine derivate din plante pot declan ar spunsuriimune.
Analizele proteomice avansate, combinate cu teste imunologice, sunt utilizate pentru a evalua

poten ialul alergenic.

Factori antinutri ionali: Compu i precum oxala ii, fita ii i taninurile pot interfera cu absorb ia
nutrien ilor. Determinarea cantitativ a acestor substan e este esenial finainte ca o plant s

poat fi recomandat pentru utilizare pe scar larg (Gupta et al., 2015).

Conformitate reglementar : Ghidurile interna ionale (ex.: WHO i EMA) subliniaz necesitatea
documenta iei toxicologice i a unei analize risc—beneficiu Tnainte de aprobarea pe pia a

produselor derivate din plante.

Strategii de prioritizare

Avand in vedere marea diversitate a speciilor de plante, prioritizarea este esenial pentru

direc ionarea eforturilor de cercetare idezvoltare ¢ tre cei mai promi tori candida i.

Con inut bioactiv ridicat: Plantele cu concentra ii mari de compu i bioactivi bine caracteriza i
sunt prioritizate pentru dezvoltare. De exemplu, speciile bogate in polifenoli sunt adesea vizate

pentru propriet ile lor antioxidante i antiinflamatorii.

Profil de risc sc zut: Speciile cu un profil de siguran favorabil i dovezi minime de toxicitate

au mai multe anse de a ob ine aprobare reglementar iacceptare din partea consumatorilor.

Disponibilitate scalabil : Se acord prioritate plantelor care pot fi cultivate la scar mare, in
condi ii sustenabile, reducand astfel dependen a de popula iile s Ibatice pe cale de dispari ie
(Cunningham, 2001).

Integrarea datelor etnobotanice i farmacologice: Combinarea datelor de utilizare tradi ional
cu validarea farmacologic ofer un cadru ra ional pentru prioritizare, ajutand la conectarea

patrimoniului cultural cu dovezile tiin ifice (Balick & Cox, 2022).

Selecia i caracterizarea sistematic a resurselor vegetale furnizeaz baza tiinific i
reglementar pentru utilizarea lor sigur i eficient n alimente, suplimente i medicamente.
Prin integrarea cuno tin elor etnobotanice, a profil rii chimice avansate i a evalu rilor

riguroase de siguran , cercet torii i actorii din industrie pot prioritiza speciile vegetale cu cel



mai mare poten ial pentru beneficii asupra s n t ii umane, asigurand in acela i timp

sustenabilitate i siguran

Adoptarea unor criterii i metodologii standardizate nu doar Timbun t e te calitatea
produselor, dar i consolideaz Tincrederea consumatorilor i conformitatea global cu

reglement rile.

Figura 4.2 Reprezentare schematic a selec iei i caracteriz rii resurselor vegetale

4.3. Extrac ia i Conservarea Compu ilor Bioactivi

Extrac ia i conservarea compu ilor bioactivi din resurse vegetale reprezint un pas critic in
transformarea materialelor botanice brute in produse alimentare sigure i eficiente, suplimente
dietetice i preparate medicinale. Moleculele bioactive precum polifenolii, flavonoizii,
carotenoizii, vitaminele, uleiurile esen iale i alcaloizii sunt adesea foarte sensibile la condi iile
de mediu i de procesare. Prin urmare, metodele utilizate trebuie s fie optimizate nu numai
pentru eficien i randament, ci i pentru protejarea integrit ii chimice a acestor molecule.
Aceast seciune examineaz abord rile moderne de extrac ie, strategiile de conservare i
mecanismele pentru a asigura ¢ bioactivitatea este men inut pe tot parcursul lan ului de

produc ie.
Metode de extrac ie
Extrac ia cu solvent

Extrac ia tradiional cu solvent r mane una dintre cele mai utilizate metode pentru
recuperarea compu ilor bioactivi din matricile vegetale. Apa i etanolul sunt considerate in
general solveni siguri i sunt aplicate frecvent in contexte alimentare i farmaceutice.
Amestecurile etanol-ap sunt deosebit de eficiente in extrac ia compu ilor fenolici, alcaloizilor
i glicozidelor, fiind in acela i timp mai pu in toxice i acceptabile ecologic comparativ cu

solven ii clorurai (Azwanida, 2015). Totu i, dezavantajele includ timpi lungi de extrac ie,



necesitatea unor volume mari de solvent i selectivitate limitat pentru compu ii foarte

specifici.
Extrac ia cu fluide supercritice (SFE)

Extrac ia cu fluide supercritice, folosind cel mai adesea dioxid de carbon (CO ), este o tehnic

mai ecologic i mai selectiv . CO supercritic prezint propriet i unice, ac ionand atat ca
gaz, cat i ca lichid, ceea ce 1i permite s p trund eficient in esuturile vegetale in timp ce
dizolv compu i nepolari precum uleiuri esen iale, carotenoizi i steroli (Herrero et al., 2010).
Avantajele sale includ absen a reziduurilor toxice, utilizarea redus de solvent i capacitatea
de a regla fin selectivitatea prin ajustarea temperaturii i presiunii. Totu i, necesitatea
echipamentelor specializate i costurile ridicate pot limita aplicarea sa in opera iuni de mic

scar .
Extrac ia enzimatic

Metodele enzimatice se bazeaz pe enzime hidrolitice specifice (de exemplu, celulaze,
pectinaze, proteaze) pentru a degrada pere ii celulari vegetali, eliberand astfel compu ii
bioactivi incorporai. Aceast tehnic este deosebit de util pentru polizaharide, compu i
fenolici i proteine (Puri et al., 2012). Extrac ia enzimatic este bland , p strand compu ii
termolabili, i Tmbun t e te adesea randamentul comparativ cu abord rile conven ionale.
Principalele limit ri sunt costul ridicat al enzimelor inecesitatea de a optimiza condi iile pentru

fiecare matrice vegetal .
Perspectiv comparativ

Fiecare metod de extracie prezint un compromis Tintre randament, selectivitate,
sustenabilitate i cost. Extrac ia cu solvent este ieftin , dar impov r toare ecologic, n timp ce
CO supercritic este sustenabil, dar costisitor. Abord rile enzimatice reprezint un compromis,
oferind selectivitate ridicat i p strarea activit ii, dar necesitand investiii in biocatalizatori.
Din ce in ce mai mult, tehnici hibride, precum extrac ia asistat de ultrasunete sau extrac ia
asistat de microunde, sunt adoptate pentru a cre te eficien a reducand in acela i timp

utilizarea de solvent idurata (Chemat et al., 2017).
Strategii de conservare

Dup extracie, compu ii bioactivi trebuie conservai intr-o form care 1i protejeaz de

degradare n timpul proces rii, depozit rii i consumului final. Conservarea este deosebit de



critic pentru polifenoli, vitamine i uleiuri volatile care sunt predispuse la oxidare, hidroliz

sau volatilizare.
Tehnici de uscare

Uscarea reduce activitatea apei, stabilizidnd astfel extractele i prevenind cre terea
microbian . Uscarea convenional cu aer cald este rentabil , dar conduce adesea la
degradare termic semnificativ. a compu ilor sensibili la ¢ Idur . Liofilizarea (uscare prin
congelare) este considerat superioar pentru p strarea moleculelor termolabile precum
vitamina C i flavonoizii, deoarece elimin apa latemperatur ipresiune sc zut , minimizand
astfel schimb rile chimice (Ratti, 2001). Totu i, liofilizarea este intensiv energetic i

costisitoare, limitdnd scalabilitatea sa industrial .
Incapsulare

Tehnologiile de incapsulare precum uscarea prin pulverizare, incapsularea liposomal sau
Tncapsularea in nanoparticule sunt din ce in ce mai utilizate pentru a proteja compu ii bioactivi
de oxidare, lumin sau fluctua ii de pH. Tncapsulareaimbun t e te de asemenea solubilitatea

i biodisponibilitatea compu ilor precum polifenolii i carotenoizii (Gharsallaoui et al., 2007).
Aceast tehnic permite eliberare controlat i livrare intit Tn alimente funcionale sau
nutraceutice, de i complexitatea formul rii i etapele suplimentare de procesare pot cre te

costurile de produc ie.
Condi ii controlate de depozitare

Condi iile adecvate de depozitare, incluzand reducerea expunerii la oxigen, protec ia impotriva
luminii i controlul temperaturii, sunt eseniale pentru a conserva compu ii bioactivi. De
exemplu, compu ii polifenolici sunt susceptibili la oxidare atunci cand sunt expu i la aer, in
timp ce carotenoizii se degradeaz sub expunere la lumin . Utilizarea gazelor inerte de
ambalare (de exemplu, sp lare cu azot), a recipientelor opace i a refriger rii poate prelungi

semnificativ durata de via pe raft (Shahidi & Ambigaipalan, 2015)..
Men inerea bioactivit i

Conservarea bioactivit ii se refer la men inerea integrit ii structurale i a capacit ii
func ionale a compu ilor sensibili pe parcursul proces rii. Multe molecule derivate din plante,
precum vitaminele, flavonoizii i uleiurile esen iale, sunt instabile la temperaturi ridicate,

expunere la oxigen sau stres mecanic.

Protec ia polifenolilor i vitaminelor



Polifenolii, de i abundeni in multe plante, sunt sensibili la oxidare, in special in condi ii
alcaline. Similar, vitamine precum vitamina C ivitamina E se degradeaz rapid car spuns la
c Idur i oxigen. Metodele avansate de conservare, incluzand incapsularea in biopolimeri
sau emulsii, pot atenua aceste pierderi i asigura o biodisponibilitate mai ridicat (Biesalski et
al., 2009).

Conservarea uleiurilor volatile

Uleiurile eseniale i ali compu i volatili sunt predispu i la evaporare i oxidare in timpul
depozit rii. Microincapsularea i utilizarea recipientelor intunecate, ermetice, sunt strategii
eficiente pentru a minimiza aceste pierderi. In plus, combinarea extrac iei cu metode de
conservare — precum liofilizarea imediat dup extrac ia cu solvent sau enzimatic — poate
reduce substan ial degradarea (Burt, 2004).

Integrarea extrac iei i conserv rii

Abord rile industriale moderne pun accentul pe integrarea strategiilor de extracie i
conservare intr-un flux de lucru continuu. De exemplu, extrac ia cu CO supercritic poate fi
cuplat direct cu incapsularea, reducand astfel expunerea compu ilor laaer ilumin intimpul
proces rii. Astfel de sisteme integrative nu doar imbun t esc eficien a general a recuper rii
bioactive, dar i minimizeaz riscul de degradare a compu ilor ihainte de formularea final a

produsului.

Extrac ia i conservarea compu ilor bioactivi sunt centrale pentru dezvoltarea unor produse
sigure, eficiente i sustenabile pe baz de plante pentru aplica ii alimentare, farmaceutice i
nutraceutice. Alegerea metodei de extracie i a strategiei de conservare afecteaz direct
randamentul, selectivitatea i stabilitatea compu ilor. De i extrac ia tradi ional cu solvent
r mane predominant , tehnologiile emergente precum extracia cu fluide supercritice,
metodele enzimatice iincapsularea modeleaz viitorul proces rii produselor naturale. Pentru
a asigura bioactivitatea maxim , sistemele integrate care combin extrac ia eficient cu
conservarea robust devin din ce in ce mai necesare. Echilibrarea eficien ei, impactului asupra

mediului i costului var mane principiul ¢ | uzitor in avansarea acestui domeniu.



Figura 4.3 Reprezentare schematic a extrac iei sau conserv rii compu ilor bioactivi

4.4 Procesarea pentru Consum Sigur

Asigurarea faptului ¢ resursele derivate din plante sunt sigure i eficiente pentru consumul
uman necesit o abordare multidisciplinar care integreaz tiin a alimentar , farmacognozia

i toxicologia. Procesarea nu inseamn doar transformarea materialului vegetal brut in forme
utilizabile, ci i eliminarea sau reducerea sistematic a componentelor toxice, alergene sau
altfel nedorite, p strand in acela i timp compu ii bioactivi care confer beneficii pentru
s n tate. Utilizarea sigur a produselor vegetale depinde, prin urmare, de metode robuste de
detoxifiere, strategii de formulare care imbun t esc livrarea i eficacitatea, i cadre riguroase
de asigurare a calit ii care garanteaz uniformitatea i reproductibilitatea pe parcursul

ciclurilor de produc ie.
Metode de detoxifiere

Multe specii de plante acumuleaz n mod natural factori anti-nutri ionali, metaboli i toxici sau
contaminan i de mediu precum reziduuri de pesticide i metale grele. In consecin , metodele

de detoxifiere sunt o condi ie prealabil esenial pentru consumul sigur.

Procesarea termic este una dintre cele mai vechi i mai larg aplicate tehnici. Inc Izirea
controlat poate denatura proteine toxice (de exemplu, lectine din leguminoase), inactiva
contaminan ii microbieni i reduce activitatea enzimatic care altfel ar putea duce la
degradarea bioactivelor (Martinez et al., 2020). Totu i, expunerea termic excesiv risc

degradarea compu ilor termolabili precum vitamina C, carotenoizii i polifenolii, necesitand

optimizarea combina iilor temperatur —timp.

Detoxifierea chimic implic aplicarea de agen i siguri (solu ii alcaline, ¢ rbune activ sau acizi
organici) pentru a reduce alcaloizii toxici, glicozidele cianogenice i reziduurile de pesticide

(Awuchi et al., 2020). De i eficace, metodele chimice necesit reglementare atent pentru a



evita introducerea de noi contaminan i sau modificarea calit ii senzoriale i nutriionale a

produsului.

Fermenta ia ofer o abordare biologic sustenabil pentru detoxifiere. Prin activitatea microbilor
benefici, fermenta ia poate reduce factorii anti-nutri ionali precum fitatele ioxala ii, imbog ind
in acela itimp matricea cu probiotice i metaboli i care imbun t esc digestibilitatea (Tamang
et al., 2020). Alimentele tradi ionale fermentate ilustreaz avantajul dublu al detoxifierii i al
imbog irii func ionale, o caracteristic utilizat din ce ih ce mai mult in dezvoltarea produselor

nutraceutice.
Strategii de formulare

Dincolo de detoxifiere, procesarea implic de asemenea proiectarea de formul ri care
maximizeaz eficacitatea, stabilitatea i acceptarea de c tre consumatori. Integrarea
extractelor vegetale in alimente func ionale, suplimente dietetice ib uturi necesit o selec ie
atent a excipienilor i purt torilor pentru a men ine bioactivitatea asigurand in acela i timp

palatabilitatea i complian a.

Micronizarea este adesea aplicat pentru a cre te suprafa a pudrelor bioactive, imbun t ind
astfel solubilitatea i vitezele de dizolvare in fluidele gastrointestinale (Liu et al., 2019). Aceasta
este deosebit de valoroas pentru fitochimicale slab solubile in ap precum curcumina i

resveratrolul.

Tehnologiile de incapsulare (de exemplu, liposomi, nanoemulsii, complexe de ciclodextrine i
nanoparticule polimerice) sunt larg adoptate pentru a proteja compu ii sensibili de oxidare,
extreme de pH idegradare enzimatic n timpul depozit rii idigestiei (Ganesan et al., 2018).
Incapsularea permite de asemenea eliberare controlat i livrare intit a bioactivelor in
segmente specifice ale tractului gastrointestinal, imbun t ind atat biodisponibilitatea cat i

eficacitatea terapeutic .

In plus, strategiile de formulare trebuie s se adapteze nevoilor specifice ale consumatorilor,
incluzand formul ri bazate pe gen, suplimente pediatrice i geriatrice, i interven ii specifice
pentru afec iuni precum produse pentru s n tate cardiovascular sau cognitiv (Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).



Imbun t irea biodisponibilit i

Una dintre provoc rile persistente Tn nutraceuticele pe baz de plante este biodisponibilitatea
sc zut a multor fitochimicale, in special polifenoli, flavonoizi i terpenoizi. Diverse tehnici de

procesare sunt prin urmare utilizate pentru a spori absorb ia i circula ia sistemic .

Pretratarea enzimatic poate hidroliza leg turile glicozidice din flavonoizi, eliberand
forme agliconice mai absorbabile (Scalbert et al., 2011).

Sistemele de livrare nanostructurate imbun t esc solubilitatea i protejeaz compu ii

de degradarea prematur .

Formul rile sinergice — precum combinarea piperinei cu curcumina — pot inhiba
enzimele metabolice i astfel pot spori concentra ia plasmatic a compu ilor bioactivi
(Shoba et al., 1998).

Aceste abord ri ilustreaz importana de a privi procesarea nu doar ca 0 m sur de

conservare, ci ca un facilitator al eficien ei terapeutice.

Asigurarea calit i

Asigurarea calit ii (QA) sus ine credibilitatea 1 siguran a produselor pe baz de plante.
Uniformitatea, stabilitatea i reproductibilitatea sunt tr s turile distinctive ale unei formul ri de

ncredere.

Uniformitatea asigur distribu ia constant a compu ilor bioactivi intre loturi, reducand

variabilitatea Tn dozare i eficacitate.

Testarea stabilit ii este critic pentru a evalua degradarea fitochimicalelor in timp, Tn
condi ii variate de depozitare (lumin , temperatur , umiditate) i pentru a stabili
declara ii fiabile privind durata de valabilitate (EMA, 2016).

Reproductibilitatea asigur faptul ¢ rezultatele observate in producia la scar de
laborator sunt men inute in procesarea la scar industrial , o provocare frecvent dat

fiind complexitatea matricelor vegetale i variabilitatea sezonier .

Cadrul modern de QA incorporeaz amprentarea cromatografic , analize spectroscopice i

bioanalize pentru a valida identitatea, puritatea i poten a produselor pe baz de plante. In



plus, respectarea Bunelor Practici de Fabricaie (GMP) i a standardelor farmacopeice

interna ionale asigur conformitatea reglementar i siguran a consumatorilor.

Procesarea pentru consum sigur reprezint o etap pivotal in lan ul valoric al resurselor pe
baz de plante, f cand leg turaintre materialul botanic brut iprodusele gata de consum. Prin
integrarea metodelor de detoxifiere, strategiilor avansate de formulare, Tmbun t irii
biodisponibilit ii i practicilor solide de asigurare a calit ii, cercet torii i produc torii pot
proteja atat eficacitatea, cat i siguran a. Procedand astfel, ei abordeaz nu doar obiectivele
nutri ionale i terapeutice imediate, ci i imperativele mai ample ale increderii consumatorilor

i conformit ii reglementare.

4.5 Abord ri Analitice pentru Siguran I Eficacitate

Evaluarea siguran ei i eficacit ii resurselor pe baz de plante, fie consumate ca alimente,
suplimente sau preparate terapeutice, depinde critic de metodologii analitice robuste. Aceste
abord ri servesc dou scopuri primare: primul, de a asigura ¢ contaminan i precum metale
grele, reziduuri de pesticide i micotoxine sunt fie absen i, fie In limite sigure; al doilea, de a
cuantifica compu ii bioactivi care contribuie la propriet ile nutri ionale sau farmacologice ale
produsului. Dincolo de testarea de laborator, rezultatele analitice trebuie de asemenea s se
alinieze cu cadrele reglementare interna ionale, care stabilesc praguri de siguran , definesc

cerin e de etichetare i standardizeaz parametrii de calitate pentru protec ia consumatorului.

Detectarea contaminan ilor

Metale grele

Contaminarea cu metale grele este o preocupare semnificativ datorit persistenei i
poten ialului bioacumulativ. Metale precum plumbul (Pb), cadmiul (Cd), mercurul (Hg) i
arsenul (As) sunt toxice chiar i la concentraii sc zute i pot compromite s n tatea uman
prin expunere cronic (Jaishankar et al., 2014). Prezen a lor in produsele pe baz de plante
poate rezulta din poluarea mediului, calitatea apei de iriga ie sau contaminarea in timpul

proces rii.

Metodele analitice utilizate Th mod obi nuit pentru detec ie includ Spectroscopia de Absorb ie
Atomic (AAS), Spectrometria de Mas cu Plasma Cuplat Inductiv (ICP-MS) i Spectroscopia
de Emisie Optic cu Plasma Cuplat Inductiv (ICP-OES). ICP-MS este adesea considerat



standardul de aur datorit sensibilit ii ridicate i capacit ii de detecie multi-element,

permi and cuantificarea pan la niveluri de p ripe miliard (ppb) (Sarmanova et al., 2016).

Pesticide

Resursele vegetale cultivate in sisteme agricole intensive sunt predispuse la reziduuri de
pesticide. Evaluarea siguran ei acestor reziduuri necesit conformitatea cu limitele maxime de
reziduuri (MRLS) stabilite de agen ii de reglementare precum Autoritatea European pentru
Siguran a Alimentar (EFSA) i Administra ia pentru Alimente i Medicamente din SUA (FDA).
Cromatografia de Gaz-Spectrometria de Mas (GC-MS) i Cromatografia Lichid —
Spectrometria de Mas (LC-MS) sunt utilizate pe scar larg pentru analiza multi-reziduu,
permi and detec ia simultan a sute de molecule de pesticide la niveluri de urme (Fernandes
et al., 2020).

Micotoxine

Micotoxinele, produse de ciuperci precum Aspergillus i Fusarium, se num r printre cei mai
periculo i contaminani din alimentele i suplimentele pe baz de plante. Aflatoxinele,
ocratoxina A i fumonisinele sunt deosebit de ingrijor toare datorit propriet ilor lor
cancerigene, hepatotoxice i nefrotoxice (Eskola et al., 2020). Detecia se bazeaz pe
Cromatografia Lichid de Tnalt Performan (HPLC) cu detecie fluorescent sau
spectrometric de mas , adesea cuplat cu etape de cur are prin imunocaptur . Metodele
rapide de screening precum kiturile bazate pe ELISA sunt de asemenea utilizate pentru
monitorizare de rutin , de i necesit metode cromatografice confirmatorii pentru scopuri

reglementare.

Cuantificarea compu ilor bioactivi

Siguran a produselor vegetale nu poate fi separat de eficacitate, care depinde de prezen a i
concentra ia constituen ilor bioactivi. Cuantificarea este prin urmare esen ial pentru a asigura

consisten a produsului, poten ialul terapeutic i etichetarea corect .
Tehnici cromatografice

Cromatografia Lichid de Tnalt Performan (HPLC) r mane piatra de temelie a analizei
fitochimice datorit capacit ii sale de a separa, identifica i cuantifica o gam larg de
compu i, de la polifenoli la alcaloizi. Atunci cand este cuplat cu Detec ie cu Diode Array (DAD)
sau Spectrometrie de Mas (LC-MS), HPLC ofer amprente moleculare extrem de specifice

ale extractelor vegetale complexe (Cuyckens & Claeys, 2004).



Cromatografia de Gaz (GC) este deosebit de potrivit pentru compu i volatili precum uleiurile

esen iale iterpenele, adesea cuplat cu detec ie prin ionizare in flac r (FID) sau MS.

Teste spectrofotometrice

De i mai puin specifice decat metodele cromatografice, testele spectrofotometrice r man
valoroase pentru controlul de calitate de rutin . Exemple includ testul Folin—Ciocalteu pentru
con inutul total de fenoli, metoda clorurii de aluminiu pentru flavonoizi i testele DPPH sau
ABTS pentru capacitatea antioxidant (Singleton et al., 1999). Aceste teste ofer estim ri
rapide i rentabile ale bioactivit ii, de i necesit adesea validare impotriva unor tehnici mai

specifice.

Metabolomic

Progresele recente in metabolomic folosind spectroscopia de Rezona Magnetic Nuclear
(NMR) iLC-MSdeinalt rezolu ie permit profilarea holistic a metabolomelor vegetale. Astfel
de abord ri nu doar cuantific bioactivele cunoscute, dar idezv luie compu i noi, facilitand

descoperirea de ingrediente func ionale noi (Patti et al., 2012).

Conformitate reglementar

Metodele analitice trebuie In cele din urm s se alinieze cu cadrele reglementare care
guverneaz suplimentele alimentare, medicamentele pe baz de plante i alimentele

func ionale.

Standarde de siguran alimentar

Organiza ii precum EFSA, FDA i Comisia Codex Alimentarius stabilesc praguri stricte de
siguran pentru contaminan i, incluzand aporturile zilnice admisibile (PDIs) pentru metale
grele, MRLs pentru pesticide i niveluri maxime tolerate pentru micotoxine. Produsele care

dep esc aceste limite sunt considerate nesigure i nu pot intra pe pia

Reglement ri pentru suplimente

Suplimentele alimentare trebuie s respecte reglement ri suplimentare care abordeaz
compoziia, formele de dozare i etichetarea. Uniunea European , de exemplu, solicit
specifica ii detaliate ale vitaminelor, mineralelor i extractelor botanice utilizate in suplimente
(Directiva 2002/46/CE). Similar, in Statele Unite, Dietary Supplement Health and Education



Act (DSHEA, 1994) guverneaz cerin ele de etichetare, subliniind ¢ suplimentele nu pot

pretinde ¢ diagnosticheaz , trateaz sau vindec bolif r aprobarea FDA.

Etichetare itransparen pentru consumatori

Etichetarea precis , bazat pe date analitice validate, este crucial pentru sigurana i
increderea consumatorilor. Etichetele trebuie s specifice identitatea, concentraia i doza
recomandat a ingredientelor active, dezv luind in acela itimp alergeni, excipien i ipoten iali
contaminan i. Etichetarea incorect sau adulterarea nu doar Tincalc standardele
reglementare, dar poate reprezenta i riscuri majore pentru s n tate, subliniind importan a

verific rii analitice (Gafner & Bergeron, 2005).

Abord rile analitice servesc drept coloan vertebral a eforturilor de a asigura sigurana i
eficacitatea resurselor derivate din plante. De la detec ia sensibil a contaminan ilor precum
metale grele, pesticide i micotoxine pan la cuantificarea precis a compu ilor bioactivi,
aceste metode asigur atat protec ia consumatorilor, cat i fiabilitatea terapeutic . Mai mult,
prin respectarea cadrelor reglementare riguroase i a practicilor transparente de etichetare,
produc torii pot asigurac produsele lor indeplinesc standardele interna ionale, reduc riscurile
de contaminare i adulterare i favorizeaz increderea consumatorilor pe pie ele globale de

nutraceutice i produse pe baz de plante.

Figura 4.4 Reprezentare schematic a abord rilor analitice pentru siguran i eficacitate



4.6 Abord ri Sustenabile i Inovative

Cre terea rapid a cererii pentru produse derivate din plante — variind de la alimente i
suplimente dietetice pan la produse farmaceutice i cosmetice — a intensificat necesitatea
practicilor sustenabile iinovatoare in dezvoltarea i utilizarea acestora. Abord rile tradi ionale
de aprovizionare i procesare a resurselor vegetale sunt din ce in ce mai recunoscute ca fiind
insuficiente pentru a asigura echilibrul ecologic pe termen lung, siguran a consumatorilor i
utilizarea eficient a materialelor naturale. Tn acela itimp, noile tehnologii remodeleaz  modul
Tn care compu ii bioactivi sunt extra i, conserva i ilivra i, asigurand o eficacitate mai mare cu
costuri de mediu reduse. Acest capitol exploreaz abord rile sustenabile i inovatoare n

valorificarea resurselor vegetale, urmate de un rezumat al celor mai importante lec ii.

Sustenabilitatea in utilizarea resurselor vegetale

Aprovizionarea responsabil ncepe cu selectarea speciilor de plante pe baza amprentei lor
ecologice ia disponibilit ii. Recoltarea excesiv a plantelor medicinale s Ibatice poate duce
la pierderea biodiversit ii ila periclitarea speciilor, a a cum se observ in declinul anumitor
plante botanice cu cerere ridicat , precum Panax ginseng i Echinacea purpurea (Hamilton,
2004). Cultivarea plantelor medicinale i nutraceutice in conformitate cu bune practici agricole

i de recoltare (GACP) este prin urmare esenial . Standardele stabilite de Organiza ia
Mondial aS n t iisubliniaz transparen a in aprovizionare i trasabilitatea pe tot parcursul

lan ului de aprovizionare (WHO, 2018).

Minimizarea de eurilor. Industria proces rii plantelor genereaz cantit i substaniale de
produse secundare, precum coji, coaj , tulpini i biomas epuizat . Acestea sunt adesea
aruncate, de i conin compu i bioactivi valoro i precum polifenoli, fibre i uleiuri esen iale
(Ayala-Zavala et al., 2011). Strategiile de valorizare includ recuperarea metaboli ilor secundari
din aceste reziduuri, ceea ce sus ine un model de economie circular i reduce impactul

asupra mediului.

Abord ri de economie circular . Aplicarea principiilor economiei circulare n industriile pe baz

de plante incurajeaz reintegrarea de eurilor in ciclurile de produc ie. De exemplu, tescovina
de struguri din vinifica ie poate fi reprocesat pentru polifenoli antioxidan i, in timp ce de eurile
de coaj de citrice pot fi exploatate pentru recuperarea de pectin i flavonoizi (Reis et al.,
2017). Astfel de abord ri contribuie la modele de afaceri sustenabile, reduc dependen a de

aditivii sintetici i maximizeaz valoarea complet a resurselor vegetale.



Inova ia in dezvoltarea produselor pe baz de plante

Nanotehnologie i sisteme avansate de livrare. Una dintre cele mai semnificative provoc riin
utilizarea bioactivelor din plante este biodisponibilitatea lor sc zut , in special a polifenolilor,
carotenoizilor iflavonoizilor. Sistemele de livrare pe baz de nanoparticule, precum liposomi,
nanoemulsii i nanoparticule polimerice, pot imbun t i solubilitatea, proteja bioactivele de
degradare isporieliberarea controlat (Wong et al., 2019). Astfel de inova ii extind poten ialul

clinic al produselor naturale.

Formulare asistat de inteligen artificial i perspective bazate pe date. Inteligen a artificial

(IA) iinv area automat sunt aplicate din ce in ce mai mult pentru a prezice interac iunile
metabolitelor vegetale, a optimiza formul rile i a analiza profilurile de siguran . Prin
integrarea cuno tin elor etnofarmacologice cu modelele computa ionale, 1A poate accelera
identificarea plantelor candidate promi toare i poate ghida strategiile de formulare cu o

precizie mai mare (Jiang et al., 2020).

Tehnologii verzi de extrac ie. Metodele tradi ionale de extrac ie se bazeaz adesea pe volume
mari de solven i organici, timpi lungi de procesare i consum ridicat de energie. Tehnologiile
inovatoare de extrac ie verde, incluzand extrac ia cu CO supercritic, extrac ia asistat de
microunde i extrac ia cu lichide presurizate, ofer o selectivitate mai mare, timpi mai scur i de
procesare iunimpact redus asupra mediului (Chemat et al., 2019). Aceste tehnologii nu doar
imbun t esc eficien a, ci se aliniaz i cu sustenabilitatea i cererea consumatorilor pentru

produse ecologice.

Rezumat i concluzii esen iale

Perspective cheie

Sustenabilitatea este nenegociabil : aprovizionarea responsabil , valorizarea
de eurilor i modelele de economie circular sunt vitale pentru a echilibra protec ia

ecologic cu cererea in cre tere pentru produse pe baz de plante.

Inova ia impulsioneaz eficien a: nanotehnologia, formularea bazat pe IA i metodele
verzi de extrac ie sporesc stabilitatea bioactivelor, biodisponibilitatea i eficacitatea

general .



Integrarea sustenabilit i iinova iei: strategiile viitoare ar trebui s combine practicile
ecologice cu tehnologiile avansate pentru a asigura atat siguran a, cat i increderea

consumatorilor.

Cadrul reglementar: ghidurile interna ionale (de exemplu, WHO, EFSA, FDA) joac un

rol critic Tn modelarea practicilor sustenabile i asigurarea standardiz rii.
De ce conteaz aceste abord ri

Metodele sustenabile i inovatoare asigur c resursele vegetale r man disponibile pentru
genera iile viitoare, oferind in acela i timp produse sigure, eficiente i de Tnalt calitate
consumatorilor de ast zi. Sinergia dintre sustenabilitate i inovaia tehnologic reprezint

calea de urmat pentru fitomedicina modern , nutraceutice i alimente func ionale.
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