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CAPITOLUL 1. PROTEJAREA SOLURILOR CU ROL ESENTIAL
iN PRODUCTIA DE ALIMENTE, MEDICAMENTE, SUPLIMENTE
PENTRU CONTROLUL SECURITATII ALIMENTARE

1.1 Introducere

Solul reprezinta o resursa neregenerabilda de importantd fundamentala pentru ecosistemele
terestre, sanatatea umana si dezvoltarea economica. El ofera baza fizica si chimica pentru
cresterea plantelor, regleaza ciclurile biogeochimice si functioneazad ca un rezervor de
biodiversitate. Solurile sanatoase asigura productia durabila de culturi alimentare si plante
medicinale si sunt prin urmare direct legate de securitatea alimentara si disponibilitatea
materiilor prime utilizate in industrile farmaceutica si nutraceutica (Marcelino 2023).
Degradarea progresiva a solurilor este considerata una dintre cele mai presante provocari
globale, cu implicatii pentru productivitatea agricola, calitatea mediului si sanatatea publica.

De-a lungul ultimelor decenii, degradarea solului a fost accelerata de practicile agricole
intensive, folosirea excesiva a pesticidelor si a ingrasamintelor chimice, poluarea industriala si
consecintele schimbarilor climatice (Tudi 2021). Astfel de presiuni au dus la eroziune,
salinizare, compactare si contaminare cu substante periculoase, incluzand poluanti organici
persistenti si metale grele. Ca rezultat, solurile esueaza din ce in ce mai mult in a furniza
serviciile lor ecosistemice, amenintand atat randamentele culturilor, cat si siguranta produselor
vegetale destinate consumului uman (AbdelRahman 2023). Protejarea calitatii solului a
devenit prin urmare o piatra de temelie in strategiile orientate spre asigurarea securitatii

alimentare globale si utilizarea durabila a resurselor.

Printre numeroasele riscuri pentru sanatatea solului, fungii fitopatogeni transmisi prin sol
reprezintda o constrangere biologicd majora pentru sistemele agricole. Acesti patogeni
cauzeaza pierderi severe de recolta la culturile de baza si medicinale, reducand nu doar
cantitatea, ci si calitatea si siguranta produselor vegetale. Dezvoltarea unor metode
experimentale fiabile pentru detectarea si caracterizarea lor este esentiala pentru diagnostic

precoce, management tintit si prevenirea epidemiilor la scara larga.

Intrarile chimice, in special pesticidele, continua sa joace un rol important in protectia culturilor;
totusi, impactul lor de mediu pe termen lung nu poate fi ignorat. Aplicatiile repetate s-au dovedit
a afecta organismele netinta, a perturba diversitatea microbiana a solului si a conduce la
acumularea de reziduuri in soluri si lanturi alimentare (Alengebawy 2021). Echilibrarea
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beneficiilor utilizarii pesticidelor cu necesitatea protejarii sanatatii solului necesita monitorizare

riguroasa, evaluarea riscurilor si implementarea unor alternative mai sigure.

in plus fatd de amenintarile biologice si chimice, contaminarea cu metale grele este o
preocupare in crestere in solurile agricole la nivel mondial. Surse precum activitatile miniere,
efluentii industriali si utilizarea excesiva a ingrasamintelor fosfatice contribuie la concentratii
ridicate de metale toxice incluzand cadmiu, plumb si arsen (Jaishankar 2014). Acesti compusi
nu sunt biodegradabili si tind sa se acumuleze in soluri, reprezentand riscuri pe termen lung
pentru siguranta culturilor si sénatatea umana. In acest context, fitoremedierea a apé&rut ca o
abordare inovatoare, rentabila si prietenoasa cu mediul. Prin utilizarea plantelor pentru a
extrage, stabiliza sau detoxifica contaminantii, fitoremedierea ofera o alternativa promitatoare

la tehnologiile conventionale de remediere (Sharma 2023).

Acest capitol introduce metode experimentale concepute pentru a aborda trei dimensiuni
critice ale protectiei solului: (i) identificarea fungilor fitopatogeni transmisi prin sol, (ii) evaluarea
impactului pesticidelor asupra sanatatii solului si mediului, si (iii) aplicarea tehnicilor de
fitoremediere pentru eliminarea metalelor grele. impreund, aceste abordéri subliniaza rolul
esential al solurilor in sprijinirea agriculturii durabile si evidentiaza importanta integrarii
tehnicilor stiintifice moderne in strategiile pentru securitatea alimentara, protectia mediului si

utilizarea sigura a resurselor naturale.

1.2 Identificarea fungilor fitopatogeni transmisi prin sol

Patogenii transmisi prin sol reprezinta una dintre cele mai persistente si distructive amenintari
pentru sistemele agricole la nivel mondial. Bolile cauzate de acesti organisme sunt
responsabile de pierderi masive de recolta la 0 gama larga de specii de plante, afectand atat
randamentul, cét si calitatea (Katan, 2017). O caracteristica distinctiva a patogenilor transmisi
prin sol este capacitatea lor de a persista in sol pentru perioade lungi, adesea in absenta unei
plante gazda. Aceasta strategie de supravietuire este mediata de producerea unor structuri
rezistente specializate, precum spori, chisturi, clamidospori, oospori, microscleroti si scleroti,
care le permit sa reziste conditiilor de mediu nefavorabile (Alegbeleye et al., 2018; Jurkovifa
et al., 2017). Unele dintre aceste propagule sunt capabile sa ramana viabile peste un deceniu,

mentinand astfel o sursa continua de inocul care ingreuneaza gestionarea eficienta a bolilor.

Germinarea acestor structuri de repaus este adesea declansata de semnale chimice eliberate

in rizosfera, incluzadnd exudatele radiculare ale plantelor sensibile sau disponibilitatea unor
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nutrienti specifici. Odata germinati, patogenii infecteaza radacinile plantelor si initiaza
colonizarea, rezultand frecvent in infectii cronice care compromit vigoarea si productivitatea
plantelor. Deoarece bolile transmise prin sol sunt dificil de eradicat odata instalate, gestionarea
lor se bazeaza in mare masura pe identificarea corecta, detectarea precoce si masurile

preventive.

Bolile transmise prin sol se pot manifesta in cateva sindroame majore, in special caderea
plantutelor (damping-off), putregaiurile radiculare si ofilirile vasculare, fiecare fiind asociata cu
un set caracteristic de patogeni si simptomatologie.

1.2.1 Caderea plantutelor pre- si post-emergenta

Caderea plantutelor (damping-off) este una dintre cele mai raspandite si importante boli
economic cauzate de fungii transmisi prin sol, afectand in special rasadurile tinere. Principalii

agenti cauzali includ Fusarium spp., Pythium spp. si Rhizoctonia spp.

Caderea plantutelor pre-emergenta apare atunci cand semintele sau rasadurile sunt distruse
inainte de a iesi la suprafata solului. Este asociata de obicei cu conditii nefavorabile pentru
germinare, precum soluri excesiv de reci, fierbinti sau Tmbibate cu apa, drenaj slab,
compactarea solului sau prezenta materiei organice nedecompuse. in aceste conditii,
propagulele fungice colonizeaza semintele, ducand la degradare, putrezire si, in final, la esecul
rasaririi.

Caderea plantutelor post-emergenta se dezvolta dupa ce rasadurile au iesit, de obicei la sau
imediat sub linia solului. Simptomele includ putrezirea radacinilor, tesuturi imbibate cu apa si
moi, si decolorari de la maro-gri la verde-gri. In cazuri mai avansate, pot aparea leziuni distincte
pe radacini si tulpini inferioare, adesea maro-inchis, rosiatic-brun sau negre, cu margini uscate
si adancite. Infectiile severe stranguleaza tulpina, perturband transportul apei, ceea ce duce

la ofilire, prabusire si, in cele din urma, moartea rasadului.
1.2.2 Putregaiul radicular

Sindroamele de putregai radicular sunt cauzate frecvent de patogeni precum Phytophthora
spp. si Chalara elegans. Spre deosebire de caderea plantutelor, care este in mare parte
limitata la dezvoltarea timpurie a plantelor, patogenii de putregai radicular pot ataca plantele
in stadii mai avansate, compromitand productivitatea generald. Acesti fungi invadeaza

tesuturile corticale si vasculare ale radacinilor, afectand absorbtia apei si a nutrientilor.

Simptomele aeriene includ de obicei vigoare redusa, cloroza, caderea prematura a frunzelor,

ofilire (adesea incepand de la tesuturile apicale), uscarea ramurilor si moartea brusca a

8
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plantei. Deoarece aceste simptome sunt nespecifice, confirmarea in laborator a patogenului
cauzal este esentiala pentru diagnostic corect. Putregaiul radicular poate persista de la un
sezon la altul datorita capacitatii patogenului de a supravietui in resturi vegetale sau sub forma
de propagule rezistente in sol.

1.2.3 Ofilirea vasculara

Ofilirile vasculare reprezinta un alt grup devastator de boli transmise prin sol. Ele sunt cauzate
de fungi si bacterii care colonizeaza sistemul vascular al plantei, perturband translocarea apei
si a nutrientilor. Cei mai cunoscuti patogeni fungici din acest grup includ Verticillium spp. si
Fusarium spp.

Simptomele sunt adesea sistemice si includ ofilire progresiva, ingalbenirea frunzelor si
necroza, frecvent insotite de decolorarea vasculara in tulpini, trunchiuri sau ramuri. Tesuturile
infectate pot prezenta fascicule vasculare innegrite atunci cand sunt taiate longitudinal, ceea

ce constituie un element diagnostic cheie.

Dintre fungii cauzatori de ofilire, Verticillium alboatrum (Reinke & Berthold) si Verticillium
dahliae (Klebahn) au o importanta deosebita, afectand o gama larga de culturi horticole si de
camp. Capacitatea lor de a persista in soluri prin microscleroti timp de multi ani ii face deosebit
de dificil de gestionat.

1.2.4 Implicatii pentru securitatea alimentara

Persistenta si potentialul distructiv al patogenilor transmisi prin sol subliniaza rolul lor critic in
securitatea alimentara. Prin reducerea randamentelor culturilor, modificarea calitatii
produselor si amenintarea cultivarii atat a plantelor de baza, cat si a celor medicinale, acesti
patogeni reprezinta un obstacol serios pentru agricultura durabila. Gestionarea lor necesita o
abordare integrata care combina tehnici rapide de identificare (morfologice, moleculare si
serologice), practici culturale care reduc densitatea inoculului si, acolo unde este posibil,

utilizarea soiurilor rezistente.

in acest context, metodele experimentale discutate in sectiunile urméatoare ofera instrumente
esentiale pentru detectarea si caracterizarea fungilor fitopatogeni transmisi prin sol.
Identificarea corecta este primul pas catre conceperea unor strategii eficiente de control, care
contribuie in cele din urma la protectia solurilor si la productia sigura de alimente, medicamente

si suplimente nutritionale.
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Symptoms on sunflower

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

10
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Fusarium wilt

Fusarium oxysporum Schl.

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. —a —
Teleomorph: not known :~:-.4:‘;’;§@-;:.. G 5%
Resting structures: chlamydospores are terminal N@i\ 7
or
intercalary, hyaline, smooth or rough walled.
Chlamydospores

11
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Sclerotinia root rot

Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary

Symptoms on gerbera and carrot

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

12
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Black root rot

Chalara elegans Nag. & Kendr.

Sympqtms 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 chlamydospores

13
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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)

14
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Damping-off, crown and root rot

Rhizoctonia solani J.G. Kihn

Sugarbeet root rot caused by R. solani Damping-off caused by R. 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 angles
(,,T* cells)

15
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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

16
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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 tissue Microsclerotia

17
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1.3 Impactul pesticidelor asupra mediului

Una dintre cele mai mari provocari globale ale timpului nostru este poluarea mediului, care
submineaza echilibrul ecologic si sanatatea umana la scara planetara. Cauzele sale principale
includ deversarile de ape uzate din asezarile urbane si industriale, scurgerile agricole,
eroziunea si spalarea de pe drumuri, gropile de gunoi prost gestionate, precipitatiile acide si
deversarile accidentale la scara larga. Ca o consecinta, solurile si corpurile de apa au devenit
rezervoare pentru metale grele, compusi organici toxici, nitrati, fosfati si alti poluanti periculosi
(Poki¢ et al., 2012). Odata introduse in mediu, aceste substante persista pentru perioade lungi
in soluri si sedimente, intrand in cele din urma in lantul trofic. Ele migreaza de asemenea in
sistemele de ape de suprafata si subterane, de unde pot contamina sursele de apa potabila,
generand in final riscuri severe atat pentru oameni, cat si pentru animale. Pentru a contracara
aceste amenintari, numeroase masuri de protectie si strategii de remediere au fost introduse,

vizand in special poluantii organici persistenti precum pesticidele.

Utilizarea pesticidelor ca instrumente de protectie a culturilor dateaza din antichitate. Totusi,
productia pe scara industriala si raspandita a pesticidelor sintetice a inceput dupa anii 1940,
cand necesitatea unei productivitati agricole ridicate a accelerat dezvoltarea si aplicarea lor.
Numarul substantelor active cu efecte pesticidale a crescut in paralel cu aparitia noilor
daunatori si a tulpinilor rezistente. Astazi, pesticidele reprezinta o piatra de temelie a productiei
agricole globale, fiind aplicate pentru a controla 0 gama larga de organisme daunatoare care

ameninta randamentele culturilor (Figura 1.1).

sumifen

GARDENCOL Emmm

Figura 1.1 Pesticide

18
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Clasificarea pesticidelor

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

distruge, respinge sau reduce impactul organismelor daunatoare (Figura 1.2). Exista mai multe

sisteme de clasificare, dar cea mai comuna abordare categorizeaza pesticidele in functie de

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

principale:

1.

2.

3.

4.

9.

Acaricide — controleaza acarienii.

Algicide — suprima algele.

Repelenti pentru pasari — previn pagubele culturilor cauzate de pasari.
Bactericide — inhiba sau distrug bacteriile.

Fungicide — suprima cresterea fungilor.

lerbicide — suprima buruienile.

Insecticide — controleaza insectele daunatoare.

Limacide (moluscicide) — suprima melcii si limacsii.

Nematicide — controleaza nematozii.

10. Rodenticide — suprima rozatoarele.

11. Virucide — reduc sau inactiveaza infectiile virale.

O alta distinctie este adesea facuta intre produsele de protectie a plantelor (PPP) chimice si

biologice. O clasificare larg utilizatd grupeaza pesticidele in functie de tipul de organism

daunator pe care il vizeaza: zoocide, fungicide si ierbicide
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Figura 1.2 Aplicarea pesticidelor zoocide

Zoocidele cuprind un grup mare si divers de produse pentru protectia plantelor (PPP),
dezvoltate special pentru a controla organismele daunatoare de origine animala. Ele sunt
subdivizate astfel:

¢ Insecticide — vizeaza insectele, care sunt printre cei mai daunatori daunatori agricoli
la nivel mondial. Efectele lor variaza de la pagube directe prin hranire pana la
transmiterea agentilor patogeni ai plantelor.

e Acaricide — controleaza acarienii, care cauzeaza pierderi semnificative de randament

fn multe culturi horticole.

¢ Nematicide — suprima nematozii paraziti ai plantelor, viermi microscopici care ataca

radacinile si reduc absorbtia de nutrienti.

¢ Limacide (moluscicide) — suprima limacsii si melcii, care deterioreaza frunzele,
tulpinile si fructele.

¢ Rodenticide — vizeaza rozatoarele precum soarecii si sobolanii, care deterioreaza

alimentele depozitate, semintele si culturile de camp.

¢ Repelenti pentru pasari — descurajeaza pasarile sa se hraneasca din culturi, in
special cereale si fructe.
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Gruparea zoocidelor evidentiazd marea diversitate a organismelor-tintd din agricultura si
subliniazd dependenta sistemelor agricole moderne de agenti chimici de control al

daunatorilor.

Fungicide si lerbicide
Alaturi de zoocide, doua categorii suplimentare de pesticide sunt critice in agricultura:
¢ Fungicidele, care suprima fungii patogeni si pseudofungii, iar in unele cazuri bacteriile

responsabile de bolile plantelor. Aplicarea lor previne pierderile de recolta cauzate de

putregaiuri radiculare, mucegaiuri, mana si ofiliri.

* lerbicidele (Figura 1.3), care sunt concepute pentru a suprima buruienile. Prin
reducerea competitiei buruienilor pentru nutrienti, lumina si apa, ierbicidele joaca un

rol-cheie in cresterea randamentelor culturilor si a eficientei.

Figura 1.3 Buruieni de floarea soarelui

Alte PPP-uri - regulatori de crestere ai plantelor si adjuvanti

Desi pesticidele sunt extrem de eficiente, efectele lor de mediu pe termen lung sunt profunde.
Pesticidele organoclorurate si organofosforice sunt notabile pentru lipofilicitatea lor, stabilitatea
chimica si persistenta, care le permit sa se acumuleze in soluri, corpuri de apa si organisme
vii. Ele se bioacumuleaza in tesuturile adipoase, galbenusurile de ou si ficatul animalelor,
precum si in uleiurile vegetale, intrand astfel si amplificandu-se prin lantul trofic (Frazar, 2000).
Datorita utilizarii lor extinse, adesea cu practici de aplicare necorespunzatoare, aceste
compusi contamineaza solul, apa si aerul, reprezentand riscuri pentru culturi, animale

domestice, fauna salbatica si sdnatatea umana.
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Ca raspuns, guvernele au implementat cadre de reglementare pentru a controla productia,
distributia si aplicarea pesticidelor. in Uniunea Europeand, Directiva 2009/128/CE ofera un
cadru legal pentru utilizarea durabila a pesticidelor, punand accent pe managementul integrat
al daunatorilor (IPM), reducerea dependentei de substante chimice si promovarea unor

alternative mai sigure (Figura 1.4).

Figura 1.4 Aplicarea produselor de protectie a plantelor in livada

Factori care afecteaza bioremedierea pesticidelor

Eficienta bioremedierii pesticidelor depinde de o interactiune complexa de factori biologici,
chimici si de mediu, care determina daca microorganismele pot metaboliza si mineraliza un

contaminant.

O constrangere principala este absenta microorganismelor adecvate in siturile contaminate.
Multe pesticide, in special compusii sintetici, au structuri moleculare care sunt straine
ecosistemelor naturale. Acesti asa-numiti compusi xenobiotici adesea nu au analogi naturali,
ceea ce inseamna ca sistemele enzimatice microbiene nu au evoluat pentru a-i recunoaste
sau degrada eficient (Doki¢ et al., 2012). Chiar si atunci cand microorganisme capabile de
degradare partialda sunt prezente, caile de degradare pot fi incomplete, rezultand in

acumularea de intermediari toxici sau recalcitranti.

Un alt factor este biodisponibilitatea, adica accesibilitatea moleculelor de pesticide pentru
celulele microbiene. Pesticidele hidrofobe, precum organoclorurile, se leaga adesea puternic
de materia organica a solului sau de particulele de argila, reducand solubilitatea lor in solutia
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solului. Aceasta adsorbtie previne transportul prin membranele microbiene, reducand efectiv
potentialul de biodegradare. in plus, dimensiunea moleculara si structura pesticidelor pot
influenta daca enzimele sunt capabile sa le hidrolizeze sau sa le oxideze. Unele molecule sunt

atat de stabil structurate incat rezista complet atacului enzimatic.

Conditiile de mediu joaca de asemenea un rol decisiv. Microorganismele necesita oxigen,
umiditate, nutrienti (in special carbon, azot si fosfor) si un pH adecvat pentru a functiona optim.
in multe soluri contaminate, aceste conditii sunt suboptime. De exemplu, solurile foarte acide
sau saline pot inhiba activitatea microbiana, in timp ce conditiile anaerobe limiteaza procesele
de degradare aeroba. Mai mult, disponibilitatea redusa a nutrientilor creeaza un scenariu in
care microbii metabolizeaza preferential surse naturale de carbon, usor degradabile, in loc sa

vizeze pesticidele xenobiotice.

Un alt factor critic este co-metabolismul. Multe pesticide nu sunt degradate deoarece
microorganismele nu le pot utiliza ca singura lor sursa de carbon sau energie. Totusi, in
prezenta unui al doilea substrat mai favorabil, microbii pot co-metaboliza pesticidul ca reactie
secundara. Aceasta dependentd de co-substrate inseamna ca eficienta degradarii este
puternic dependenta de context, iar eforturile de remediere pot necesita adaugarea de
amendamente organice pentru a stimula metabolismul microbian (Figura 1.5).

Microbial Pesticide

Population Composition

N /"

Factors affecting
Pesticide Bioremediation

' N

Microbe Enviornmental

Concentration Factors

Figura 1.5. Factorii care afecteaza bioremedierea pesticidelor
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in rezumat, persistenta pesticidelor rezultd dintr-o combinatie de rezistenta structurala,
biodisponibilitate limitata, conditii nefavorabile ale solului si adaptare microbiana insuficienta.
intelegerea acestor constrangeri este esentiald pentru conceperea unor strategii eficiente de

remediere.
Metode de remediere

Pentru a depasi persistenta pesticidelor in soluri si sedimente, au fost dezvoltate mai multe
tehnologii de remediere. Acestea pot fi clasificate, in linii mari, ca metode termice, chimice,
biologice si bazate pe fitoremediere, fiecare avand avantaje si limitari specifice.

1. Dezorbtia termica la temperatura scazuta (LTTD)

LTTD este o tehnologie fizico-chimica ex situ utilizata pe scara larga pentru indepartarea
compusilor organici semivolatili si volatili, incluzédnd pesticidele. Solul sau sedimentul
contaminat este incalzit la 150-540 °C, volatilizdnd poluantii organici fara a atinge oxidarea
completa. Gazele volatilizate sunt ulterior captate printr-o succesiune de procese, precum
post-ardere, condensare sau adsorbtie pe filtre de carbon activ (Figura 1.6).

LOSS ——n—p
- A o Degradation —*>
- >
p QU
\J -
Volatization
Photodegradation

icbio
= T
Chemical
degradation

Figura 1.6 Degradarea pesticidelor in agricultura
(Bali¢evi¢ & Ravli¢, 2014)
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Desi eficienta in separarea pesticidelor de soluri, LTTD nu distruge chimic moleculele, ceea
ce fTnseamna ca un tratament secundar al fazei de vapori este necesar pentru a evita re-
eliberarea poluantilor. Distrugerea completa poate fi obtinuta atunci cand gazele sunt trecute
prin camere de combustie la temperatura inalta. Procesul este eficient, dar limitat de cerinta
ca solurile sa contind un minim de 20% faza solida si este ineficient impotriva contaminantilor

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

2. Incinerarea
Incinerarea este considerata una dintre cele mai fiabile metode pentru distrugerea completa
a poluantilor organici. Procesul implica doua etape:

» Volatilizare la 540-990 °C, in timpul careia compusii organici sunt eliberati in forma

gazoasa.

o Oxidare la temperatura inalta la 870—1200 °C, unde acesti compusi sunt
mineralizati in CO,, H,O si reziduuri anorganice (Singhvi et al., 1994).

Cenusa rezultata, daca este conforma cu reglementarile de siguranta, poate fi eliminata in
conditii de sigurantd. Principalul avantaj al incinerarii este eliminarea ireversibila a

contaminantilor. Totusi, metoda este costisitoare, necesitdnd facilitati specializate si

-~

transportul materialelor contaminate, ceea ce ridica atat riscuri logistice, céat si riscuri de
poluare secundara. Mai mult, procesul consuma cantitati semnificative de energie si poate

elibera poluanti secundari precum dioxinele, daca nu este controlat corespunzator.

3. Bioremedierea

Bioremedierea valorifica activitatea metabolica a microorganismelor pentru a transforma sau
mineraliza pesticidele. Ea reprezinta o alternativa cu cost redus, sustenabila din punct de

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

e Oxidarea, unde enzimele microbiene convertesc pesticidele in produse mai putin

nocive.

e Biosinteza, in care microorganismele incorporeaza fragmente derivate din pesticide

in biomasa lor.
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e Autooxidarea, implicand reactii chimice spontane catalizate de metabolitii microbieni
(Raffa & Chiampo, 2021).

Ideal, produsele finale sunt CO, si H,O, fara acumularea de intermediari toxici.
Strategiile de bioremediere sunt impartite in:

e Tehnici ex situ: incluzand bioractoare, biofiltre si compostare. in compostare, solurile
contaminate sunt amestecate cu materie organica, care serveste atét ca sursa de
nutrienti, cat si ca stimulent pentru activitatea microbiana (Gunther et al., 2000).

e Tehnici in situ: incluzand bioventilarea, biospray-ul si biostimularea, unde oxigenul si
nutrientii sunt furnizati direct in soluri pentru a imbunatati activitatea comunitatilor

microbiene indigene (Erguven, 2018).

Succesul bioremedierii depinde in mare masura de intelegerea ecologiei microbiene a sitului
contaminat si, Th multe cazuri, poate necesita inginerie genetica a microorganismelor sau
utilizarea consortiilor microbiene pentru a largi capacitatea de degradare.

4. Fitoremedierea

Fitoremedierea este adesea considerata o ,tehnologie verde” acceptabila din punct de vedere
ecologic, bazata pe plante si microbiota rizosferei lor pentru a degrada, stabiliza sau extrage
pesticidele. Procesul opereaza prin mai multe mecanisme:

» Fitoextractia — poluantii sunt absorbiti de radacini si acumulati in tesuturile plantelor.
* Rizofiltrarea — toxinele sunt adsorbite sau absorbite de radacini din apa contaminata.

e Fitodegradarea (fitotransformarea) — activitatea enzimatica din plante sau din

microbii asociati descompune contaminantii Th produse mai putin nocive.

» Fitostabilizarea — poluantii sunt imobilizati in rizosfera, reducand mobilitatea si
biodisponibilitatea lor.

Plantele actioneaza ca catalizatori, stimuland activitatea microbiana din rizosfera prin
eliberarea de exudate radiculare. Aceasta sinergie planta—microb accelereaza procesele de
degradare si imbunatateste capacitatea de autoepurare a solului. Totusi, fitoremedierea are
limitari: penetrarea radacinilor este de obicei limitata la primii 30—45 cm de sol, iar ratele de

remediere sunt mai lente comparativ cu metodele fizico-chimice.
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Specii precum Kochia sp. (Bassia scoparia (L.) A. J. Scott) sunt deosebit de eficiente
datorita radacinilor adanci si capacitatii lor de a stimula activitatea microbiana. Studiile au
aratat ca plantele cu sisteme radiculare extinse realizeaza o absorbtie si transformare mai
mare a pesticidelor, reducand adesea concentratiile biodisponibile la niveluri compatibile cu
refacerea ecologica (DPoki¢ et al., 2012).

Desi nu reprezinta o solutie de sine statatoare pentru toti contaminantii, fitoremedierea este
extrem de valoroasa in cadrele integrate de remediere, unde completeaza metodele

microbiene, termice si chimice.

1.4 Fitoremedierea metalelor grele in soluri
Definitie

Fitoremedierea se refera la utilizarea plantelor superioare, algelor si fungilor pentru a reduce,
imobiliza sau transforma poluantii prezenti in sol, apa sau aer. Prin activitatea lor metabolica
si interactiunea cu microorganismele asociate, aceste organisme absorb, degradeaza sau
convertesc contaminantii, contribuind astfel la restaurarea ecosistemelor si la imbunatatirea

calitatii mediului.

Termenul fitoremediere provine din cuvantul grecesc phyto (planta) si din latinescul remedium
(a vindeca sau a reabilita), reflectand rolul sau ca strategie de tratament biologic pentru medii
contaminate (Prasad, 2003). in practica, fitoremedierea cuprinde o colectie de proceduri in
care radacinile plantelor, enzimele si microorganismele rizosferei coopereaza pentru a izola,

transporta, detoxifica sau mineraliza poluantii din soluri.
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Figura 1.7 Procese de fitoremediere

Mecanismele tolerantei plantelor
Plantele care prospera in soluri contaminate au dezvoltat multiple mecanisme adaptive care

le permit sa tolereze concentratii ridicate de metale grele. Aceste mecanisme includ:
e sechestrarea metalelor in vacuole,
e legarea de componentele peretelui celular,
e chelatarea prin fitochelatine si metalotioneine, si

e activarea apararilor antioxidante care atenueaza stresul oxidativ.
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Astfel de adaptari constituie baza aplicarii lor in remediere, permitdndu-le sa supravietuiasca

si sa creasca in medii puternic poluate unde majoritatea altor specii nu pot.
Metode de remediere a solului

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

e Metode fizice: ex. spalarea solului, levigarea solului, excavatia.
* Metode chimice: ex. stabilizare chimica, imobilizare, oxido-reducere.
e Metode biologice: ex. bioremediere, fitoremediere, remediere asistata microbian.

in cadrul strategiilor biologice, fitoremedierea a aparut ca o abordare deosebit de atractiva
datorita rentabilitatii, sustenabilitatii si capacitatii de a imbunatati structura solului in timp ce

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

Mecanismele de baza ale fitoremedierii

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

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

sistemele lor radiculare absorb si concentreaza poluantii din sol sau apa.
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Figura 1.8 Procese de fitoremediere

2. Fitorizostaza — Plantele acumuleaza metale grele si alti contaminanti in tesuturile lor

fara a suferi daune fiziologice semnificative. Acest proces permite ca poluantii sa fie

concentrati in biomasa recoltabile, simplificand i
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Figura 1.9 Procese de fitoremediere
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3. Fitodegradarea (sau fitotransformarea) — Plantele produc enzime (ex. dehalogenaze,

peroxidaze, laccaze) capabile s& descompuna poluanti organici complecsi sau sa

transforme contaminanti anorganici in forme mai putin toxice.
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Figura 1.10 Procese de fitoremediere

4. Fitoextractia — Plantele absorb metale si metaloizi din soluri sau apa si ii transloca in

partile supraterane precum tulpini si frunze. Biomasa contaminata poate apoi fi recoltata si

eliminata in siguranta sau procesata pentru recuperarea metalelor.
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5. Rizofiltrarea (Fitorizofiltrarea) — Radacinile filtreaza si adsorb poluantii, ih special

metalele grele, din apa. Aceasta metoda este deosebit de eficientd ih zonele umede

construite sau pentru tratarea efluentilor industriali.
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Figura 1.12 Procese de fitostabilizare si rizofiltrare

6. Fitovolatilizarea — Anumite plante preiau contaminanti si ii transforma in compusi

volatili care sunt ulterior eliberati in atmosfera sub forme mai putin nocive.
Avantaje si limitari

Fitoremedierea este considerata o tehnologie verde, oferind multiple avantaje ecologice si
economice: este cu cost redus, neinvaziva, estetic compatibild cu peisajele si contribuie la
imbunétatirea fertilititii solului. In plus, favorizeaza interactiunile din rizosfers, stimuland

activitatea microbiana si promovand biodiversitatea.

Totusi, fitoremedierea are si limitari importante:
» eficienta sa este constransa de adancimea radacinilor (de obicei 30-50 cm),
e remedierea este adesea mai lenta comparativ cu tratamentele fizico-chimice,

e absorbtia poluantilor variaza in functie de specie vegetala, tip de contaminant si conditii
ale solului, si

* biomasa recoltata, care contine poluanti concentrati, necesita o gestionare atenta.

in ciuda acestor provocari, fitoremedierea rdmane o strategie promititoare pentru
managementul solurilor contaminate cu metale grele, mai ales atunci cand este integrata cu

alte tehnologii de remediere.
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Absorbtia si translocarea metalelor grele in plante

Absorbtia si translocarea metalelor grele in plante sunt mediate de o gama de procese
fiziologice si biochimice, incluzdnd absorbtia radiculara, transportul de la radacini la partile
aeriene, incarcarea xilemului si sechestrarea celulara (Yan et al., 2020). Multe metale grele se
gasesc in soluri sub forme ionice solubile, ceea ce le face usor disponibile pentru absorbtia
radiculara. Totusi, altele exista sub forme insolubile sau slab mobile, reprezentand provocari
pentru absorbtia de catre plante. Pentru a depasi aceasta, plantele au evoluat mai multe
mecanisme adaptive care cresc biodisponibilitatea metalelor in rizosfera. Un astfel de
mecanism implica secretia de agenti chelatori (ex. acizi organici, aminoacizi si compusi
fenolici) de catre radacini, care mobilizeaza metale altfel indisponibile, Tmbunatatindu-le
absorbtia (Dalvi & Bhalerao, 2013).

PHYTO RHIZO PHYTO
STABILIZATION FILTRATION EXTRACTION VOLATILIZATION

Figura 1.13 Procese de fitostabilizare, rizofiltrare, extractie si fitovolatizare

Caile de absorbtie a metalelor grele
Absorbtia metalelor grele are loc prin doua cai principale: apoplastica si simplastica.

Calea apoplastica implica difuzia pasiva prin apoplast, unde metalele se deplaseaza de-a
lungul peretilor celulari si spatiilor intercelulare fara a traversa membrana plasmatica. Aceasta

cale depinde in mare masura de gradientele de concentratie si de compozitia solutiei solului.

Calea simplastica, in contrast, este un proces activ care implica trecerea metalelor prin tesuturi
vii, incluz&nd citoplasma si membranele plasmatice, adesea mediat de proteine transportoare
specifice (Peer et al., 2005).

Dupa absorbtie, ionii metalelor grele formeaza de obicei complexe stabile cu molecule
chelatoare precum fitochelatinele si metalotioneinele fin interiorul celulelor radiculare,
reducandu-le toxicitatea. Aceste complexe sunt sechestrate fie in vacuole (depozitare
intracelulara), fie imobilizate Tn peretii celulari (depozitare extracelulara) (Ali et al., 2013).
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Odata detoxificati si compartimentati, o parte dintre ionii metalici este transportata catre stela
radacinii si ulterior incarcata in xilem, unde sunt translocati prin fluxul de transpiratie catre
organele supraterane ale plantei (Thakur et al., 2016; Kumar et al., 2022). Aceasta distributie
sistemica permite anumitor specii sa acumuleze cantitati semnificative de metale in tulpini si

frunze, formand baza fiziologica a fitoremedierii.
Fitoremedierea si hiperacumulatorii

{n ultimii ani, fitoremedierea a aparut ca o tehnologie eficient, sustenabild din punct de vedere
ecologic si relativ cu costuri reduse pentru indepartarea sau stabilizarea metalelor toxice din
soluri. Dintre strategiile incluse in fitoremediere, fitoextractia este deosebit de relevanta pentru
metalele grele, bazandu-se pe capacitatea naturala a plantelor de a absorbi si acumula atéat

metale esentiale, cat si neesentiale in tesuturile lor.

Plantele cu o capacitate extraordinara de acumulare a metalelor sunt clasificate drept
hiperacumulatori (Trapp & Legind, 2010). Aceste specii pot tolera si concentra metale precum
plumbul (Pb), cadmiul (Cd), cromul (Cr), arsenul (As) si radionuclizii, care sunt in mod normal
toxici pentru majoritatea plantelor. Mai mult, hiperacumulatorii sunt capabili sa preia nu doar
micronutrienti esentiali necesari pentru crestere (ex. Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo, Ni), ci si metale
neesentiale si toxice (ex. Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se, Hg) care nu au nicio functie biologica
cunoscuta (Vamerali et al., 2009). Aceasta abilitate ii face instrumente extrem de valoroase

pentru decontaminarea solurilor afectate de activitati industriale, minerit si poluarea agricola.

Aspecte pozitive ale fitoremedierii

Fitoremedierea ofera mai multe avantaje comparativ cu tehnologiile conventionale de

remediere:

Eficienta si aplicabilitate larga — Poate reduce semnificativ nivelurile poluantilor si este eficienta

impotriva unui spectru larg de contaminanti, incluzand metale, compusi organici si radionuclizi.

Fezabilitate economica — Necesita mai putina infrastructura, nu necesita personal inalt

specializat si este considerabil mai ieftind decat metodele fizice sau chimice de remediere.

Adecvarea pentru suprafete mari — Este deosebit de atractiva pentru terenuri mari, moderat
contaminate, unde remedierea traditionala este imposibild din punct de vedere economic sau

tehnic.
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Compatibilitate ecologica — Tmbunététe§te fertilitatea solului, sporeste diversitatea microbiana
din rizosfera si se integreaza armonios in peisaje, evitand perturbarea de mediu cauzata de

excavatie sau incinerare.

Raport cost-eficienta in tratarea apei — Fitoremedierea este deosebit de utilda pentru
remedierea unor volume mari de apa cu concentratii scazute de contaminanti sau pentru soluri

de suprafata cu contaminare difuza, de nivel scazut pana la moderat.

Aceste avantaje au pozitionat fitoremedierea ca o alternativa inovatoare la metodele
traditionale, precum depozitarea deseurilor periculoase sau spalarea solului. Spre deosebire
de abordarile conventionale, ea nu necesita intrari energetice ridicate sau tehnologii complexe,

facand-o nu doar rentabild, ci si sustenabila pe termen lung.
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CAPITOLUL 2. ANALIZA CONTAMINANTILOR, REZISTENTA
ANTIMICROBIANA

2.1 Introducere

Contaminarea mediului de catre activitatile antropice a devenit una dintre provocarile definitorii
ale secolului XXI, cu implicatii profunde pentru ecosisteme, siguranta alimentara si sanatatea
publica. Dezvoltarea industriala moderna, agricultura intensiva, urbanizarea si utilizarea
excesiva a substantelor chimice au dus la eliberarea pe scara larga a poluantilor in soluri,
sisteme acvatice si atmosfera. Acesti contaminanti includ metale grele, pesticide, produse
farmaceutice, solventi organici, reziduuri de plastic si microorganisme patogene. Dovezile tot
mai numeroase sugereaza ca acesti poluanti nu actioneaza izolat, ci interactioneaza adesea,
amplificandu-si impactul toxicologic si ecologic. Printre acestia, contaminarea antimicrobiana

si cresterea rezistentei antimicrobiene (AMR) reprezinta o criza globala deosebit de urgenta.

Agentii antimicrobieni, odinioara considerati instrumente revolutionare in medicina, agricultura
si cresterea animalelor, sunt recunoscuti din ce ih ce mai mult ca arme cu doua taisuri.
Utilizarea lor extinsa si adesea necontrolata nu doar ca a dus la patrunderea reziduurilor in
sisteme de mediu, dar a si favorizat aparitia si raspandirea tulpinilor microbiene rezistente.
Prezenta antimicrobienelor in soluri, sedimente, ape de suprafata si chiar ape subterane
exercita o presiune selectiva continua asupra comunitatilor microbiene, permitand proliferarea
genelor de rezistenta si transferul acestora intre specii (Martinez, 2009). Aceasta a creat ceea
ce multi cercetatori numesc ,dimensiunea de mediu a rezistentei antimicrobiene”, unde
ecosistemele naturale devin atét rezervoare, cat si canale pentru bacterii rezistente si gene de

rezistenta.

Soarta antimicrobienelor in mediu este influentatd de multiple procese, incluzand degradarea,
adsorbtia de particulele solului, levigarea in apele subterane si absorbtia de catre plante si
animale. Persistenta lor variaza larg in functie de structura chimica a compusului si de
proprietatile mediului receptor. In timp ce unele antibiotice se degradeaza relativ rapid, altele
raman stabile pentru perioade lungi, creand expunere ecologica sustinuta. Reziduuri sunt
detectate frecvent in soluri agricole irigate cu ape uzate, in rauri care primesc efluenti de la
fabrici farmaceutice si in terenuri fertilizate cu gunoi de grajd. Aceste cai ilustreaza modul in
care activitatile umane sunt legate intrinsec de raspandirea in mediu a contaminantilor si a
AMR.
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Consecintele acestor procese se extind dincolo de compartimentele de mediu. Bacteriile
rezistente si genele de rezistentd provenite din zonele fierbinti de mediu pot reintra in
populatile umane si animale prin alimente contaminate, apa si contact direct. Acest ciclu
ilustreaza conceptul One Health, care subliniazd ca sanatatea umana, animala si a mediului
sunt interconectate si nu pot fi abordate izolat (Robinson et al., 2016). Cresterea organismelor
multirezistente precum Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae si Pseudomonas aeruginosa
reprezintd o amenintare severa pentru medicina clinica, optiunile de tratament pentru infectii

comune devenind din ce Tn ce mai limitate.

O alta dimensiune care complica aceasta problema este interactiunea dintre antimicrobiene si
alti contaminanti de mediu. Metale grele, pesticide, dezinfectanti si microplastice pot coexista
cu antimicrobiene, uneori intensificand selectia si persistenta tulpinilor rezistente. De exemplu,
metale grele precum cuprul si zincul, utilizate pe scara larga in agricultura, s-a demonstrat ca
co-selectioneaza gene de rezistenta datorita platformelor genetice comune precum plasmidele
si integronii (Seiler & Berendonk, 2012). Similar, poluantii organici pot afecta metabolismul
microbian, modificand indirect dinamica rezistentei. Astfel de interactiuni evidentiaza impactul

sinergic al amestecurilor complexe de contaminanti in modelarea tiparelor de rezistenta.

Factorii de mediu ai rezistentei antimicrobiene sunt diversi si multifactoriali. Factori precum
temperatura, pH-ul, disponibilitatea nutrientilor si compozitia comunitatii microbiene
influenteaza semnificativ persistenta antimicrobienelor si mobilitatea genelor de rezistenta.
Ecosistemele acvatice, in special raurile si sedimentele, sunt considerate rezervoare majore
de rezistenta datorita rolului lor de zone de convergenta pentru apele uzate domestice, efluentii
spitalicesti si scurgerile agricole. Sistemele de sol sunt la fel de importante, functionand ca
rezervoare pe termen lung pentru contaminanti si ca focare pentru transferul orizontal de gene

intre comunitatile microbiene.

Dintr-o perspectiva de risc, AMR reprezinta o dubld amenintare: compromite sanatatea publica
prin reducerea eficacitatii antibioticelor si submineaza integritatea ecosistemului prin
modificarea dinamicii comunitatilor microbiene. Patogenii rezistenti din mediu pot coloniza noi
gazde, in timp ce schimbarile in comunitatile microbiene pot perturba ciclurile de nutrienti,
fertilitatea solului si serviciile ecosistemice generale. Mai mult, costul economic al AMR este
estimat a fi enorm, estimarile sugerand milioane de decese premature si pierderi economice

globale de trilioane de dolari pana in 2050 daca problema ramane nemitizata (O’Neill, 2016).

Avand in vedere aceste preocupari, cercetarea s-a concentrat tot mai mult pe metode de

detectare, monitorizare si reducere a contaminarii si rezistentei antimicrobiene in mediu.
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Instrumente analitice avansate precum metagenomica, secventierea de Thalta performanta si
spectrometria de masa permit evaluari detaliate ale contaminantilor si genelor de rezistenta.
in acelasi timp, sunt dezvoltate strategii inovatoare pentru a atenua raspandirea AMR,
incluzédnd utilizarea zonelor umede construite, amendamentele cu biocarbune in soluri,
procese avansate de oxidare in tratarea apelor uzate si politici care promoveaza utilizarea

responsabila a antimicrobienelor.

Acest capitol abordeaza problema critica a contaminantilor de mediu cu un accent special pe
reziduurile si rezistenta antimicrobianad. EI exploreazd urmatoarele teme: soarta
antimicrobienelor in mediu, mecanismele prin care rezistenta apare si se raspandeste,
consecintele asupra sanatatii si ecologiei ale expunerii la antimicrobiene, efectele sinergice
ale antimicrobienelor cu alti poluanti si factorii de mediu care modeleaza dinamica rezistentei.
in final, evidentiaza tehnicile actuale si emergente pentru reducerea rezistentei si contaminarii
antimicrobiene, facand legatura intre cunostintele din stiinta mediului, microbiologie, sanatate

publica si politici.

Prin examinarea acestor dimensiuni, capitolul isi propune sa ofere o intelegere cuprinzatoare
a implicatiilor ecologice si de sanatate ale contaminantilor si rezistentei antimicrobiene,
situandu-le in cadrul mai larg al managementului durabil al mediului si al securitatii globale a

sanatatii.

2.2 Metodologii de laborator pentru testarea susceptibilitatii bacteriene la

antimicrobiene

Raspandirea mai multor bacterii patogene rezistente la antimicrobiene a fost recunoscuta de
Organizatia Mondiala pentru Sanatatea Animalelor (OIE), Organizatia pentru Alimentatie
si Agricultura (FAO) si Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) ca o amenintare globala
serioasa atat pentru sanatatea umana, céat si pentru cea animala. Dezvoltarea rezistentei
bacteriene la antimicrobiene nu este nici neasteptata, nici un fenomen nou. Totusi, a devenit
o problema din ce in ce mai ingrijoratoare din cauza aparitiei frecvente a unor noi fenotipuri de
rezistenta in randul diferitelor bacterii patogene si chiar al organismelor comensale. Istoric,
multe infectii puteau fi tratate cu succes pe baza experientei anterioare a unui clinician (adica,
terapie empirica). Totusi, aceasta abordare devine mai degraba o exceptie decat o regula
(Walker, 2007). Rezistenta a fost observata impotriva aproape tuturor agentilor antimicrobieni
aprobati in prezent pentru utilizare atat in medicina umana, cét si in cea veterinara. Combinatia

dintre varietatea larga de agenti antimicrobieni disponibili si raspandirea rezistentei face
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selectia unui tratament adecvat din ce in ce mai dificila. Ca urmare, clinicienii s-au bazat tot
mai mult pe datele obtinute prin testarea in vitro a susceptibilitatii la antimicrobiene (AST),
subliniind rolul critic al laboratoarelor de diagnostic in practica clinica.

Exista mai multe metode de AST disponibile pentru a determina susceptibilitatea bacteriana
la antimicrobiene. Alegerea metodei depinde de diversi factori, incluzand practicabilitatea,
flexibilitatea, automatizarea, costul, reproductibilitatea, acuratetea si preferintele individuale.
Standardizarea si armonizarea metodologiilor AST in supravegherea epidemiologica a
rezistentei antimicrobiene este cruciala pentru asigurarea comparabilitatii intre programele de
supraveghere nationale si internationale desfasurate de tarile membre OIE. Este esential ca
metodele AST sa furnizeze rezultate reproductibile in utilizarea de rutind a laboratorului si ca
datele sa fie aliniate cu rezultatele obtinute dintr-o metoda de referintd recunoscuta ca
,standard de aur’. Fara metode standardizate sau proceduri de referintd, rezultatele
susceptibilitdtii provenite din laboratoare diferite nu pot fi comparate in mod fiabil. in plus,
metodele utilizate pentru selectia probelor in programele de supraveghere a rezistentei
antimicrobiene, precum si cele pentru izolarea bacteriana primara, ar trebui de asemenea
standardizate sau armonizate pentru a permite compararea directa a datelor intre regiuni

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

Pe masura ce stiinta AST a avansat, existd acum o intelegere mai clara a factorilor multipli
care influenteaza rezultatele testarii susceptibilitatii. Acest document ofera ghiduri pentru
standardizarea metodologiilor AST si pentru interpretarea rezultatelor testelor de
susceptibilitate la antimicrobiene.

2.2.1 Cerintele testarii

Pentru a asigura standardizarea metodelor de testare a susceptibilitatii la antimicrobiene (AST)
si comparabilitatea rezultatelor intre laboratoare, trebuie Tndeplinite urmatoarele cerinte

fundamentale:
Metodologie standardizata si armonizare
e Adoptarea metodelor AST standardizate este esentiala.

* Armonizarea parametrilor de testare, incluzand selectia agentilor antimicrobieni si

criteriile interpretative corespunzatoare, trebuie asigurata.
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Definire clara si documentare

 Toate metodele standardizate AST, impreund cu specificatiile critice si criteriile
interpretative, trebuie definite explicit, documentate temeinic si aplicate uniform intre

laboratoare.
Acuratete si reproductibilitate

e Metodele AST trebuie sa genereze constant date corecte, reproductibile si

cuantificabile pentru a mentine integritatea rezultatelor.
Stabilirea laboratoarelor coordonatoare

e Laboratoare de referintd nationale sau regionale ar trebui desemnate pentru a
supraveghea coordonarea metodologiilor AST, pentru a asigura interpretari corecte si

pentru a implementa masuri riguroase de control al calitatii.
Managementul calitatii si acreditare

e Laboratoarele microbiologice trebuie sa implementeze si s& mentina un sistem formal

de management al calitatii pentru a sustine standardele de testare.

e Laboratoarele ar trebui sa obtina acreditare de la o terta parte, asigurand conformitatea
cu standardele recunoscute international de Cooperarea pentru Acreditarea
Laboratoarelor (ILAC).

e Participarea la programe de testare a competentei trebuie sa fie obligatorie pentru a
verifica competenta tehnica.
Tulpini de referinta si asigurarea calitatii

e Utilizarea unor tulpini bacteriene specifice de referintd si de control al calitatii este
esentiala pentru asigurarea consistentei intra- si inter-laboratoare, pentru asigurarea

calitatii si pentru testarea competentei.

Respectand aceste cerinte standardizate, laboratoarele pot asigura fiabilitatea, acuratetea si
comparabilitatea globala a rezultatelor AST, sprijinind in final o supraveghere mai eficienta a

rezistentei antimicrobiene si luarea deciziilor clinice
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Figura 2.1. Testarea sensibilitatii antimicrobiene (AST) (URL1).

2.2.1 Selectia antimicrobienelor pentru testare si raportare

Selectarea antimicrobienelor adecvate pentru testarea susceptibilitatii poate fi dificila din cauza

numarului vast de agenti disponibili. Urmatoarele recomandari trebuie luate in considerare:

Recomandarile FAO/OIE/OMS

Atelierul de experti FAO/OIE/OMS privind utilizarea antimicrobienelor non-umane si rezistenta
antimicrobiana recomanda crearea unei liste de antimicrobiene critice importante, veterinare

si umane, pentru testarea si raportarea susceptibilitatii.

Consultare pentru selectie

Selectia celor mai adecvate antimicrobiene este o decizie cel mai bine luata de fiecare Membru

OIE in consultare cu organismele si organizatiile relevante.

Activitate specifica pe clase

Antimicrobienele din aceeasi clasa pot prezenta activitati similare in vitro impotriva anumitor
patogeni bacterieni. In astfel de cazuri, trebuie selectat un antimicrobian reprezentativ care sa

prezica susceptibilitatea la ceilalti membri ai aceleiasi clase.
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Rezistenta intrinseca

Anumiti microorganisme pot fi intrinsec rezistenti la anumite clase de antimicrobiene. Prin
urmare, nu este necesar si este inselator sa fie testata activitatea anumitor agenti in vitro. Tipul
de rezistenta intrinseca ar trebui determinat pentru acesti agenti fie prin literatura stiintifica, fie

prin testare.

Natural selection of resistant bacteria

Population of mainly Population of mainly
susceptible bacteria resistant bacteria

Figura 2.2. Evolutia bacteriilor rezistente la antibiotice prin selectie naturala. In acest exemplu,
procesul incepe cu o populatie bacteriana mare, unde majoritatea bacteriilor sunt vulnerabile la
antibiotice, dar cateva sunt rezistente in mod natural. Atunci cand se introduce un antibiotic bactericid,
acesta elimind majoritatea bacteriilor sensibile, Iasand-o pe cele rezistente s& supravietuiasca. in timp,
doar bacteriile rezistente vor continua sa se iThmulteasca, ceea ce va duce la o crestere a numarului

lor. In cele din urma, populatia va fi formatd predominant din bacterii rezistente la antibiotice. (URL 2).

(5] Limitarea numarului de antimicrobiene

Numarul antimicrobienelor care urmeaza a fi testate ar trebui limitat pentru a asigura relevanta

si caracterul practic al AST (Testarea Susceptibilitatii la Antimicrobiene).

Se recomanda revizuirea periodica a microorganismelor care sunt predictibil susceptibile la
anumiti agenti antimicrobieni pentru a asigura ca rezistenta emergenta si neasteptata este
detectata. Rezistenta emergenta poate fi de asemenea suspectata atunci cand exista un
raspuns slab la un regim standard de tratament antimicrobian.
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2.2.1 Metodologii de testare a susceptibilitatii la antimicrobiene
Urmatoarele cerinte trebuie respectate:
e Bacteriile supuse AST trebuie izolate Tn cultura pura din proba trimisa,

e Metodele standard de referinta ar trebui utilizate pentru identificare astfel incéat
bacteriile analizate sa fie identificate Th mod constant si corect la nivel de gen si/sau

specie,

e |zolatele bacteriene considerate cele mai importante si un esantion din alte izolate ar
trebui pastrate pentru analize viitoare (fie prin liofilizare, fie prin conservare criogenica
la—-70 °C -80 °C)

Figura 2.3. |zolarea coloniilor bacteriene individuale dintr-o proba mixta (URL 3).

Urmatorii factori care influenteazd metodele AST ar trebui determinati, optimizati si

documentati intr-o procedura operationala standard detaliata:
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Prepare Culture Media Inoculate Culture Media Grow and Monitor Bacteria

Figura 2.4. Prepararea unui mediu de culturd adecvat si incubarea corespunzéatoare pentru

microorganismul cultivat (URL 4).

Odata ce bacteria a fost izolata in cultura pura, concentratia optima a inoculului trebuie
determinata pentru a obtine rezultate precise ale susceptibilitati. Bacteria sau alte

organisme utilizate in testarea AST ar trebui sa provina dintr-o cultura proaspata.

Compozitia si prepararea mediilor de agar si bulion utilizate (de ex., pH, cationi, timidina
sau timina, utilizarea mediilor suplimentate). Performanta si testarea sterilitatii loturilor
de medii ar trebui de asemenea determinate si documentate, impreuna cu procedurile
utilizate.
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Figura 2.5. Cresterea bacteriilor pe mediile de cultura (URL 5).

Continutul antimicrobianului in purtator (de ex., antibiotice utilizate in placi de microtitru,

discuri, benzi, tablete).

Compozitia solventilor si diluantilor pentru prepararea solutiilor stoc antimicrobiene.
Conditiile de crestere si incubare (timp, temperatura, atmosfera, de ex., CO,).
Adéancimea agarului.

Numarul de concentratii testate per dilutie n bulion si agar.

Controalele de testare care trebuie utilizate, incluzand organismele de referinta

utilizate.

Criteriile interpretative ulterioare (praguri clinice, valori limita epidemiologice).
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2.2.4 Selectia metodologiei de testare a susceptibilitatii antimicrobiene (AST)

Selectia unei metodologii AST poate fi bazata pe urmatorii factori:

e Usurinta de efectuare.

e Flexibilitate.

e Adaptabilitate la sisteme automatizate sau semi-automatizate.

e Cost.
e Reproductibilitate.
e Fiabilitate.

e Acuratete.

¢ Organismele si antimicrobienele de interes pentru acel membru particular.

* Disponibilitatea datelor de validare adecvate pentru gama de organisme care urmeaza

a fi testate pentru susceptibilitate.

Methods of antimicrobial susceptibility testing

J

Phenotypic methods

Constrained by

Dilution 48 h

.

Diffusion | *®

48 h

"ﬁ x S '/ esecscee

Gradient test 48 h

A
\\0/

Chromogenic media 24 h

Automated devices >20h

bacterial growth time

J

Molecular-based methods

Gene1 Gene2-::- GeneN

PCR o ua .

d U O

several h

Cycle ‘
sequencing |||

NGS several days

* estimated time depend on a sample analysed
(clinical specimen vs. isolated bacterial culture)

MALDI-TOF MS

Incubation (antibiotic + sample)
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several h

* estimated time depend on a sample analysed
(clinical specimen vs. isolated bacterial cufture)

\ J

Figura 2.6. Selectarea unei metodologii AST (URL 6).
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2.2.5 Metode de testare a susceptibilitatii antimicrobiene

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

e Difuzia pe disc.
e Dilutia in bulion.

e Dilutia pe agar.

a) Metoda difuziei pe disc

Difuzia pe disc se refera la difuzia unui agent antimicrobian, la o concentratie specificata, din
discuri, tablete sau benzi intr-un mediu solid de cultura inoculat cu un izolat pur selectat.
Aceasta metoda se bazeaza pe determinarea zonei de inhibitie, care este proportionala cu
susceptibilitatea bacteriana la agentul antimicrobian prezent in disc.

Pe masura ce agentul antimicrobian difuzeaza in mediul de cultura inoculat, acesta creeaza
un gradient de concentratie. Zona de inhibitie este definita acolo unde concentratia
antimicrobiand devine prea diluatd pentru a suprima cresterea bacteriei testate. Diametrul
acestei zone de inhibitie din jurul discului antimicrobian coreleaza cu concentratia minima

inhibitorie (MIC) pentru combinatia specifica bacterie—antimicrobian.

in general, o zon& de inhibitie mai mare indicd o MIC mai mic&, ceea ce inseamné c& este
necesara o cantitate mai mica de agent antimicrobian pentru a inhiba cresterea bacteriana.
Totusi, aceasta relatie depinde si de concentratia antibioticului din disc si de proprietatile sale
de difuzie.
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Figura 2.7. Metoda difuziei pe disc (URL 7).

Nota: Testele de difuzie pe disc bazate exclusiv pe prezenta sau absenta unei zone de
inhibitie, fara a tine cont de dimensiunea zonei, nu sunt o metodologie AST acceptabila.

Consideratii pentru utilizarea metodologiei difuziei pe disc

Difuzia pe disc este usor de realizat, extrem de reproductibila si nu necesitd echipamente
costisitoare.

Principalele sale avantaje includ:
e Cost redus.
e Usurinta in modificarea discurilor de test antimicrobiene atunci cand este necesar.
e Poate fi folosita ca test de screening pentru un numar mare de izolate.

e Poate identifica un subset de izolate pentru testari suplimentare prin alte metode, cum
ar fi determinarea MIC-urilor.
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Masurarea manuala a zonelor de inhibitie poate fi consumatoare de timp. Dispozitivele
automate de citire a zonelor sunt disponibile si pot fi integrate cu sistemele de raportare si de
management al datelor de laborator.

Pentru a asigura 0 masurare precisa, discurile antimicrobiene trebuie distribuite uniform pentru
a preveni suprapunerea excesiva a zonelor de inhibitie. in general, acest lucru se poate realiza
prin plasarea discurilor la cel putin 24 mm distanta (de la centru la centru), desi spatierea
necesara poate varia in functie de concentratia discului si de proprietatile de difuzie ale

agentului antimicrobian in agar.

a) Metodele dilutiei in bulion si pe agar

Scopul metodelor de dilutie in bulion si pe agar este de a determina cea mai mica concentratie
a agentului antimicrobian testat care inhiba cresterea bacteriana vizibila (MIC), de obicei
exprimata in pg/mL sau mg/L. Totusi, MIC nu reprezintd intotdeauna o valoare absoluta.
,2Adevaratul” MIC se situeaza intre cea mai mica concentratie testata care inhiba cresterea
bacteriana si concentratia imediat mai mica. Prin urmare, determinarile MIC efectuate utilizand

o serie de dilutii au inerent o variatie de o dilutie.

Intervalul de concentratie al antimicrobianului testat ar trebui sa acopere criteriile interpretative
(sensibil, intermediar si rezistent) pentru o combinatie specifica bacterie—antibiotic, precum si

sa includa organisme de control de calitate de referintd adecvate.

Comparativ cu difuzia pe disc de agar, metodele de dilutie pentru testarea susceptibilitatii
antimicrobiene sunt in general mai reproductibile si mai cantitative. Totusi, deoarece

antibioticele sunt de obicei testate in dilutii duble, valorile MIC pot sa nu fie intotdeauna exacte.

Laboratoarele care intentioneaza sa utilizeze metodele de dilutie si sa isi pregateasca propriile
reactivi si dilutii de antibiotice trebuie sa fie capabile sa obtina, sa pregateasca si sa mentina
solutii stoc corespunzatoare de antimicrobiene de calitate reactiv si sa genereze dilutii de lucru
in mod regulat. Pentru a asigura precizia si standardizarea, astfel de laboratoare trebuie de

asemenea sa utilizeze organisme de control al calitatii
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Determination of MIC with agar dilution method
Addition of AM Determination
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Determination of MIC with broth dilution method

Addition of AM
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dilution steps from H1 (undiluted) “/
to HI (256-fold diluted)

Determination of MIC

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

de dilutie in agar si in bulion (URL 8).

« Dilutia in bulion

Dilutia n bulion este o tehnica in care o suspensie bacteriana, pregatita la o concentratie
optima sau adecvata, este testata impotriva unor concentratii variabile ale unui agent
antimicrobian (de obicei in dilutii seriate duble) intr-un mediu lichid cu o formulare

standardizata si documentata.

Aceasta metoda poate fi realizata utilizand tuburi cu un volum minim de 2 mL (macrodilutie)

sau volume mai mici in placi de microtitru (microdilutie).

Placile de microtitru disponibile comercial, care contin antibiotice liofilizate, pre-diluate in
godeuri, ajuta la reducerea variabilitatii introduse prin prepararea si dilutia antimicrobienilor in

diferite laboratoare.

Utilizarea placilor standardizate de microdilutie, impreuna cu un protocol de test documentat
care specifica organismele de referintd corespunzatoare, imbunatateste comparabilitatea

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

Deoarece majoritatea panourilor de testare antimicrobiana prin microdilutie Tn bulion sunt

preparate comercial, aceasta metoda este mai putin flexibila decéat dilutia pe agar sau difuzia
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pe disc in adaptarea la nevoile in schimbare ale programelor de supraveghere si monitorizare

In plus, costul achizitionarii placilor antimicrobiene si al echipamentelor asociate poate face ca

aceasta metoda sa fie nepractica pentru unele laboratoare.

Figura 2.10. Placa cu 96 de godeuri pentru testarea concentratiei inhibitorii minime (URL 10).
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- Dilutia pe agar

Dilutia pe agar implica incorporarea unor concentratii variabile ale unui agent antimicrobian
intr-un mediu de agar, de obicei utilizand dilutii seriate duble, urmata de aplicarea unui inocul

bacterian definit pe suprafata agarului.

Aceasta metoda este adesea considerata cea mai fiabila pentru determinarea MIC a unei
combinatii specifice bacterie—antimicrobian..

C
- /777 d ;
F 7 / V4 V4
Test
compound
¢ o
Cl " C? >ca }C4 A C‘s
Decreasing compound .
concentration P
/
/ L

24 h at specific
. growth conditions

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

Avantajele metodelor de dilutie pe agar includ:

« Capacitatea de a testa mai multe bacterii, cu exceptia bacteriilor care se deplaseaza in
valuri (swarm), pe acelasi set de placi cu agar in acelasi timp.

+ Posibilitatea de a imbunatati identificarea punctelor finale ale MIC si de a extinde

intervalul de concentratie al antibioticelor.

* Posibilitatea de a semi-automatiza metoda folosind un aparat de replicare a inoculului.
Replicatori de inocul fabricati comercial sunt disponibili si acestia pot transfera intre 32 si
60 de inoculi bacterieni diferiti pe fiecare placa de agar.
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Metodele de dilutie pe agar au de asemenea anumite dezavantaje, de exemplu:

» Daca nu sunt automatizate, sunt foarte laborioase si necesité resurse economice si

tehnice considerabile.

» Odata ce placile au fost preparate, ele ar trebui in mod normal folosite in decurs de o

saptaméana (sau mai putin, in functie de antimicrobienii testati).

* Punctele finale nu sunt intotdeauna usor de citit si nici puritatea inoculului nu este usor

de verificat.

Dilutia pe agar este adesea recomandata ca metoda AST standardizata pentru organisme
pretentioase, precum anaerobii si speciile de Helicobacter (CLSI, 2006c).

a) Alte teste AST bacteriene si teste specifice de rezistenta antimicrobiana

MIC-urile antimicrobiene bacteriene pot fi de asemenea determinate folosind benzi gradiente
disponibile comercial care elibereaza o concentratie predefinitda de antibiotic prin difuzie.
Totusi, aceasta metoda poate fi costisitoare, iar discrepante ale valorilor MIC pot aparea pentru
anumite combinatii bacterie—antimicrobian atunci cand sunt comparate cu rezultatele obtinute

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

Figura 2.12. Benzile gradient pentru testarea concentratiei minime inhibitorii (URL 12).
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Indiferent de metoda AST utilizata, procedurile trebuie sa fie documentate in detaliu pentru a asigura
acuratetea si reproductibilitatea. Tn plus, organismele de referintd corespunzitoare ar trebui testate

de fiecare data cand se efectueaza AST pentru a verifica exactitatea si validitatea datelor.

Zone of clearance

Negative d-test Positive d-test

Figura 2.13. Reprezentarea AST negativa si pozitiva (URL 13).

Metoda AST adecvati va depinde, in final, de caracteristicile de crestere ale bacteriei in cauzi. in
anumite cazuri, metode de testare si analize noi pot fi mai potrivite pentru detectarea unor fenotipuri
specifice de rezistenta. De exemplu, testele cromogenice pe baza de cefalosporine (de ex., nitrocefin)
pot oferi rezultate mai fiabile si mai rapide pentru detectarea beta-lactamazelor la anumite bacterii, in
timp ce rezistenta inducibila la clindamicina la Staphylococcus spp. poate fi identificata folosind o
metoda de difuzie pe disc cu discuri standard de eritromicina si clindamicina plasate in pozitii adiacente

pentru a masura zonele de inhibitie rezultate (de ex., testul in ,D” sau D-test) (Zelazny et al., 2005).
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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 detectata utilizand testarea standard a susceptibilitatii prin difuzie pe disc, care
include cefalosporine specifice (cefotaxim si ceftazidim) in combinatie cu un inhibitor de beta-
lactamaza (acid clavulanic), si masurand zonele de inhibitie rezultate. in plus, proteina de
legare a penicilinei 2a (PBP 2a) poate fi detectata la stafilococii meticilino-rezistenti folosind
un test de aglutinare in latex (Stepanovic et al., 2006). Este esential ca tulpini martor pozitive

si negative cunoscute sa fie testate alaturi de izolatele clinice pentru a asigura rezultate corecte.
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Figura 2.15. Test pozitiv pentru beta-lactamaza cu spectru extins (BLSE) (URL 15).

a) Directii viitoare in detectarea susceptibilitatii/rezistentei antimicrobiene

Utilizarea abordarilor genotipice pentru detectarea genelor de rezistentd antimicrobiana a fost
promovata pentru a imbunatati rapiditatea si acuratetea testarii susceptibilitatii (Cai et al.,
2003; Chen et al., 2005). Numeroase teste bazate pe ADN sunt in curs de dezvoltare pentru
a detecta rezistenta bacteriana la antibiotice la nivel genetic. Cea mai avansata abordare
implica prezicerea fenotipurilor de rezistenta antimicrobiana prin identificarea si caracterizarea

genelor cunoscute care codifica mecanisme specifice de rezistenta.

Metodele care utilizeazéd genomica comparativa, sonde genetice, microaraje, tehnici de
amplificare a acizilor nucleici (de exemplu, reactia de polimerizare in lant, PCR) si secventierea
ADN ofera potential pentru sensibilitate, specificitate si viteza crescute in detectarea anumitor
gene de rezistenta cunoscute (Cai et al., 2003; Chen et al., 2005; Perreten et al., 2005).
Metodele genotipice au fost aplicate cu succes pentru a suplimenta metodele traditionale
fenotipice AST pentru diferite organisme, incluzand stafilococi meticilino-rezistenti, enterococi
rezistenti la vancomicina si detectarea mutatiilor de rezistenta la fluorochinolone (Cai et al.,
2003; Chen et al., 2005; Perreten et al., 2005). Metodele PCR au fost de asemenea descrise
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pentru detectarea beta-lactamazelor, enzimelor inactivatoare de aminoglicozide si genelor de
eflux pentru tetracicline (Cai et al., 2003; Chen et al., 2005; Frye et al., 2010; Perreten et al.,

2005.

PCR Components PCR Process (ONE Cycle)

= =~
[ A T l 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DMNA Sample Primers Nucleotides

=
. ij l 55°C - Primers bind template 2. Annealing

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube

by

—- I

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

FPCR Cycle

Thermal Cycler

Figura 2.16. Principiul analizei PCR (URL 16).

Inovatiile tehnologice in diagnosticul bazat pe ADN ar trebui sa permita detectarea mai multor

gene de rezistenta si/sau variante intr-un singur test. Dezvoltarea metodelor rapide de

identificare diagnostica si a testarii genotipice a rezistentei este de asteptat sa contribuie la

reducerea aparitiei rezistentei antimicrobiene prin facilitarea utilizarii celei mai adecvate terapii

antimicrobiene la inceputul tratamentului. Totusi, tehnicile ADN trebuie sa fie demonstrate ca

complementare metodelor si rezultatelor AST.
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Figura 2.17. Diagnosticarea bazata pe ADN ar trebui sa permita detectarea rezistentei (URL 17).
in plus, noile progrese tehnologice pot permite detectarea rapida si eficientd din punct de
vedere al costurilor a unui numar mare de gene de rezistentd antimicrobiana la speciile
bacteriene, furnizand date valoroase pentru programele de supraveghere si monitorizare (Frye
et al.,, 2010). Cu toate acestea, in ciuda afluxului de noi teste genotipice, metodele AST
fenotipice documentate si standardizate vor fi in continuare necesare in viitorul apropiat pentru
a detecta mecanismele de rezistentd emergente la agentii patogeni bacterieni.
e 2.2.6 Puncte limita (breakpoints) pentru susceptibilitatea antimicrobiana si criterii

pentru zona de inhibitie

Obiectivul AST in vitro este de a prezice modul in care un agent patogen bacterian poate
raspunde la un agent antimicrobian in vivo. Rezultatele testelor bacteriene in vitro de
susceptibilitate antimicrobiana, fie utilizand metoda difuziei pe disc, fie metode de dilutie, sunt
in general interpretate si raportate ca rezistente, susceptibile sau intermediare la actiunea unui
anumit antimicrobian. Nu a fost stabilitd o formula unica pentru selectarea punctelor limita
optime. Procesul implica revizuirea datelor existente si este influentat de subiectivitatea
persoanelor insarcinate cu determinarea punctelor limita adecvate. in general, punctele limita

pentru susceptibilitatea antimicrobiana sunt stabilite de organizatii nationale de standardizare,
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societati profesionale sau agentii de reglementare. Documentele relevante trebuie consultate
pentru ghidare. Totusi, pot exista diferente semnificative in punctele limita pentru acelasi agent
antimicrobian in cadrul si intre tari, datorita variatiilor intre organizatiile de standardizare si
agentiile de reglementare, precum si deciziilor regionale sau nationale privind regimurile de
dozare (Brown si MacGowan, 2010; De Jong et al., 2009; Kahimeter et al., 2006).

Asa cum s-a mentionat anterior, rezultatele testarii susceptibilitatii antimicrobiene trebuie

inregistrate cantitativ:
e Sub forma distributiei MIC in miligrame pe litru sau pg/mL.
e Sau ca diametre ale zonelor de inhibitie in milimetri.

Urmatorii doi factori principali permit ca o bacterie sa fie interpretata ca susceptibila sau

rezistenta la un agent antimicrobian:

e Dezvoltarea si stabilirea intervalelor de control al calitatii (CLSI, 2006c¢), utilizand difuzia
cand este posibil si testarea prin dilutie, pentru microorganisme de referintd pentru

controlul calitatii.

e Stabilirea intervalelor de control al calitatii este esentiala pentru validarea rezultatelor
testelor obtinute folosind o metoda AST specifica. Intervalele permise ale categoriilor
interpretative pentru organismele de referinta ar trebui stabilite inainte de determinarea
punctelor limita pentru susceptibilitate sau rezistenta. Utilizarea organismelor de
referinta este o activitate de control si asigurare a calitatii. Totusi, este necesara doar

cerinta utilizarii organismelor de referinta.

e Determinarea criteriilor interpretative adecvate privind stabilirea punctelor limita (CLSI,
2006c).

Aceasta implica generarea a trei tipuri distincte de date:
e Distributiile populationale MIC ale microorganismelor relevante.
e Parametrii farmacocinetici si indicii farmacodinamici ai agentului antimicrobian.
¢ Rezultatele studiilor clinice si experienta.

Interpretarea datelor implica crearea unui scattergram din distributia populatiei bacteriene
(specii bacteriene reprezentative) prin trasarea zonei de inhibitie in raport cu logaritmul in baza
2 al MIC pentru fiecare agent patogen bacterian. Selectarea punctelor limita se bazeaza apoi

pe mai multi factori, incluzand analiza liniei de regresie ce coreleaza MIC-urile cu diametrele
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zonelor de inhibitie, distributiile populatiilor bacteriene, delimitarea ratei de eroare,

farmacocinetica si, in cele din urma, verificarea clinica.

Conceptul de ,puncte limita microbiologice” sau ,valori limita epidemiologice” (,epidemiological
cut-off values”), care se bazeaza pe distributiile populatiilor speciilor bacteriene testate, poate
fi mai adecvat pentru unele programe de supraveghere antimicrobiana. in acest caz, izolatele
bacteriene care se abat de la populatia normala de tip salbatic susceptibil ar fi desemnate ca
rezistente, iar schimbarile in susceptibilitate pentru combinatia antimicrobian/bacterie specifica
ar putea fi monitorizate (Kahlmeter et al., 2006; Turnidge et al., 2006). Un avantaj semnificativ
al inregistrarii datelor cantitative de susceptibilitate este ca aceste date pot fi analizate atat

conform punctelor limita clinice, cat si valorilor limita epidemiologice.

2.2.7 Ghiduri pentru testarea susceptibilitatii antimicrobiene

Un numar de standarde si ghiduri sunt in prezent disponibile pentru testarea susceptibilitatii
antimicrobiene si criteriile interpretative ulterioare in intreaga lume (CLSI, 2008; Kahlmeter et
al., 2006). Printre altele, acestea includ standarde si ghiduri publicate de:

e British Society for Antimicrobial Chemotherapy (BSAC, UK).

e (Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, SUA).

e Comité de I’Antibiogramme de la Société francaise de Microbiologie (CASFM, Franta).
e Commissie richtlijnen gevoeligheidsbepalingen (CRG, Téarile de Jos).

e Deutsches Institut fir Normung (DIN, Germania).

e European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST).

e Japanese Society for Chemotherapy (JSC, Japonia), Swedish Reference Group for
Antibiotics (SRGA, Suedia).
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Figura 2.18. Institutul pentru Standarde Clinice si de Laborator anunta publicarea noilor documente
CLSI M100-Ed34, M02-Ed14 si M07-Ed12 privind testarea sensibilitatii antimicrobiene (URL 18).

in prezent, doar CLSI (fost NCCLS) a dezvoltat protocoale pentru testarea susceptibilitatii
bacteriilor de origine animala si pentru determinarea criteriilor interpretative (CLSI, 2008).
Totusi, protocoale si ghiduri sunt de asemenea disponibile din partea diferitelor organizatii de
standardizare si societati profesionale, incluzandu-le pe cele mentionate mai sus, pentru
testarea susceptibilitatii unor specii bacteriene similare care cauzeaza infectii la oameni. Este
posibil ca aceste ghiduri sa poata fi adaptate pentru testarea susceptibilitatii bacteriilor de la
animale, dar fiecare tara trebuie sa isi evalueze propriile standarde si ghiduri AST. in plus,
eforturi  vizdnd atdt standardizarea cat si  armonizarea punctelor limita de
susceptibilitate/rezistenta la scara internationald sunt in desfasurare. Aceste eforturi s-au
concentrat in principal pe adoptarea standardelor CLSI si EUCAST, care ofera laboratoarelor
metode si valori de control al calitatii pentru a permite comparatii ale metodelor AST si ale
datelor generate (CLSI, 2008; Kahimeter et al., 2006). Pentru Membrii OIE fara metode AST
standardizate, adoptarea unuia dintre aceste seturi de standarde ar reprezenta un prim pas
adecvat catre metode acceptabile si armonizare.

Multe bacterii care cauzeaza boala la animalele acvatice necesitd conditii specifice de

crestere, cum ar fi temperaturi mai scazute sau medii suplimentate ori semisolide, care pot
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diferi semnificativ de cele ale patogenilor bacterieni terestri. Aceasta a dus la dezvoltarea unor
metode de testare antimicrobiana adaptate pentru bacterii izolate din specii acvatice. Pentru
metode legate de difuzia pe disc sau dilutia in bulion pentru testarea susceptibilitatii
antimicrobiene a bacteriilor de la animale acvatice, doua documente CLSI ofera ghidare (CLSI,
2006a; 2006b). De asemenea, documentul CLSI M45-A ofera metode pentru testarea
bacteriilor izolate rar sau fastidioase, cum ar fi Campylobacter si Pasteurella (CLSI, 2006c).

Ca prim pas spre asigurarea comparabilitatii datelor de monitorizare si supraveghere, este
important sa se incurajeze un design armonizat si standardizat al programelor intre Membri
(Brown si MacGowan, 2010; Kahimeter et al., 2006; White et al., 2001). Datele provenite din
tari care folosesc metode si designuri de programe diferite pot sa nu fie direct comparabile
(Brown si MacGowan, 2010). Totusi, datele pe termen lung dintr-o singura tara pot ajuta totusi
la identificarea tendintelor in rezistenta sau susceptibilitatea antimicrobiana (Petersen et al.,
2003). Daca rezultatele din metode AST diferite sunt prezentate una langa alta, este crucial
sa se demonstreze comparabilitatea lor si sa se ajunga la consens in interpretare. Acest lucru
se realizeaza cel mai bine prin utilizarea unor metode AST precise, fiabile si prin monitorizarea
performantei AST cu microorganisme de referinta bine caracterizate in laboratoarele

participante.

2.2.8 Comparabilitatea rezultatelor

Pentru a evalua comparabilitatea rezultatelor din sisteme diferite de supraveghere, este
esential ca constatarile sa fie raportate cantitativ, incluzand detalii despre performanta
metodei, organismele de referinta si agentii antimicrobieni. Datele de testare a susceptibilitatii
antimicrobiene (AST) ar trebui sa constea intr-un rezumat cumulativ, continuu, al tiparelor de
susceptibilitate (antibiograme) pentru microorganisme relevante clinic si pentru supraveghere
(CLSI, 2009). Aceste date trebuie create, inregistrate si analizate periodic la intervale regulate.
Pentru a asigura claritatea si consistenta, datele trebuie prezentate intr-un mod care sa
permita identificarea noilor tipare de rezistentd si verificarea sau infirmarea constatarilor
atipice. Aceasta informatie trebuie stocata intr-o baza de date centrala si publicata anual.
Datele AST cumulative vor fi esentiale Th monitorizarea tendintelor de susceptibilitate si
rezistenta in timp intr-o regiune, precum si in evaluarea eficacitatii interventiilor destinate

reducerii rezistentei antimicrobiene.

2.2.9 Controlul calitatii (QC) si asigurarea calitatii (QA)
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Managementul calitatii in laboratoarele veterinare de testare, in laboratoarele care efectueaza
AST (Hendriksen et al., 2009):

e Controlul calitatii se refera la tehnicile operationale utilizate pentru a asigura acuratetea
si reproductibilitatea AST.

e Asigurarea calitatii include, dar nu se limiteazd la, monitorizare, pastrarea
inregistrarilor, evaluare, luarea actiunilor corective potentiale daca este necesar,
calibrarea si intretinerea echipamentului, testarea competentei, instruirea si QC. Un
program QA ajuta la asigurarea faptului ca materialele si procesele de testare

furnizeaza rezultate de calitate constanta.
Componentele urmatoare trebuie determinate si monitorizate:

e Precizia procedurii AST.

e Acuratetea procedurii AST.

e Calificarile, competenta si pregatirea personalului de laborator, precum si a personalului
care interpreteaza rezultatele si a celor implicati in monitorizarea rezistentei
antimicrobiene.

e Performanta reactivilor adecvati.

Cerintele urmatoare trebuie respectate:

e Aderenta stricta la tehnicile specificate si documentate impreuna cu controlul calitatii (adica
asigurarea performantei si alte criterii critice) al mediilor si reactivilor.

e Pastrarea inregistrarilor despre: numerele loturilor tuturor materialelor si reactivilor
adecvati,

e Datele de expirare ale tuturor materialelor si reactivilor adecvati, calibrarea si monitorizarea
echipamentului, specificatiile critice pentru performanta AST (rezultate de referinta, timp,
temperatura etc.).

e Microorganismul(le) de referinta adecvat(e) trebuie folosit intotdeauna indiferent de
metoda AST utilizata.

e Microorganismele de referinta trebuie obtinute dintr-o sursa de incredere, de exemplu din
American Type Culture Collection (ATCC®), surse comerciale fiabile sau institutii cu
fiabilitate demonstrata pentru stocarea si utilizarea corecta a organismelor.

e Microorganismele de referinta trebuie catalogate si bine caracterizate, incluzand fenotipuri

stabile definite de susceptibilitate antimicrobiana. inregistrarile referitoare la aceste
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organisme de referinta trebuie sa includa intervalele stabilite de rezistenta si
susceptibilitate ale antimicrobienelor care urmeaza sa fie testate si referinta la metoda(ele)
prin care acestea au fost determinate.

e Laboratoarele implicate in AST trebuie sa foloseasca microorganismele de referinta
adecvate in toate testele AST.

e Tulpinile de referinta trebuie pastrate ca culturi de stoc din care se deriva culturile de lucru
si trebuie obtinute din colectii de culturi nationale sau internationale. Tulpinile bacteriene
de referinta 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 sa asigure ca culturile de stoc sunt rareori
folosite. Aceasta poate fi realizata prin producerea unui stoc intermediar de culturi derivat
din culturile originale, utilizat pentru a crea culturile de lucru zilnice.

e Metoda preferata pentru analizarea performantei generale a fiecarui laborator ar trebui sa
testeze stocul de lucru al microorganismelor de referinta adecvate in fiecare zi in care se
efectueaza teste de susceptibilitate.

Deoarece acest lucru poate sa nu fie intotdeauna practic sau economic, frecventa unor astfel
de teste poate fi redusa daca laboratorul poate demonstra ca rezultatele testarii
microorganismelor de referintd folosind metoda selectatd sunt reproductibile. Daca un
laborator poate documenta reproductibilitatea metodelor de testare a susceptibilitatii utilizate,
testarea poate fi efectuatd saptaméanal. Dacd apar preocupdri privind acuratetea,
reproductibilitatea sau validitatea metodei, laboratorul are responsabilitatea de a determina
cauza(ele) si de a repeta testele folosind materialele de referinta. in functie de cauzi(ele),

utilizarea zilnica a materialului de referinta si orice alta actiune corectiva pot fi reinitiate.

e Microorganismele de referinta trebuie testate de fiecare data cand este utilizat un nou
lot de mediu sau placi si periodic in paralel cu microorganismele care urmeaza sa fie
testate.

e Problemele adecvate de biosecuritate trebuie abordate in obtinerea si distribuirea

microorganismelor catre laboratoarele participante.

2.2.10 Testarea externa a competentei

Laboratoarele sunt de asemenea incurajate sa participe la comparatii internationale inter-
laboratoare (de exemplu, WHO External Quality Assurance System). Toate speciile bacteriene
supuse AST ar trebui incluse.
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Laboratoarele nationale de referinta ar trebui desemnate cu responsabilitatea pentru:

e Monitorizarea programelor de asigurare a calitatii ale laboratoarelor participante la
supravegherea si monitorizarea rezistentei antimicrobiene.

e Caracterizarea si furnizarea catre acele laboratoare a unui set de microorganisme de
referinta.

e Crearea, gestionarea si distribuirea de probe care sa fie utilizate in testarea externa a
competentei.

e Crearea unei baze de date centrale disponibile pe internet (de exemplu, European
Antimicrobial Resistance Surveillance System, EARSS) care sa contina diferitele profiluri
de susceptibilitate/rezistenta pentru fiecare specie bacteriana aflata sub supravegher.
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Figura 2.19. Evaluarea externa a calitatii (URL 19).

Desi existda mai multe metode, obiectivul principal al testarii in vitro a susceptibilitatii
antimicrobiene (AST) ramane acelasi: de a furniza o predictie fiabila despre modul in care un
microorganism este probabil sa raspunda la terapia antimicrobiana intr-un gazda infectata
(World Organisation for Animal Health, 2010). Aceasta informatie ajuta clinicienii in selectarea
agentului antimicrobian adecvat, sprijina eforturile de supraveghere si contribuie la dezvoltarea

politicilor de utilizare rationald a antimicrobienelor.

AST in vitro poate fi realizat folosind diverse tehnici, incluzand difuzia pe disc, dilutia in agar,
macrodilutia in bulion, microdilutia in bulion si testele cu gradient de concentratie. Fiecare
dintre aceste metode necesita conditii specifice de testare, cum ar fi medii de cultura, timpi de

incubare si identificarea organismelor de control al calitatii impreuna cu intervalele lor QC
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corespunzatoare. Asigurarea reproductibilitatii si comparabilitatii rezultatelor AST cu cele
obtinute printr-o metoda de referinta recunoscuta ca ,standard de aur” este esentiala. Fara
metode standardizate sau proceduri de referinta, rezultatele susceptibilitatii/rezistentei
antimicrobiene provenite din laboratoare diferite nu pot fi comparate in mod fiabil.

Utilizarea abordarilor genotipice pentru a detecta genele de rezistentd antimicrobiana a fost
promovaté pentru a creste viteza si acuratetea testérii susceptibilitatii. in plus, progresele in
tehnicile moleculare, cum ar fi microarajele, pot permite o testare rapida si rentabila pentru o
gama larga de gene de rezistenta antimicrobiana, furnizand date valoroase pentru programele
de supraveghere si monitorizare (Ojha si Kostrzynska, 2008; Poxton, 2005). in ciuda acestor
inovatii, metodele fenotipice standardizate AST vor fi totusi necesare in viitorul apropiat pentru

a detecta mecanisme noi de rezistentd emergente la agentii patogeni bacterieni.
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CAPITOLUL 3. OBTINEREA PRODUSELOR NATURALE
CU ACCENT PE CONSERVAREA PRINCIPIILOR ACTIVE

3.1 Introducere

Produsele naturale au jucat un rol central in cultura si supravietuirea umana de milenii, servind
drept surse de hrana, medicamente, coloranti si conservanti. Astazi, ele raman indispensabile
ca materii prime pentru produse farmaceutice, nutraceutice, cosmetice si alimente functionale.
O singura planta poate contine sute de constituenti chimici, variind de la nutrienti vitali pentru
sanatatea umana pana la compusi cu activitate farmacologica sau chiar proprietati toxice.
Diversitatea acestor clase chimice si interactiunile sinergice dintre ele formeaza baza atat a
efectelor benefice, cat si a celor potential ddunatoare ale produselor naturale asupra sanatatii

umane.

in linii mari, substantele prezente in produsele naturale pot fi clasificate in sase categorii: (1)
nutrienti, (2) antinutrienti, (3) non-nutrienti, (4) substante nou formate (generate, de exemplu,
in timpul procesarii sau depozitarii), (5) contaminanti si (6) substante adaugate, cum ar fi
aditivii. Fiecare categorie are implicatii distincte pentru siguranta, calitatea si functionalitatea
produselor de origine vegetala.

Nutrientii in sine sunt de obicei impartiti in macronutrienti — carbohidrati, proteine si grasimi
— si micronutrienti precum vitamine si minerale. Desi sunt esentiali pentru procesele
metabolice si sanatatea generald, prezenta si biodisponibilitatea lor in sursele naturale pot fi
afectate de alti compusi. De exemplu, substantele antinutritionale interfereaza cu absorbtia
sau metabolismul nutrientilor. Acidul oxalic (H,C,0,), intalnit frecvent in spanac, sfecla
elvetiana si rubarba, impiedica absorbtia calciului si fierului si, in cantitati mari, poate prezenta
riscuri de formare a pietrelor la rinichi. Avidina, o proteina din albusurile crude de ou, se leaga
puternic de biotina (vitamina B8), reducéndu-i disponibilitatea. Similar, izotiocianatii din
legumele crucifere pot interfera cu absorbtia iodului, ducand potential la gusa. Aceste exemple
evidentiaza natura duala a produselor naturale, unde compusi cu beneficii pentru sanatate pot

prezenta si riscuri nutritionale daca sunt consumati in cantitati nepotrivite.

Dincolo de nutrienti si antinutrienti, plantele contin si o gama largéd de substante non-
nutritionale — compusi care nu sunt necesari pentru nutritia umana, dar care exercitad adesea
efecte biologice semnificative. Fibrele alimentare, precum celuloza si pectina, regleaza

sanatatea intestinala si reduc colesterolul; metilxantinele precum cofeina actioneaza ca
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stimulente; compusii sulfurati din usturoi ofera beneficii antimicrobiene si cardioprotectoare;
iar fitochimicalele precum polifenolii, terpenele si alcaloizii contribuie cu proprietati
antioxidante, antiinflamatoare si anticancerigene. Acest domeniu, numit uneori farmacologie

nutritionald, subliniaza granita fina dintre hrana si medicament.

in acest context, conceptul de fitocomplex a devenit din ce in ce mai important. Un fitocomplex
se refera la intregul spectru de constituenti naturali prezenti intr-un extract vegetal — principii
active impreuna cu compusi suportivi precum flavonoizi, taninuri, résini si uleiuri esentiale —
care, impreuna, determina efectul terapeutic. Spre deosebire de medicamentele sintetice
izolate, eficacitatea medicamentelor pe baza de plante deriva adesea din actiunea sinergica a
acestor multiple componente, mai degraba decéat dintr-un singur ingredient activ. Aceasta
complexitate, insa, prezinta provocari semnificative pentru standardizare, controlul calitatii si

conservarea bioactivitatii in timpul procesarii.

Organizatia Mondiala a Sanatatii (OMS) a subliniat importanta unor standarde riguroase in
prepararea medicamentelor pe baza de plante. Acestea includ identificarea corecta a plantei
sursa, selectarea momentului optim al recoltarii, manipularea corespunzatoare dupa recoltare
si luarea in considerare a factorilor precum ustensilele de gatit sau tehnicile de procesare care
pot modifica profilul chimic al constituentilor vegetali. Produsele medicamentoase naturale pot
fi obtinute printr-o varietate de abordari: recoltarea speciilor salbatice, cultivarea plantelor
medicinale, fermentatie, transformare microbiana si chiar tehnici avansate precum cultura de
celule sau organe vegetale. Fiecare abordare influenteazd randamentul, puritatea si
reproductibilitatea principiilor active, facand selectia sursei si strategia de recoltare critice

pentru maximizarea continutului fitochimic.

O provocare majora in lucrul cu produsele naturale este extractia si conservarea principiilor
active. Extractia reprezinta primul pas critic in separarea constituentilor bioactivi din materialul
vegetal brut. Metodele traditionale includ macerarea, percolarea si extractia prin reflux,
folosind de obicei volume mari de solventi organici si necesitand timp indelungat de procesare.
Procesul progreseaza, in general, prin patru etape: (1) patrunderea solventului in matricea
vegetala, (2) dizolvarea solutului in solvent, (3) difuzia solutului din matrice, si (4) colectarea
extractului. Eficienta depinde de mai multi factori: polaritatea solventului, dimensiunea
particulelor materiei prime, raportul solvent-solid, temperatura si durata extractiei. Alegerea
solventului este deosebit de importanta, deoarece trebuie sa echilibreze selectivitatea,
solubilitatea, costul si consideratiile de siguranta.
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Metodele conventionale, desi aplicate pe scara larga, sunt din ce in ce mai des suplimentate
sau inlocuite de tehnologii moderne si ecologice de extractie. Acestea includ extractia cu fluide
supercritice (SFE), care utilizeaza CO, supercritic pentru a obtine extracte cu puritate ridicata
si reziduu minim de solvent; extractia lichida presurizatd (PLE), care reduce consumul de
solvent si timpul de procesare; si extractia asistaté de microunde (MAE), care imbunatateste
eficienta prin incalzire rapida si transfer de masa sporit. Astfel de abordari nu doar ca cresc
randamentul si selectivitatea, dar reduc si degradarea compusilor termolabili, conservand mai

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

Conservarea compusilor activi pe tot parcursul etapelor — de la cresterea si recoltarea
plantelor pana la extractie si formulare — este crucialéd pentru asigurarea eficacitatii si
sigurantei produselor naturale. Multe molecule bioactive sunt sensibile la caldura, luminag,
oxigen sau modificari de pH, iar procesarea necorespunzatoare poate duce la degradarea sau
transformarea lor in derivati mai putin activi sau chiar daunatori. Din acest motiv, cercetarile
recente pun accent pe dezvoltarea unor metode de exiractie selective si blande, precum si pe

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

in concluzie, produsele naturale reprezintd un vast rezervor de compusi bioactivi cu un
potential enorm pentru sanatate si industrie. Totusi, valorificarea acestui potential necesita un
echilibru atent intre cunostintele traditionale si inovatia stiintificd moderna. Acest capitol se
concentreaza pe metodologiile de obtinere a produselor naturale, cu un accent deosebit pe
conservarea principiilor active in timpul cultivarii, recoltarii, extractiei si procesarii. Prin
explorarea atat a abordarilor conventionale, cat si a celor avansate, discutia evidentiaza
strategii pentru maximizarea randamentului, mentinerea bioactivitatii si asigurarea sigurantei

si calitatii produselor naturale pentru utilizarea umana.
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From Plant Material to Bioactive Extract

Plant Source — | Harvesting & Post-Harvest —» | Drying / Grinding

(Wild / Cultivated) Handling (Pretreatment)

Extraction Methods Separation & Purification Preservation of Active Principles
(Conventional & Modern) (Filtration, Chromatography) (Stabilization, Encapsulation)

Bioactive Extract
(For Food, Pharma, Cosmetics)

Figura 3.1 Reprezentare schematica a evolutiei de la materialul vegetal la extractul bioactiv

3.2 Fitocomplexul — Ansambluri sinergice de constituenti bioactivi

Plantele medicinale au fost recunoscute de mult timp nu doar pentru compusii lor bioactivi
izolati, ci si pentru amestecurile complexe de constituenti care contribuie colectiv la efectele
terapeutice. Aceastda combinatie, cunoscutd sub denumirea de fitocomplex, reprezinta
intregul spectru de molecule naturale prezente intr-o planta sau extract. Spre deosebire de
produsele farmaceutice pe baza de un singur compus, activitatea unui fitocomplex rezulta
dintr-o interactiune dinamica a metabolitilor primari si secundari, incluzénd alcaloizi, flavonoizi,

taninuri, terpenoide, uleiuri esentiale, polizaharide si alte substante accesorii.

Conceptul de fitocomplex subliniaza faptul ca eficacitatea terapeutica a remediilor pe baza de
plante nu poate fi atribuita intotdeauna unui singur principiu activ major, ci mai degraba
interactiunilor sinergice si uneori antagonice dintre mai multi constituenti. Aceste interactiuni
pot spori biodisponibilitatea, pot reduce toxicitatea sau pot extinde spectrul de activitate.
intelegerea si conservarea acestei complexitati este esentiala pentru fitoterapia moderna,

dezvoltarea de nutraceutice si formularea alimentelor functionale (Heinrich et al., 2022).
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Diversitatea chimica si organizarea structurala a fitocomplexelor
Fitocomplexele se caracterizeaza prin heterogenitatea lor chimica. Ele includ:

e Metaboliti primari, precum carbohidrati, proteine si lipide, care ofera suport nutritional

si servesc drept purtatori sau stabilizatori pentru metabolitii secundari.

e Metaboliti secundari, inclusiv alcaloizi, flavonoizi, terpene, acizi fenolici, saponine si

compusi cu sulf, multi dintre acestia prezentand actiuni farmacologice specifice.

e Substante accesorii, precum rasini, ceruri, uleiuri esentiale, pigmenti si enzime, care
pot s& nu aiba activitate farmacologica directd, dar pot imbunatati solubilitatea,
stabilitatea sau calitatile organoleptice.

intr-un fitocomplex, acesti compusi nu sunt prezenti la intamplare, ci sunt adesea organizati
intr-un mod care reflecta mecanismele de aparare ale plantei. De exemplu, polifenolii
actioneaza ca antioxidanti si agenti antimicrobieni, in timp ce terpenoidele contribuie la
semnalizarea chimica si interactiunile ecologice. Aceasta organizare naturala este esentiala
pentru activitatea generala a plantei si nu poate fi reprodusa prin amestecuri sintetice de

compusi izolati (Wink, 2015).

Mecanismele sinergice din fitocomplexe
Sinergia din cadrul fitocomplexelor se manifesta in mai multe moduri:

i) Sinergie farmacodinamica — mai multi constituenti pot actiona asupra unor tinte diferite dintr-
un sistem biologic, producand un efect mai amplu sau mai intens. De exemplu, activitatea
antimicrobiana a uleiului esential de cimbru este mai puternica atunci cand timolul si

carvacrolul sunt combinati decét atunci cand sunt utilizati individual.

ii) Sinergie farmacocinetica —anumiti compusi sporesc absorbtia sau biodisponibilitatea altora.
Un exemplu clasic este piperina din Piper nigrum, care creste biodisponibilitatea curcuminei
din Curcuma longa prin inhibarea degradarii sale metabolice (Shoba et al., 1998).

iif) Detoxifiere si modularea sigurantei — compusii minori pot reduce toxicitatea celor majori,
permitand o administrare mai sigura. De exemplu, unii flavonoizi contracareaza stresul oxidativ

potential indus de alcaloizi.
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iv) Stabilizarea moleculelor active — polizaharidele, taninurile sau proteinele pot stabiliza
compusii volatili sau metaboliti secundari sensibili, asigurandu-le integritatea in timpul

depozitarii si procesarii.

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

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

Synergistic Interactions in a Phytocomplex

Nutrients Secondary Metabolites Accessory Substances
(Carbs, Proteins, Lipids) (Alkaloids, Flavonoids, Terpenes) (Oils, Tannins, Enzymes)

Synergistic Effects
(Enhanced activity, Bioavailability,
Stability)

Phytocomplex
(Holistic Therapeutic Action)

Figura 3.2 Reprezentare schematica a interactiunilor sinergice intr-un fitocomplex

Provocari tehnologice in conservarea fitocomplexelor

Una dintre dificultdtile centrale in dezvoltarea produselor pe baza de plante consta in
mentinerea integritatii fitocomplexului pe parcursul etapelor de recoltare, procesare, extractie
si depozitare. Factorii care influenteaza stabilitatea includ:

i) Conditiile de recoltare — Factorii de mediu, precum lumina, temperatura si compozitia solului,
influenteaza profilul fitochimic al plantei. Momentul recoltarii determind adesea concentratia

principiilor bioactive (Khoddami et al., 2013).

ii) Manipularea post-recoltare — Uscarea, macinarea si conditile de depozitare pot duce la
degradarea uleiurilor volatile, oxidarea polifenolilor si hidroliza glicozidelor.
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iii) Metodele de extractie — Extractia conventionala cu solventi poate izola anumite substante,
dar poate conduce la pierderea constituentilor volatili sau termolabili. Metodele moderne,
precum extractia cu fluide supercritice (SFE), extractia asistatd de microunde (MAE) si
extractia cu lichide presurizate (PLE), ofera o selectivitate si o eficienta mai ridicate, pastrand
totodata moleculele delicate (Zhang et al., 2018).

iv) Formulare si stabilizare — Tehnici precum incapsularea, liofilizarea si nanoformularea sunt
utilizate din ce in ce mai mult pentru protejarea compusilor instabili si pentru livrarea

fitocomplexelor sub forme functionale si biodisponibile (Patra et al., 2021).

Provocarea pentru fitochimia moderna este optimizarea tehnicilor de extractie si conservare,

mentinand in acelasi timp integritatea holistica a fitocomplexului.

Aplicatii in medicina, nutritie si alimente functionale
Fitocomplexele joaca roluri semnificative Tn diverse domenii:

e Medicina traditionald si moderna — Remedii pe baza de plante precum ginsengul,
echinacea si valeriana se bazeaza pe interactiunea mai multor constituenti pentru
efecte adaptogene, imunostimulatoare sau sedative. Companiile farmaceutice
exploreaza din ce Tn ce mai mult exitracte standardizate ca alternative la

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

e Alimente functionale si nutraceutice — Extractele bogate in polifenoli din struguri, ceai
verde si fructe de padure sunt promovate pentru beneficile antioxidante si
cardioprotectoare. Aceste efecte se datoreaza unui spectru larg de compusi interactivi,

nu unui singur antioxidant.

o Cosmeceutice — Complexele vegetale bogate in flavonoizi, terpene si uleiuri sunt

utilizate in formulari cu efect anti-imbatranire, antiinflamator si fotoprotector.

e Nutritie animalé si agricultura — Fitocomplexele sunt integrate in furaje ca promotori
naturali ai cresterii si agenti preventivi impotriva bolilor, oferind o alternativa la

antibioticele sintetice.
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Perspective de viitor

Studiul fitocomplexelor evolueaza rapid, sprijinit de progresele in metabolomica, biologie a
sistemelor si bioinformatica. Aceste instrumente permit cartografierea interactiunilor complexe
dintre constituentii vegetali si caile biologice, oferind perspective mai profunde asupra

mecanismelor sinergice.
Cercetarile viitoare trebuie sa se concentreze pe:

e Dezvoltarea unor protocoale analitice standardizate pentru caracterizarea completa a

fitocomplexelor.

e Proiectarea unor tehnologii de extractie ecologice (,green extraction”) care reduc

impactul asupra mediului si maximizeaza bioactivitatea.

o Explorarea fitoterapiei personalizate, unde anumite fitocomplexe sunt adaptate la
profilul metabolic si genetic individual.

e Integrarea unor cadre de reglementare care sa recunoasca proprietatile unice ale

fitocomplexelor, diferentiindu-le de compusii activi izolati.

Prin imbinarea cunostintelor traditionale cu inovatiile moderne analitice si tehnologice,
fitocomplexele pot fi valorificate mai eficient ca resurse sustenabile si sigure pentru sanatate

Si bunastare.

Metoda Solvent Temperatura Presiune Timp Volumul Polaritatea
de produselor
solvent naturale
organic extrase
consumat

Macerare Apa, solventi  Temperatura  Atmosfericd Lung Mare Depinde de

aposi si camerei solventul
neaposi de extractie

Percolare Apa, solventi  Temperatura Atmosferica Lung Mare Depinde de

aposi si camerei, solventul
neaposi ocazional de extractie
incalzire

Decoct Apa Incalzire Atmosferica Moderat Niciunul Compusi

polari

Extractie de Solventi aposi  Incalzire Atmosferica Moderat Moderat Depinde de

reflux si neaposi solventul

de extractie

Extractie Solventi Incalzire Atmosferica Lung Moderat Depinde de

Soxhlet organici solventul

de extractie

Extractie Apa, solventi  Incalzire Crescuta Scurt Mic Depinde de

lichida sub aposi si solventul

presiune neaposi de extractie
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Extractie cu Fluid Aproape de Crescuta Scurt Niciunul Compusi
fluide supercritic (de  temperatura sau mic nepolari
supercritice obicei S-CO2), camerei pana la
uneori cu moderat
modificator polari
Extractie Apa, solventi  Temperatura  Atmosferica Scurt Moderat Depinde de
asistata de aposi si camerei, sau solventul
ultrasunete neaposi Incalzire de extractie
Extractie Apa, solventi  Temperatura  Atmosferica Scurt Niciunul Depinde de
asistata de aposi si camerei sau mic solventul
microunde neaposi de extractie
Extractia in Apa, solventi  Temperatura  Atmosferica Scurt Moderat Depinde de
camp electric aposi si camerei, sau solventul
pulsat neaposi Incalzire de extractie
Extractie Apa, solventi  Temperatura Atmosferica Moderat Moderat Depinde de
asistata de aposi si camerei, sau solventul
enzime neaposi Incalzire de extractie
dupa
tratament
enzimatic
Hidrodistilare Apa Incalzire Atmosferica Lung Niciunul Ulei
si distilare cu esential (de
abur obicei
nepolar)

3.3 Ghidurile OMS pentru Formulari Standardizate de Plante Medicinale

Medicamentele pe baza de plante reprezinta una dintre cele mai utilizate forme de ingrijire a

sanatatii la nivel mondial si raman o optiune terapeutica primara pentru milioane de oameni,

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

utilizare, siguranta, eficacitatea si calitatea formularilor din plante continua sa reprezinte o

preocupare din cauza variabilitatii inerente surselor naturale. Ca raspuns, Organizatia

Mondiala a Sanatati (OMS) a elaborat ghiduri cuprinzatoare care ofera un cadru pentru

standardizarea, asigurarea calitatii si controlul reglementar al medicamentelor pe baza de

plante (OMS, 2007). Aceste ghiduri subliniaza faptul ca formularile din plante ar trebui sa

indeplineasca aceleasi standarde de siguranta, calitate si eficacitate ca produsele

farmaceutice conventionale, recunoscand in acelasi timp provocarile specifice asociate

materialelor de origine vegetala.

Parametrii-cheie in ghidurile OMS

Controlul calitatii materiilor prime vegetale si al produselor finite
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Identificarea corecta a speciei de plante este esentiala pentru a preveni erorile de identificare
sau substituirea. Se utilizeaza examinarea macroscopica, analiza microscopica si, tot mai
mult, tehnici de codificare ADN (DNA barcoding) (Raclariu et al., 2017).

Conditiile de mediu (tip de sol, altitudine, expunere la lumina, sezon de recoltare) influenteaza

semnificativ compozitia fitochimica.

Diferitele parti ale plantei (radacini, frunze, seminte) prezinta profile chimice distincte,
complicand procesul de standardizare.

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

toxine microbiene.

OMS recomanda o abordare analitica pe mai multe niveluri, combinand cromatografia (HPLC,
TLC, GC-MS), spectroscopia (NMR, IR, UV-Vis) si, tot mai mult, metabolomica si chimiometria
pentru autentificare si testarea puritatii (Kunle et al., 2012).

Evaluarea stabilitatii si a termenului de valabilitate

Produsele din plante contin mai multi compusi susceptibili la degradare (ex.: oxidarea
polifenolilor, pierderea uleiurilor volatile).

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

real si accelerate.

Evaluérile acopera aspecte fizice (culoare, miros, umiditate), chimice (nivelul compusilor

marker) si microbiologice.

Se recomanda ambalaje protectoare (sticla bruna, blistere, tehnici de incapsulare) pentru a
conserva principiile active (Zhang et al., 2018).

Evaluarea sigurantei

Utilizarea traditionald nu garanteaza siguranta — sunt necesare studii toxicologice (acute,
cronice, genotoxice, de reproducere, carcinogenitate).

Interactiunile plante—-medicamente sunt o preocupare majora. De exemplu, Sunatoarea
(Hypericum perforatum) reduce semnificativ concentratiile plasmatice ale unor medicamente

antiretrovirale si imunosupresoare (1zzo & Ernst, 2009).
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OMS solicita dezvoltarea unor sisteme de farmacovigilenta, inclusiv documentarea

evenimentelor adverse si centre nationale de monitorizare.

Evaluarea eficacitatii

Traditional, eficacitatea era bazata pe cunostinte etnomedicale, dar standardele moderne cer
validare stiintifica.

Instrumente de evaluare:

Testari in vitro (antioxidant, antimicrobian, inhibitia enzimelor).
Studii in vivo pe animale.

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

Compusii marker sunt adesea utilizati pentru monitorizarea eficacitatii, desi efectul terapeutic

provine de obicei din fitocomplexul sinergic, nu dintr-o singura molecula.

Metode analitice si armonizare reglementara

OMS subliniaza necesitatea armonizarii internationale pentru siguranta, eficacitate si comert
global.

Tehnici recomandate:

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

Spectroscopie & metabolomica — profilarea amestecurilor complexe.

Spectrometria de masa de inalta rezolutie (MS) si rezonanta magnetica nucleara (NMR) ofera
perspective avansate asupra diversitatii fitochimice (Li et al., 2022).

Persista diversitatea reglementarilor: produsele din plante pot fi clasificate ca suplimente
alimentare (SUA), medicamente traditionale pe bazd de plante (UE) sau medicamente
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ayurvedice (India). Ghidurile OMS functioneaza ca referinta de armonizare, promovand

convergenta fara a elimina particularitatile culturale.

Ghidurile OMS ofera un cadru global pentru a asigura ca medicamentele pe baza de plante
indeplinesc standardele moderne de calitate, sigurantd si eficacitate. Prin abordarea
variabilitatii surselor vegetale, stabilitatii chimice, riscurilor toxicologice si validarii eficacitatii,
aceste ghiduri creeaza o punte intre cunostintele traditionale si rigoarea stiintificd moderna.
Adoptarea lor consolideaza protectia sanatatii publice si creste credibilitatea si acceptarea

internationala a medicinei pe baza de plante.

3.4 Suplimente Alimentare

Suplimentele alimentare sunt definite ca surse concentrate de nutrienti sau alte substante
bioactive cu efect nutritional sau fiziologic, comercializate de obicei in forme de dozare precum
capsule, tablete, pulberi si lichide dozate (Comisia Europeana, 2002). Aceste produse fac
legatura intre dieta si medicina, oferind surse suplimentare de vitamine, minerale, aminoacizi,
acizi grasi, fibore sau extracte vegetale pentru a sprijini sanatatea generald si a preveni
deficientele.

in ultimele dou& decenii, suplimentele alimentare au trecut de la produse de nisa la
componente mainstream ale pietelor de sanatate pentru consumatori. Aceastd schimbare
reflecta transformari sociale mai largi, inclusiv imbatranirea populatiei, cresterea bolilor cronice
si accentul sporit pe ingrijirea preventiva. Relatia medic—pacient s-a modificat, indivizii cautand
mai multa autonomie in alegerile lor de sanatate. Consumatorii moderni devin din ce in ce mai
proactivi, solicitdnd indrumari pentru mentinerea stérii de bine, in loc sa se bazeze exclusiv pe

tratamente reactive.

Piata globala a suplimentelor alimentare inregistreaza o crestere sustinuta. De exemplu, in
Europa, piata a inregistrat o crestere a valorii de 4,3%, corespunzand la aproximativ 3,5
miliarde € si 256 milioane de pachete vandute anual. Categoriile precum sanatatea
cardiovasculara, reglarea microbiotei intestinale si sanatatea urogenitald domina cererea, in
timp ce formularile specifice de gen si produsele specifice varstei (pentru copii si seniori)

reprezinta nise in expansiune.
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Componente nutritionale si functionale ale suplimentelor alimentare
Suplimentele alimentare includ o gama diversa de substante, clasificate astfel:

Vitamine si minerale: micronutrienti esentiali care sustin functile metabolice, cresterea,

imunitatea si prevenirea bolilor.

Aminoacizi si proteine: elemente de baza ale muschilor si tesuturilor, tot mai populare in nutritia

sportiva si recuperare.

Acizi grasi esentiali (EFA): acizi grasi omega-3 si omega-6, cruciali pentru sanatatea

cardiovasculara si cognitiva.
Fibre: benefice pentru sanatatea digestiva si controlul greutatii.

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

promovate adesea pentru proprietati antioxidante, antiinflamatoare sau adaptogene.

Probiotice si prebiotice: microorganisme vii si fibre alimentare care promoveaza echilibrul
microbiomului intestinal.

Totusi, biodisponibilitatea acestor compusi este un factor major al eficacitatii lor. Nutrientii care
sunt slab absorbiti sau rapid metabolizati nu ofera beneficii terapeutice sau nutritionale. Pentru
a aborda aceasta problema, se dezvolta strategii avansate de formulare, inclusiv
nanoincapsulare, livrare liposomald si co-administrare cu potentiatori ai absorbtiei (de

exemplu, piperina cu curcumina) (McClements, 2020).
Siguranta, calitate si probleme ale lantului de aprovizionare

in ciuda popularitatii lor, suplimentele alimentare se confrunt& cu provocéri legate de controlul
calitatii si transparenta lantului de aprovizionare. Adulterarea, contaminarea si variabilitatea
materiilor prime raman probleme presante, in special in produsele derivate din plante.
Internationalizarea lanturilor de aprovizionare duce adesea la variatii de calitate, deoarece
diferentele de sol, clim&, moment al recoltarii, depozitare si procesare pot modifica profilurile
fitochimice (Zhang et al., 2018).

Impuritatile, cum ar fi reziduurile de pesticide, metalele grele sau contaminarea microbiana,
pot compromite siguranta si eficacitatea. in plus, cazurile de adulterare deliberaté cu substante
farmaceutice (de exemplu, steroizi sau stimulanti) subliniazd necesitatea unui control si
reglementare riguroasa (Teschke et al., 2013).
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Pentru a reduce aceste riscuri, unele companii de top si-au integrat vertical lanturile de
aprovizionare, cultivand si procesand direct plantele pentru a asigura consistenta calitatii.
Monitorizarea constanta, programele de certificare (ex.: GACP — Good Agricultural and
Collection Practices) si testarea in laboratoare independente sunt din ce in ce mai considerate
standarde de industrie.

Inovatie si cercetare in suplimentele alimentare

Inovatia este esentiald pentru mentinerea increderii consumatorilor si a cresterii pietei, in
special in contextul restrictiilor de reglementare impuse de EFSA si FDA privind afirmatiile de
sanatate. Companiile investesc masiv in cercetare fundamentala, tehnologii de formulare si

validare clinica pentru a sprijini eficacitatea produselor lor.

Domenii-cheie de inovatie:

Cercetare fundamentald: identificarea de compusi bioactivi noi, explorarea sistemelor

functionale, studii mecanistice la nivel molecular si celular.

Cercetare in formulare: dezvoltarea de sisteme avansate de livrare (nanoparticule, emulsii,
hidrogeluri) care imbunatatesc biodisponibilitatea si stabilitatea compusilor sensibili (ex.:
polifenoli, probiotice, acizi grasi omega-3).

Validare clinica: studii in vivo si clinice pe oameni pentru dovezi de siguranta si eficacitate.
Acestea pot confirma utilizarile traditionale etnobotanice sau valida afirmatii noi de sanatate

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

Gen, varsta si nutritie personalizata

O tendinta emergenta pe piata suplimentelor este nutritia personalizata, condusa de
progresele in genomica, metabolomica si cercetarea microbiomului. Produsele sunt tot mai

mult adaptate pentru:

* Nevoi specifice de gen: ex. suplimente pentru simptomele menopauzei la femei sau
sanatatea prostatei la barbati.
» Formulari specifice varstei: ex. calciu si vitamina D pentru sanatatea oaselor la

varstnici, omega-3 pentru dezvoltarea cognitiva a copiilor.
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» Produse specifice stilului de viata: ex. formule pentru recuperare sportiva, adaptogeni
pentru reducerea stresului la profesionisti, combinatii pentru imunitate destinate

calatorilor frecventi.

Aceasta evolutie reflecta trecerea de la suplimentarea generala la nutraceutice de precizie,

aliniate cu tendintele mai largi din medicina personalizata (Afman & Muller, 2012).

Cadru de reglementare si increderea consumatorilor

Suplimentele alimentare ocupa un spatiu reglementar intre alimente si medicamente, cerintele

variind la nivel global.

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

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

Desi aceste cadre cer etichetare corecta si interzic afirmatiile inselatoare, nu impun
intotdeauna autorizare pre-market, responsabilitatea revenind producatorilor pentru siguranta
si calitate.

increderea consumatorilor depinde astfel de transparenta, certificari independente si dovezi
stiintifice. Integrarea instrumentelor digitale, cum ar fi sistemele blockchain pentru trasabilitate,
este asteptatd sa imbunatateascd responsabilitatea si sa asigure consumatorii de

autenticitatea produselor.

a sanatatii, situat la intersectia dintre dietd, medicinad si wellness-ul consumatorului. Ele
furnizeaza surse concentrate de nutrienti esentiali si compusi bioactivi, dar se confrunta cu
provocari continue privind asigurarea calitatii, biodisponibilitatea si armonizarea
reglementarilor.

Viitorul acestui sector depinde de:

» inovatie,
+ validare stiintifica riguroasa,
» personalizare,

» sprijinite de sisteme solide de calitate si lanturi de aprovizionare transparente.
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Respectand aceste principii, industria suplimentelor alimentare poate continua sa se extinda,

mentinand siguranta, eficacitatea si increderea consumatorilor.
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CAPITOLUL 4. CAPITALIZAREA RESURSELOR VEGETALE
PENTRU CONSUM SIGUR Sl EFICIENT

4.1 Introducere

Plantele au fost, istoric, printre cele mai importante resurse pentru nutritia umana, ingrijirea
sanatatii si practicile culturale. De la culturile alimentare de baza pana la formularile medicinale
sofisticate, materialele derivate din plante furnizeaza nutrienti esentiali, agenti terapeutici si

compusi functionali care sustin viata si promoveaza bunastarea.

In context contemporan, capitalizarea resurselor vegetale se refera la utilizarea strategica a
materialelor derivate din plante in sisteme alimentare, suplimente dietetice si produse
farmaceutice, cu accent pe siguranta, eficienta si sustenabilitate. Acest concept integreaza
practici agricole, inovatii biotehnologice si cadre de reglementare pentru a maximiza beneficiile
resurselor vegetale, reducand in acelasi timp riscurile asociate cu contaminanti, toxine si

variabilitatea compusilor bioactivi.
Definirea capitalizarii resurselor vegetale

Capitalizarea resurselor vegetale cuprinde identificarea, extractia, procesarea si formularea
materialelor derivate din plante in produse sigure si eficiente.

o 1in sistemele alimentare, aceasta implicd optimizarea calitdtilor nutritionale si

functionale ale culturilor, asigurand in acelasi timp siguranta alimentara.

o In suplimente, capitalizarea se refera la izolarea moleculelor bioactive (ex.: flavonoide,
alcaloizi, terpene, polizaharide) si stabilizarea acestora pentru beneficii fiziologice
tintite.

o In medicina, ea presupune adesea standardizarea fitochimicalelor pentru a produce
formulari cu eficacitate terapeutica reproductibila.

Dincolo de domeniul biomedical, capitalizarea include si valorificarea produselor secundare
agricole (tarate, coji, seminte, tescovind) in compusi valorosi precum fibre alimentare,
antioxidanti sau biocombustibili. Aceasta abordare sustenabila nu doar sprijina modele de
economie circulara, dar si reduce deseurile de mediu (Lange & Ahlemeyer, 2019).
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Importanta sigurantei si eficientei

Cresterea cererii pentru produse naturale a dus la provocari sporite privind siguranta si
eficienta. Spre deosebire de farmaceuticele sintetice, plantele prezinta profiluri fitochimice
complexe, influentate de factori genetici, de mediu si de procesare. Aceasta complexitate
poate genera variabilitate in calitatea si eficacitatea produselor.

Consideratii de siguranta includ:

Prezenta toxinelor naturale (ex.: alcaloizi, glicozide cianogenice).

Contaminanti din inputurile agricole (pesticide, metale grele).

Riscuri microbiologice in timpul depozitarii si procesarii.

Compusi alergeni in anumite produse vegetale.

Consideratii de eficienta includ:
e Retentia compusilor bioactivi in timpul procesarii si depozitarii.
e Maximizarea randamentului din extractia materiilor prime.
e Rentabilitatea in productia la scara mare.
e Asigurarea biodisponibilitatii principiilor active in organismul uman.

Asigurarea atét a sigurantei, cét si a eficientei necesita protocoale standardizate, masuri de
control al calitatii si tehnologii analitice avansate (cromatografie, spectrometrie, metabolomica)

pentru identificarea si cuantificarea fitochimicalelor si a contaminantilor (Zhou et al., 2019).

Acest capitol isi propune sa ofere un ghid cuprinzator de strategii experimentale si aplicate
pentru capitalizarea resurselor vegetale, cu accent pe:

e Asigurarea sigurantei — abordarea toxinelor, contaminantilor, alergenilor si aspectelor

de reglementare.

e Optimizarea eficientei — pastrarea bioactivitatii, Tmbunatatirea randamentului si

reducerea costurilor de productie.
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o Standardizarea metodologica — prezentarea tehnicilor moderne de extractie, procesare

si stabilizare.

e Perspective aplicate — demonstrarea modului in care plantele pot fi integrate in
alimente, suplimente si produse farmaceutice pentru a maximiza beneficiile pentru

sanatatea publica.

Prin legarea metodologiilor experimentale de studii de caz aplicate, acest capitol evidentiaza
atat oportunitatile, cat si provocarile transformarii resurselor vegetale in produse sigure,

eficiente si sustenabile pentru consumul uman.

De ce conteaza siguranta si eficienta
e Protejeaza consumatorii de toxine, contaminanti si alergeni.
e Mentine bioactivitatea compusilor functionali si terapeutici.
e Reduce deseurile si maximizeaza valoarea economica a resurselor vegetale.

o Imbunatateste increderea consumatorilor si conformitatea cu standardele

internationale.
e Sustine sustenabilitatea si modelele de economie circulara.

Capitalizarea resurselor vegetale reprezinta o intersectie critica fintre agricultura,
biotehnologie, stiinta alimentara si medicina. Utilizarea sigura si eficienta a produselor derivate
din plante contribuie nu doar la securitatea alimentara si ingrijirea sanatatii, dar si la alinierea

cu obiectivele globale de sustenabilitate, inovatie si protectia consumatorilor.

Odata cu cresterea interesului consumatorilor pentru produse naturale, combinatd cu
avansurile in extractie si tehnologii analitice, viitorul constd in dezvoltarea unor strategii
standardizate, bazate pe dovezi, care sa deblocheze intregul potential al resurselor vegetale

pentru consum uman sigur si eficient.

Conceptual Diagram: Capitalization of Plant Resources

Plant Resource — | Extraction — | Processing — | Safe & Efficient Consumption

Figura 4.1 Reprezentare schematica a valorificarii resurselor vegetale
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4.2 Selectia si Caracterizarea Resurselor Vegetale

Selectia sistematica si caracterizarea resurselor vegetale reprezinta o piatra de temelie in
dezvoltarea unor produse sigure si eficiente derivate din surse naturale. Fie ca sunt destinate
utilizarii ca alimente, suplimente dietetice sau preparate medicinale, materialele vegetale
trebuie sa treaca printr-o evaluare riguroasa pentru a le asigura siguranta, eficacitatea si

reproductibilitatea.

Desi plantele au servit istoric drept rezervoare esentiale de nutritie si medicina, complexitatea
crescanda a pietelor globale moderne necesita abordari mai structurate pentru a le valida
utilizarea. Acest capitol introduce principiile fundamentale pentru selectia si caracterizarea
resurselor vegetale, subliniind criterii de comestibilitate, potential bioactiv, sustenabilitate,

verificarea cunostintelor traditionale, precum si evaluari botanice, chimice si de siguranta.

Integrarea cunostintelor traditionale cu instrumentele analitice moderne ofera o oportunitate
unica de a descoperi noi compusi bioactivi, protejand in acelasi timp impotriva riscurilor
potentiale. Aceasta perspectiva holistica recunoaste plantele nu doar ca materii prime, ci si ca
sisteme biologice dinamice ale caror proprietati sunt influentate de factori genetici, de mediu
si culturali.

Criterii de selectie

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

selectia acestora. Acestea includ:

i) Comestibilitate si utilizare istorica: Plantele consumate traditional ca alimente sau
medicamente detin un avantaj comparativ in selectie, deoarece siguranta lor este adesea
sustinuta de inregistrari etnobotanice. Utilizarea istorica ofera dovezi preliminare valoroase,

dar necesita validare prin metode stiintifice moderne (Heinrich & Jager, 2015).

i) Potential bioactiv: Plantele trebuie evaluate pentru prezenta metabolitilor secundari precum
alcaloizi, flavonoide, terpene, polifenoli si saponine, care contribuie la proprietati terapeutice
sau functionale. Progresele recente in profilarea metabolomica permit cercetéatorilor sa prezica

bioactivitatea pe baza semnaturilor fitochimice (Dai & Mumper, 2010).
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i) Sustenabilitate: Supraproductia populatilor de plante sélbatice poate ameninta
biodiversitatea. Prin urmare, plantele trebuie selectate tindnd cont de practici de recoltare
durabile, fezabilitatea cultivarii si statutul de conservare (Schippmann et al., 2002).

iv) Verificarea cunostintelor traditionale: Afirmatiile etnofarmacologice trebuie validate prin
studii experimentale. Cunostintele traditionale ofera ipoteze care pot directiona cercetarea
stiintifica, dar reproductibilitatea necesita confirmare empirica (Fabricant & Farnsworth, 2001).

Caracterizare botanica si chimica

Dupa selectie, caracterizarea riguroasa asigura identificarea corecta si utilizarea fiabila a

resurselor vegetale.

Identificare morfologica si taxonomica: Clasificarea taxonomica corecta, bazatd pe
caracteristici macroscopice si microscopice, este fundamentul autenticitatii. Evaluarea
morfologica trebuie sa tind cont de variatile determinate de localizare geografica, stadiu de
crestere si conditii de mediu (WHO, 2011).

Profilare chimica: Plantele contin amestecuri complexe de compusi ale caror concentratii
variaza in functie de compozitia solului, clima si conditii de recoltare. Tehnici analitice precum
cromatografia (HPLC, GC), spectrometria (MS, NMR) si metabolomica sunt acum centrale in
caracterizarea extractelor vegetale (Wolfender et al., 2015). Aceste abordari asigura

consistenta lot-cu-lot si furnizeazad amprente moleculare pentru conformitatea reglementara.

Metabolomica in caracterizarea plantelor: Platformele moderne de metabolomica permit
detectarea simultana a sute de metaboliti, facilitand diferentierea chemotipurilor si identificarea
de noi compusi bioactivi. Acest lucru ofera o intelegere cuprinzatoare a variabilitatii fitochimice
(Roessner & Dias, 2013).

Evaluarea sigurantei

in ciuda perceptiei generale c& produsele naturale sunt inerent sigure, plantele pot contine

compusi toxici, alergeni sau factori antinutritionali care necesita evaluare atenta.

Screening toxicologic: Studiile de toxicitate acuta, sub-cronica si cronica, atat in vitro, cét si in
vivo, sunt esentiale pentru a asigura siguranta umana. O atentie deosebita este necesara

pentru alcaloizi, glicozide si alti metaboliti potential toxici (Ekor, 2014).
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Alergenicitate: Anumite plante sau proteine derivate din plante pot declansa raspunsuri imune.
Analizele proteomice avansate, combinate cu teste imunologice, sunt utilizate pentru a evalua
potentialul alergenic.

Factori antinutritionali: Compusi precum oxalatii, fitatii si taninurile pot interfera cu absorbtia
nutrientilor. Determinarea cantitativa a acestor substante este esentiala inainte ca o planta sa

poata fi recomandata pentru utilizare pe scara larga (Gupta et al., 2015).

Conformitate reglementara: Ghidurile internationale (ex.: WHO si EMA) subliniaza necesitatea
documentatiei toxicologice si a unei analize risc-beneficiu inainte de aprobarea pe piata a
produselor derivate din plante.

Strategii de prioritizare

Avand Tn vedere marea diversitate a speciilor de plante, prioritizarea este esentiala pentru

directionarea eforturilor de cercetare si dezvoltare catre cei mai promitatori candidati.

Continut bioactiv ridicat: Plantele cu concentratii mari de compusi bioactivi bine caracterizati
sunt prioritizate pentru dezvoltare. De exemplu, speciile bogate in polifenoli sunt adesea vizate

pentru proprietatile lor antioxidante si antiinflamatorii.

Profil de risc scazut: Speciile cu un profil de siguranta favorabil si dovezi minime de toxicitate

au mai multe sanse de a obtine aprobare reglementara si acceptare din partea consumatorilor.

Disponibilitate scalabila: Se acorda prioritate plantelor care pot fi cultivate la scara mare, in
conditii sustenabile, reducand astfel dependenta de populatiile salbatice pe cale de disparitie
(Cunningham, 2001).

Integrarea datelor etnobotanice si farmacologice: Combinarea datelor de utilizare traditionala
cu validarea farmacologica ofera un cadru rational pentru prioritizare, ajutand la conectarea
patrimoniului cultural cu dovezile stiintifice (Balick & Cox, 2022).

Selectia si caracterizarea sistematicd a resurselor vegetale furnizeazd baza stiintifica si
reglementara pentru utilizarea lor sigura si eficienta in alimente, suplimente si medicamente.
Prin integrarea cunostintelor etnobotanice, a profilarii chimice avansate si a evaluarilor

riguroase de siguranta, cercetatorii si actorii din industrie pot prioritiza speciile vegetale cu cel
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mai mare potential pentru beneficii asupra sanatatii umane, asigurdnd in acelasi timp

sustenabilitate si siguranta.

Adoptarea unor criterii si metodologii standardizate nu doar Tmbunatateste calitatea
produselor, dar si consolideazd increderea consumatorilor si conformitatea globalé cu

reglementarile.

Selection and Characterization of Plant Resources

Plant Selection

Botanical & Chemical

Safety Assessment

Prioritization

Edibility. bi - oo fel en . y licati
(Edibility, bl.oactlve Characterization (Toxicity, allergenicity, (Eloattivelcantent Application
potential, (Morphology, 5 e : (Food, supplements,
R anti-nutritional low risk, L
sustainability, taxonomy, e scalability) medicine)
ethnobotany) metabolomics) LY

Figura 4.2 Reprezentare schematica a selectiei si caracterizarii resurselor vegetale

4.3. Extractia si Conservarea Compusilor Bioactivi

Extractia si conservarea compusilor bioactivi din resurse vegetale reprezinta un pas critic in
transformarea materialelor botanice brute in produse alimentare sigure si eficiente, suplimente
dietetice si preparate medicinale. Moleculele bioactive precum polifenolii, flavonoizii,
carotenoizii, vitaminele, uleiurile esentiale si alcaloizii sunt adesea foarte sensibile la conditiile
de mediu si de procesare. Prin urmare, metodele utilizate trebuie sa fie optimizate nu numai
pentru eficientd si randament, ci si pentru protejarea integritatii chimice a acestor molecule.
Aceasta sectiune examineaza abordarile moderne de extractie, strategiile de conservare si
mecanismele pentru a asigura ca bioactivitatea este mentinuta pe tot parcursul lantului de

productie.
Metode de extractie
Extractia cu solvent

Extractia traditionala cu solvent raméne una dintre cele mai utilizate metode pentru
recuperarea compusilor bioactivi din matricile vegetale. Apa si etanolul sunt considerate in
general solventi siguri si sunt aplicate frecvent in contexte alimentare si farmaceutice.
Amestecurile etanol-apa sunt deosebit de eficiente in extractia compusilor fenolici, alcaloizilor
si glicozidelor, fiind in acelasi timp mai putin toxice si acceptabile ecologic comparativ cu
solventii clorurati (Azwanida, 2015). Totusi, dezavantajele includ timpi lungi de extractie,
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necesitatea unor volume mari de solvent si selectivitate limitatd pentru compusii foarte

specifici.
Extractia cu fluide supercritice (SFE)

Extractia cu fluide supercritice, folosind cel mai adesea dioxid de carbon (CO,), este o tehnica
mai ecologica si mai selectiva. CO, supercritic prezintd proprietati unice, actionand atét ca
gaz, cat si ca lichid, ceea ce i permite sa patrunda eficient in tesuturile vegetale in timp ce
dizolvad compusi nepolari precum uleiuri esentiale, carotenoizi si steroli (Herrero et al., 2010).
Avantajele sale includ absenta reziduurilor toxice, utilizarea redusa de solvent si capacitatea
de a regla fin selectivitatea prin ajustarea temperaturii si presiunii. Totusi, necesitatea
echipamentelor specializate si costurile ridicate pot limita aplicarea sa in operatiuni de mica

scara.
Extractia enzimatica

Metodele enzimatice se bazeaza pe enzime hidrolitice specifice (de exemplu, celulaze,
pectinaze, proteaze) pentru a degrada peretii celulari vegetali, eliberand astfel compusii
bioactivi incorporati. Aceasta tehnica este deosebit de utila pentru polizaharide, compusi
fenolici si proteine (Puri et al., 2012). Extractia enzimatica este blanda, pastrand compusii
termolabili, si imbunatateste adesea randamentul comparativ cu abordarile conventionale.
Principalele limitari sunt costul ridicat al enzimelor si necesitatea de a optimiza conditiile pentru

fiecare matrice vegetala.
Perspectiva comparativa

Fiecare metoda de extractie prezinta un compromis intre randament, selectivitate,
sustenabilitate si cost. Extractia cu solvent este ieftina, dar impovaratoare ecologic, in timp ce
CO, supercritic este sustenabil, dar costisitor. Abordarile enzimatice reprezinta un compromis,
oferind selectivitate ridicata si pastrarea activitatii, dar necesitand investitii in biocatalizatori.
Din ce in ce mai mult, tehnici hibride, precum extractia asistata de ultrasunete sau extractia
asistata de microunde, sunt adoptate pentru a creste eficienta reducand in acelasi timp
utilizarea de solvent si durata (Chemat et al., 2017).

Strategii de conservare

Dupa extractie, compusii bioactivi trebuie conservati intr-o forma care i protejeaza de

degradare in timpul procesarii, depozitarii si consumului final. Conservarea este deosebit de
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critica pentru polifenoli, vitamine si uleiuri volatile care sunt predispuse la oxidare, hidroliza

sau volatilizare.
Tehnici de uscare

Uscarea reduce activitatea apei, stabilizand astfel extractele si prevenind cresterea
microbiand. Uscarea conventionald cu aer cald este rentabild, dar conduce adesea la
degradare termica semnificativd a compusilor sensibili la caldura. Liofilizarea (uscare prin
congelare) este considerata superioara pentru pastrarea moleculelor termolabile precum
vitamina C si flavonoizii, deoarece elimina apa la temperatura si presiune scazuta, minimizand
astfel schimbarile chimice (Ratti, 2001). Totusi, liofilizarea este intensiva energetic si
costisitoare, limitand scalabilitatea sa industriala.

Incapsulare

Tehnologiile de incapsulare precum uscarea prin pulverizare, incapsularea liposomala sau
incapsularea Th nanoparticule sunt din ce in ce mai utilizate pentru a proteja compusii bioactivi
de oxidare, lumina sau fluctuatii de pH. incapsularea imbunatateste de asemenea solubilitatea
si biodisponibilitatea compusilor precum polifenolii si carotenoizii (Gharsallaoui et al., 2007).
Aceasta tehnica permite eliberare controlata si livrare tintitda in alimente functionale sau
nutraceutice, desi complexitatea formularii si etapele suplimentare de procesare pot creste
costurile de productie.

Conditii controlate de depozitare

Conditiile adecvate de depozitare, incluzand reducerea expunerii la oxigen, protectia impotriva
luminii si controlul temperaturii, sunt esentiale pentru a conserva compusii bioactivi. De
exemplu, compusii polifenolici sunt susceptibili la oxidare atunci cand sunt expusi la aer, in
timp ce carotenoizii se degradeaza sub expunere la lumina. Utilizarea gazelor inerte de
ambalare (de exemplu, spalare cu azot), a recipientelor opace si a refrigerarii poate prelungi
semnificativ durata de viata pe raft (Shahidi & Ambigaipalan, 2015)..

Mentinerea bioactivitatii

Conservarea bioactivitatii se refera la mentinerea integritatii structurale si a capacitatii
functionale a compusilor sensibili pe parcursul procesarii. Multe molecule derivate din plante,
precum vitaminele, flavonoizii si uleiurile esentiale, sunt instabile la temperaturi ridicate,

expunere la oxigen sau stres mecanic.

Protectia polifenolilor si vitaminelor
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Polifenolii, desi abundenti in multe plante, sunt sensibili la oxidare, in special in conditii
alcaline. Similar, vitamine precum vitamina C si vitamina E se degradeaza rapid ca raspuns la
caldura si oxigen. Metodele avansate de conservare, incluzand incapsularea in biopolimeri
sau emulsii, pot atenua aceste pierderi si asigura o biodisponibilitate mai ridicata (Biesalski et
al., 2009).

Conservarea uleiurilor volatile

Uleiurile esentiale si alti compusi volatili sunt predispusi la evaporare si oxidare in timpul
depozitarii. Microincapsularea si utilizarea recipientelor intunecate, ermetice, sunt strategii
eficiente pentru a minimiza aceste pierderi. in plus, combinarea extractiei cu metode de
conservare — precum liofilizarea imediata dupa extractia cu solvent sau enzimatica — poate

reduce substantial degradarea (Burt, 2004).
Integrarea extractiei si conservarii

Abordarile industriale moderne pun accentul pe integrarea strategiilor de extractie si
conservare intr-un flux de lucru continuu. De exemplu, extractia cu CO, supercritic poate fi
cuplata direct cu incapsularea, reducénd astfel expunerea compusilor la aer si lumina in timpul
procesarii. Astfel de sisteme integrative nu doar imbunatatesc eficienta generala a recuperarii
bioactive, dar si minimizeaza riscul de degradare a compusilor inainte de formularea finala a

produsului.

Extractia si conservarea compusilor bioactivi sunt centrale pentru dezvoltarea unor produse
sigure, eficiente si sustenabile pe baza de plante pentru aplicatii alimentare, farmaceutice si
nutraceutice. Alegerea metodei de extractie si a strategiei de conservare afecteaza direct
randamentul, selectivitatea si stabilitatea compusilor. Desi extractia traditionald cu solvent
ramane predominanta, tehnologiile emergente precum extractia cu fluide supercritice,
metodele enzimatice si incapsularea modeleaza viitorul procesarii produselor naturale. Pentru
a asigura bioactivitatea maxima, sistemele integrate care combina extractia eficientd cu
conservarea robusta devin din ce in ce mai necesare. Echilibrarea eficientei, impactului asupra

mediului si costului va ramane principiul calauzitor in avansarea acestui domeniu.
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Extraction and Preservation of Bioactive Compounds

Plant Material Extraction Preservation Safe Application

Figura 4.3 Reprezentare schematica a extractiei sau conservarii compusilor bioactivi

4.4 Procesarea pentru Consum Sigur

Asigurarea faptului ca resursele derivate din plante sunt sigure si eficiente pentru consumul
uman necesita o abordare multidisciplinara care integreaza stiinta alimentara, farmacognozia
si toxicologia. Procesarea nu inseamna doar transformarea materialului vegetal brut in forme
utilizabile, ci si eliminarea sau reducerea sistematica a componentelor toxice, alergene sau
altfel nedorite, pastrand in acelasi timp compusii bioactivi care confera beneficii pentru
sanatate. Utilizarea sigura a produselor vegetale depinde, prin urmare, de metode robuste de
detoxifiere, strategii de formulare care imbunatatesc livrarea si eficacitatea, si cadre riguroase
de asigurare a calitatii care garanteaza uniformitatea si reproductibilitatea pe parcursul
ciclurilor de productie.

Metode de detoxifiere

Multe specii de plante acumuleaza in mod natural factori anti-nutritionali, metaboliti toxici sau
contaminanti de mediu precum reziduuri de pesticide si metale grele. in consecint, metodele

de detoxifiere sunt o conditie prealabila esentiald pentru consumul sigur.

Procesarea termica este una dintre cele mai vechi si mai larg aplicate tehnici. Incalzirea
controlata poate denatura proteine toxice (de exemplu, lectine din leguminoase), inactiva
contaminantii microbieni si reduce activitatea enzimaticd care altfel ar putea duce la
degradarea bioactivelor (Martinez et al., 2020). Totusi, expunerea termica excesiva risca
degradarea compusilor termolabili precum vitamina C, carotenoizii si polifenolii, necesitand

optimizarea combinatiilor temperatura—timp.

Detoxifierea chimica implica aplicarea de agenti siguri (solutii alcaline, carbune activ sau acizi
organici) pentru a reduce alcaloizii toxici, glicozidele cianogenice si reziduurile de pesticide
(Awuchi et al., 2020). Desi eficace, metodele chimice necesita reglementare atenta pentru a
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evita introducerea de noi contaminanti sau modificarea calitatii senzoriale si nutritionale a

produsului.

Fermentatia ofera o abordare biologic sustenabila pentru detoxifiere. Prin activitatea microbilor
benefici, fermentatia poate reduce factorii anti-nutritionali precum fitatele si oxalatii, imbogatind
in acelasi timp matricea cu probiotice si metaboliti care imbunatatesc digestibilitatea (Tamang
et al., 2020). Alimentele traditionale fermentate ilustreaza avantajul dublu al detoxifierii si al
imbogatirii functionale, o caracteristica utilizata din ce in ce mai mult in dezvoltarea produselor

nutraceutice.
Strategii de formulare

Dincolo de detoxifiere, procesarea implica de asemenea proiectarea de formulari care
maximizeaza eficacitatea, stabilitatea si acceptarea de catre consumatori. Integrarea
extractelor vegetale in alimente functionale, suplimente dietetice si bauturi necesita o selectie
atenta a excipientilor si purtatorilor pentru a mentine bioactivitatea asigurand in acelasi timp

palatabilitatea si complianta.

Micronizarea este adesea aplicata pentru a creste suprafata pudrelor bioactive, imbunatatind
astfel solubilitatea si vitezele de dizolvare in fluidele gastrointestinale (Liu et al., 2019). Aceasta
este deosebit de valoroasa pentru fitochimicale slab solubile in apa precum curcumina si

resveratrolul.

Tehnologiile de incapsulare (de exemplu, liposomi, nanoemulsii, complexe de ciclodextrine si
nanoparticule polimerice) sunt larg adoptate pentru a proteja compusii sensibili de oxidare,
extreme de pH si degradare enzimatica in timpul depozitarii si digestiei (Ganesan et al., 2018).
Incapsularea permite de asemenea eliberare controlat si livrare tintita a bioactivelor Tn
segmente specifice ale tractului gastrointestinal, imbunatatind atat biodisponibilitatea cét si
eficacitatea terapeutica.

in plus, strategiile de formulare trebuie s& se adapteze nevoilor specifice ale consumatorilor,
incluzand formulari bazate pe gen, suplimente pediatrice si geriatrice, si interventii specifice
pentru afectiuni precum produse pentru sanatate cardiovasculara sau cognitiva (Shahidi &
Ambigaipalan, 2015).
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imbunététirea biodisponibilitatii

Una dintre provocarile persistente in nutraceuticele pe baza de plante este biodisponibilitatea
scazuta a multor fitochimicale, in special polifenoli, flavonoizi si terpenoizi. Diverse tehnici de

procesare sunt prin urmare utilizate pentru a spori absorbtia si circulatia sistemica.

e Pretratarea enzimatica poate hidroliza legaturile glicozidice din flavonoizi, eliberand
forme agliconice mai absorbabile (Scalbert et al., 2011).

e Sistemele de livrare nanostructurate imbunatatesc solubilitatea si protejeaza compusii

de degradarea prematura.

e Formularile sinergice — precum combinarea piperinei cu curcumina — pot inhiba
enzimele metabolice si astfel pot spori concentratia plasmatica a compusilor bioactivi
(Shoba et al., 1998).

Aceste abordari ilustreaza importanta de a privi procesarea nu doar ca o masura de

conservare, ci ca un facilitator al eficientei terapeutice.

Asigurarea calitatii

Asigurarea calitatii (QA) sustine credibilitatea si siguranta produselor pe baza de plante.
Uniformitatea, stabilitatea si reproductibilitatea sunt trasaturile distinctive ale unei formulari de

incredere.

» Uniformitatea asigura distributia constanta a compusilor bioactivi intre loturi, reducand
variabilitatea in dozare si eficacitate.

o Testarea stabilitatii este critica pentru a evalua degradarea fitochimicalelor in timp, in
conditii variate de depozitare (lumind, temperatura, umiditate) si pentru a stabili
declaratii fiabile privind durata de valabilitate (EMA, 2016).

» Reproductibilitatea asigura faptul ca rezultatele observate in productia la scara de
laborator sunt mentinute in procesarea la scara industriala, o provocare frecventa data

fiind complexitatea matricelor vegetale si variabilitatea sezoniera.

Cadrul modern de QA incorporeaza amprentarea cromatografica, analize spectroscopice si
bioanalize pentru a valida identitatea, puritatea si potenta produselor pe baza de plante. in
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plus, respectarea Bunelor Practici de Fabricatie (GMP) si a standardelor farmacopeice

internationale asigura conformitatea reglementara si siguranta consumatorilor.

Procesarea pentru consum sigur reprezinta o etapa pivotala in lantul valoric al resurselor pe
baza de plante, facand legatura intre materialul botanic brut si produsele gata de consum. Prin
integrarea metodelor de detoxifiere, strategiilor avansate de formulare, imbunatatirii
biodisponibilitatii si practicilor solide de asigurare a calitatii, cercetatorii si producatorii pot
proteja atat eficacitatea, cat si siguranta. Procedand astfel, ei abordeaza nu doar obiectivele
nutritionale si terapeutice imediate, ci si imperativele mai ample ale increderii consumatorilor

si conformitatii reglementare.

4.5 Abordari Analitice pentru Siguranta si Eficacitate

Evaluarea sigurantei si eficacitatii resurselor pe baza de plante, fie consumate ca alimente,
suplimente sau preparate terapeutice, depinde critic de metodologii analitice robuste. Aceste
abordari servesc doua scopuri primare: primul, de a asigura ca contaminanti precum metale
grele, reziduuri de pesticide si micotoxine sunt fie absenti, fie in limite sigure; al doilea, de a
cuantifica compusii bioactivi care contribuie la proprietatile nutritionale sau farmacologice ale
produsului. Dincolo de testarea de laborator, rezultatele analitice trebuie de asemenea sa se
alinieze cu cadrele reglementare internationale, care stabilesc praguri de siguranta, definesc

cerinte de etichetare si standardizeaza parametrii de calitate pentru protectia consumatorului.

Detectarea contaminantilor
Metale grele

Contaminarea cu metale grele este o preocupare semnificativa datorita persistentei si
potentialului bioacumulativ. Metale precum plumbul (Pb), cadmiul (Cd), mercurul (Hg) si
arsenul (As) sunt toxice chiar si la concentratii scazute si pot compromite sanatatea umana
prin expunere cronica (Jaishankar et al., 2014). Prezenta lor in produsele pe baza de plante
poate rezulta din poluarea mediului, calitatea apei de irigatie sau contaminarea in timpul

procesarii.

Metodele analitice utilizate Th mod obisnuit pentru detectie includ Spectroscopia de Absorbtie
Atomica (AAS), Spectrometria de Masa cu Plasma Cuplata Inductiv (ICP-MS) si Spectroscopia
de Emisie Optica cu Plasma Cuplata Inductiv (ICP-OES). ICP-MS este adesea considerat
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standardul de aur datorita sensibilitatii ridicate si capacitatii de detectie multi-element,
permitand cuantificarea pana la niveluri de parti pe miliard (ppb) (Sarmanova et al., 2016).

Pesticide

Resursele vegetale cultivate in sisteme agricole intensive sunt predispuse la reziduuri de
pesticide. Evaluarea sigurantei acestor reziduuri necesita conformitatea cu limitele maxime de
reziduuri (MRLs) stabilite de agentii de reglementare precum Autoritatea Europeana pentru
Siguranta Alimentara (EFSA) si Administratia pentru Alimente si Medicamente din SUA (FDA).
Cromatografia de Gaz-Spectrometria de Masa (GC-MS) si Cromatografia Lichida—
Spectrometria de Masa (LC-MS) sunt utilizate pe scara larga pentru analiza multi-reziduu,
permitdnd detectia simultana a sute de molecule de pesticide la niveluri de urme (Fernandes
et al., 2020).

Micotoxine

Micotoxinele, produse de ciuperci precum Aspergillus si Fusarium, se numara printre cei mai
periculosi contaminanti din alimentele si suplimentele pe bazd de plante. Aflatoxinele,
ocratoxina A si fumonisinele sunt deosebit de ingrijoratoare datorita proprietatilor lor
cancerigene, hepatotoxice si nefrotoxice (Eskola et al., 2020). Detectia se bazeaza pe
Cromatografia Lichidd de inaltd Performantd (HPLC) cu detectie fluorescentd sau
spectrometrica de masa, adesea cuplata cu etape de curatare prin imunocaptura. Metodele
rapide de screening precum Kkiturile bazate pe ELISA sunt de asemenea utilizate pentru
monitorizare de rutind, desi necesita metode cromatografice confirmatorii pentru scopuri

reglementare.

Cuantificarea compusilor bioactivi

Siguranta produselor vegetale nu poate fi separata de eficacitate, care depinde de prezenta si
concentratia constituentilor bioactivi. Cuantificarea este prin urmare esentiala pentru a asigura

consistenta produsului, potentialul terapeutic si etichetarea corecta.
Tehnici cromatografice

Cromatografia Lichid& de inaltd Performantd (HPLC) ramane piatra de temelie a analizei
fitochimice datoritd capacitatii sale de a separa, identifica si cuantifica o gama larga de
compusi, de la polifenoli la alcaloizi. Atunci cand este cuplata cu Detectie cu Diode Array (DAD)
sau Spectrometrie de Masa (LC-MS), HPLC ofera amprente moleculare extrem de specifice
ale extractelor vegetale complexe (Cuyckens & Claeys, 2004).
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Cromatografia de Gaz (GC) este deosebit de potrivita pentru compusi volatili precum uleiurile
esentiale si terpenele, adesea cuplata cu detectie prin ionizare in flacara (FID) sau MS.

Teste spectrofotometrice

Desi mai putin specifice decat metodele cromatografice, testele spectrofotometrice raméan
valoroase pentru controlul de calitate de rutina. Exemple includ testul Folin—Ciocalteu pentru
continutul total de fenoli, metoda clorurii de aluminiu pentru flavonoizi si testele DPPH sau
ABTS pentru capacitatea antioxidanta (Singleton et al., 1999). Aceste teste ofera estimari
rapide si rentabile ale bioactivitatii, desi necesita adesea validare impotriva unor tehnici mai

specifice.

Metabolomica

Progresele recente in metabolomica folosind spectroscopia de Rezonata Magnetica Nucleara
(NMR) si LC-MS de inalta rezolutie permit profilarea holistica a metabolomelor vegetale. Astfel
de abordari nu doar cuantifica bioactivele cunoscute, dar si dezvaluie compusi noi, facilitand

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

Conformitate reglementara

Metodele analitice trebuie in cele din urma sa se alinieze cu cadrele reglementare care
guverneaza suplimentele alimentare, medicamentele pe baza de plante si alimentele

functionale.
Standarde de siguranta alimentara

Organizatii precum EFSA, FDA si Comisia Codex Alimentarius stabilesc praguri stricte de
sigurantd pentru contaminanti, incluzand aporturile zilnice admisibile (PDIs) pentru metale
grele, MRLs pentru pesticide si niveluri maxime tolerate pentru micotoxine. Produsele care

depasesc aceste limite sunt considerate nesigure si nu pot intra pe piata.
Reglementari pentru suplimente

Suplimentele alimentare trebuie sa respecte reglementari suplimentare care abordeaza
compozitia, formele de dozare si etichetarea. Uniunea Europeana, de exemplu, solicita
specificatii detaliate ale vitaminelor, mineralelor si extractelor botanice utilizate in suplimente
(Directiva 2002/46/CE). Similar, in Statele Unite, Dietary Supplement Health and Education
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Act (DSHEA, 1994) guverneaza cerintele de etichetare, subliniind ca suplimentele nu pot

pretinde ca diagnosticheaza, trateaza sau vindeca boli fara aprobarea FDA.
Etichetare si transparenta pentru consumatori

Etichetarea precisa, bazata pe date analitice validate, este cruciald pentru siguranta si
increderea consumatorilor. Etichetele trebuie s& specifice identitatea, concentratia si doza
recomandata a ingredientelor active, dezvaluind in acelasi timp alergeni, excipienti si potentiali
contaminanti. Etichetarea incorectd sau adulterarea nu doar fincalcad standardele
reglementare, dar poate reprezenta si riscuri majore pentru sanatate, subliniind importanta
verificarii analitice (Gafner & Bergeron, 2005).

Abordarile analitice servesc drept coloana vertebrala a eforturilor de a asigura siguranta si
eficacitatea resurselor derivate din plante. De la detectia sensibila a contaminantilor precum
metale grele, pesticide si micotoxine pana la cuantificarea precisa a compusilor bioactivi,
aceste metode asigura atéat protectia consumatorilor, cat si fiabilitatea terapeutica. Mai mult,
prin respectarea cadrelor reglementare riguroase si a practicilor transparente de etichetare,
producatorii pot asigura ca produsele lor indeplinesc standardele internationale, reduc riscurile
de contaminare si adulterare si favorizeaza increderea consumatorilor pe pietele globale de
nutraceutice si produse pe baza de plante.

Analytical Approaches for Safety and Efficacy

- Spectrophotometry
- Metabolomics

- Supplement regulations

Figura 4.4 Reprezentare schematica a abordarilor analitice pentru siguranta si eficacitate
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4.6 Abordari Sustenabile si Inovative

Cresterea rapida a cererii pentru produse derivate din plante — variind de la alimente si
suplimente dietetice pana la produse farmaceutice si cosmetice — a intensificat necesitatea
practicilor sustenabile si inovatoare in dezvoltarea si utilizarea acestora. Abordarile traditionale
de aprovizionare si procesare a resurselor vegetale sunt din ce in ce mai recunoscute ca fiind
insuficiente pentru a asigura echilibrul ecologic pe termen lung, siguranta consumatorilor si
utilizarea eficienta a materialelor naturale. In acelasi timp, noile tehnologii remodeleaza modul
in care compusii bioactivi sunt extrasi, conservati si livrati, asigurénd o eficacitate mai mare cu
costuri de mediu reduse. Acest capitol exploreaza abordarile sustenabile si inovatoare in
valorificarea resurselor vegetale, urmate de un rezumat al celor mai importante lectii.

Sustenabilitatea in utilizarea resurselor vegetale

Aprovizionarea responsabila incepe cu selectarea speciilor de plante pe baza amprentei lor
ecologice si a disponibilitatii. Recoltarea excesiva a plantelor medicinale salbatice poate duce
la pierderea biodiversitatii si la periclitarea speciilor, asa cum se observa in declinul anumitor
plante botanice cu cerere ridicata, precum Panax ginseng si Echinacea purpurea (Hamilton,
2004). Cultivarea plantelor medicinale si nutraceutice in conformitate cu bune practici agricole
si de recoltare (GACP) este prin urmare esentiald. Standardele stabilite de Organizatia
Mondiala a Sanatatii subliniaza transparenta in aprovizionare si trasabilitatea pe tot parcursul

lantului de aprovizionare (WHO, 2018).

Minimizarea deseurilor. Industria procesarii plantelor genereaza cantitati substantiale de
produse secundare, precum coji, coaja, tulpini si biomasa epuizata. Acestea sunt adesea
aruncate, desi contin compusi bioactivi valorosi precum polifenoli, fibre si uleiuri esentiale
(Ayala-Zavala et al., 2011). Strategiile de valorizare includ recuperarea metabolitilor secundari
din aceste reziduuri, ceea ce sustine un model de economie circularad si reduce impactul

asupra mediului.

Abordari de economie circulara. Aplicarea principiilor economiei circulare in industriile pe baza
de plante incurajeaza reintegrarea deseurilor in ciclurile de productie. De exemplu, tescovina
de struguri din vinificatie poate fi reprocesata pentru polifenoli antioxidanti, in timp ce deseurile
de coaja de citrice pot fi exploatate pentru recuperarea de pectina si flavonoizi (Reis et al.,
2017). Astfel de abordari contribuie la modele de afaceri sustenabile, reduc dependenta de
aditivii sintetici si maximizeaza valoarea completa a resurselor vegetale.
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Inovatia in dezvoltarea produselor pe baza de plante

Nanotehnologie si sisteme avansate de livrare. Una dintre cele mai semnificative provocari in
utilizarea bioactivelor din plante este biodisponibilitatea lor scazuta, in special a polifenolilor,
carotenoizilor si flavonoizilor. Sistemele de livrare pe baza de nanoparticule, precum liposomi,
nanoemulsii si nanoparticule polimerice, pot imbunatati solubilitatea, proteja bioactivele de
degradare si spori eliberarea controlata (Wong et al., 2019). Astfel de inovatii extind potentialul
clinic al produselor naturale.

Formulare asistata de inteligenta artificiala si perspective bazate pe date. Inteligenta artificiala
(IA) si invatarea automata sunt aplicate din ce in ce mai mult pentru a prezice interactiunile
metabolitelor vegetale, a optimiza formularile si a analiza profilurile de siguranta. Prin
integrarea cunostintelor etnofarmacologice cu modelele computationale, |A poate accelera
identificarea plantelor candidate promitatoare si poate ghida strategiile de formulare cu o
precizie mai mare (Jiang et al., 2020).

Tehnologii verzi de extractie. Metodele traditionale de extractie se bazeaza adesea pe volume
mari de solventi organici, timpi lungi de procesare si consum ridicat de energie. Tehnologiile
inovatoare de extractie verde, incluzand extractia cu CO, supercritic, extractia asistata de
microunde si extractia cu lichide presurizate, ofera o selectivitate mai mare, timpi mai scurti de
procesare si un impact redus asupra mediului (Chemat et al., 2019). Aceste tehnologii nu doar
imbunatatesc eficienta, ci se aliniaza si cu sustenabilitatea si cererea consumatorilor pentru

produse ecologice.

Rezumat si concluzii esentiale
Perspective cheie

e Sustenabilitatea este nenegociabila: aprovizionarea responsabilda, valorizarea
deseurilor si modelele de economie circulara sunt vitale pentru a echilibra protectia

ecologica cu cererea in crestere pentru produse pe baza de plante.

e Inovatia impulsioneaza eficienta: nanotehnologia, formularea bazata pe IA si metodele
verzi de extractie sporesc stabilitatea bioactivelor, biodisponibilitatea si eficacitatea

generala.
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e Integrarea sustenabilitatii si inovatiei: strategiile viitoare ar trebui s& combine practicile
ecologice cu tehnologiile avansate pentru a asigura atat siguranta, cat si increderea

consumatorilor.

e Cadrul reglementar: ghidurile internationale (de exemplu, WHO, EFSA, FDA) joaca un

rol critic in modelarea practicilor sustenabile si asigurarea standardizarii.
De ce conteaza aceste abordari

Metodele sustenabile si inovatoare asigura ca resursele vegetale raman disponibile pentru
generatiile viitoare, oferind in acelasi timp produse sigure, eficiente si de inaltéa calitate
consumatorilor de astazi. Sinergia dintre sustenabilitate si inovatia tehnologica reprezinta

calea de urmat pentru fitomedicina moderna, nutraceutice si alimente functionale.
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