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ADNOTARE
Cojocari Daniela: ,,Actiunea microbiostatica a unor extracte vegetale de compusi fenolici
asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor”,
teza de doctor in stiinte ingineresti, Chisinau, 2024.
Structura tezei: Introducere, 4 capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografia din 236
de titluri, 3 anexe, 130 pagini de text de baza, inclusiv 30 figuri si 35 de tabele. Rezultatele obtinute
sunt publicate in 37 lucrari stiintifice.
Cuvintele-cheie: activitate antimicrobiana, pudre si extracte, fructe de padure, plante aromatice,
compusi biologic activi, antioxidanti, aditivi alimentari.
Scopul cercetarii consta in evaluarea actiunii microbiostatice a pudrelor si extractelor vegetale din
fructe de padure si condimente asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor in
vitro si in vivo, pe diferite categorii de alimente procesate.
Obiectivele cercetarii: Determinarea in vitro a efectului microbiostatic si microbicid la contactul
direct a unor fractii vegetale bogate in compusi fenolici asupra microorganismelor ce cauzeaza
alterarea produselor alimentare; stabilirea in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale
bogate in compusi fenolici pe matrici de produse din carne si mezeluri; stabilirea in situ a efectului
microbiostatic a unor fractii vegetale bogate in compusi fenolici pe diferite matrici de produse
lactate; caracterizarea compozitiei compusilor bioactivi si a proprietatilor lor antioxidante; analiza
proprietatilor fizico-chimice, senzoriale si morfologice ale cremei de branza cu extract incapsulat.
Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data, pe baza unui studiu amplu, a fost
evaluata actiunea antimicrobiana a extractelor vegetale bogate in polifenoli asupra tulpinelor de
referinta. S-a determinat efectul microbiostatic si microbiocid al acestor extracte in situ, pe diverse
matrice alimentare. Au fost estimate compozitia, activitatea antioxidand si mecanismele posibile
de actiune a extractelor.
Problema stiintifica solutionata: A fost testata activitatea antimicrobiand a unor extracte vegetale
asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor in vitro. Au fost estimata actiunea
antioxidanta a extractelor vegetale. Acest fapt contribuie la elaborarea unor strategii antiinfectioase
alternative, in scop de a diminua utilizarea aditivilor sintetici si dezvoltarea rezistentei la
antimicrobiene.
Semnificatia teoretica: Au fost acumulate informatii despre activitatea unor preparate (extracte,
pudre) vegetale asupra tulpinilor de referinta. A fost determinat efectul microbiostatic pe diverse
matrice alimentare. Au fost adunate date despre influenta acestor extracte asupra prelungirei fazei
lag in dezvoltarea bacteriilor.
Valoarea aplicativa: A fost propus si realizat procedeul de fabricare a inghetatei in baza céruia s-
a obtinut un brevet de inventie.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Conform actului de implementare din 3 septembrie 2021,
la intreprinderea SRL Mellang&Compani au fost fabricate 4 loturi experimentale de inghetata cu
pudre si cu extracte de aronia, paducel, maces si catind in cantitate de 100 kg fiecare. Rezultatele
tesarilor microbiologice au servit pentru elaborarea monografiei colective ,, Analiza riscurilor
asociate alimentatiei in Republica Moldova”, recomandata de catre Senatul UTM specialistilor
din domeniul sigurantei alimentelor, pentru studentii ciclului Il (Masterat) si 111 (Doctorat).



AHHOTALUA

Januena Koxokapb: « MUKpoOocTaTH4YecKoe JeiicTBHE HEKOTOPBIX PACTUTEILHBIX IKCTPAKTOB
(peHOJILHBIX COeIMHEHUI HA MUKPOOPTAHH3MbI, BbI3bIBAIOIIHE MOPYY MUIIEBBIX MPOIYKTOB »,
KAHIMIATCKAS TUCCEPTAIMA 110 TeXHUYeCKNM Haykam, Kunmnes, 2024.

CTpyKTypa IuccepTaluu: BBEICHNE, 4 TTIaBbl, OOIINE BBHIBOIBI M peKOMeHaImu, ondmorpadus u3 236
HanMeHOBaHHH, 3 niprioxenus, 130 cTpaHuil OCHOBHOTO TeKCTa, B TOM urciie 30 pUCyHKOB M 35 TaOJHIL.

[TosryueHHble pe3yIbTaThl OITyOIMKOBAHbI B 37 HAyYHBIX CTATbSIX.

KiroueBble ¢j10Ba: aHTUMHKPOOHAs AaKTUBHOCTb, IATONCHHBIE MHKPOOPIaHM3MBI, PACTUTEIBHBIC
TIOPOILIKHU ¥ KCTPAKTHI, OMOJIOTMYECKH AKTUBHBIE COSTMHEHNS, aHTHOKCHIAHTBI, TUILEBHIE JOOABKH.
Lles1b Mcc/1e10BaHMsI - OLICHUTh MUKPOOMOCTATHYECKOE JAEHCTBHE OPOILIKOB U PACTUTENBHBIX SKCTPAKTOB
U3 SO/ M CIICIMI Ha MUKPOOPTaHM3MBbI, BRI3BIBAOIIIME TIOPYY IMHIIEBBIX MPOMIYKTOB IN VIitro u in Situ Ha
PA3IMYHBIX KaTEerOpHsIX MepepadOTaHHBIX MUILIEBBIX POYKTOB.

3aauun NCCIeI0BAHNS: ONpeiesieHHe IN Vitrd MUKpPOOHOCTATHYECKOrO M MUKPOOHILIATHOTO JICHCTBHS IPU
OpsIMOM ~ KOHTaKTe HEKOTOPBIX (DpaKimii pacTeHuil, OorarbiX (HEHONBHBIMH COSMHEHUSIMH, Ha
MUKpPOOPraHM3Mbl,  BbI3BIBAIOIME  IOpYY  IHMIIEBBIX  MHPOIYKTOB,  YCTaHOBJIGHHWE N Situ
MHKPOOHOCTAaTHYECKOTO  JICWCTBUSI HEKOTOPBIX PACTHTENBHBIX (PpaKiuid, OoraTbix (HeHOIBHBIMH
COC/IMHCHHSIMHM, HAa Pa3IMYHbIC MATPHIbI MSCHBIX M KOJOACHBIX W3/IC/HNIA;, YCTAaHOBIICHHE IN Situ
MHKPOOHOCTaTHYECKOr0 JISHCTBHS HEKOTOPBIX (Dpakiuii pacTeHHid, 0oraTbix (heHOIbHBIMHI COETUHEHUSMH,
Ha pa3IM4HbIe MATpUIIbl MOJIOYHBIX MPOIYKTOB; XapaKTEPHCTHKA COCTaBa OMOJIOTMYECKH AKTUBHBIX
COEIMHEHUI M MX AHTMOKCHIAHTHBIX CBOICTB; aHAIN3 (PU3MKO-XUMHUYECKUX, OPraHOJICITUYECKUX M
MOP(OIOrHUECKUX CBOMCTB CIIMBOYHOIO ChIPA C KAIICYJIMPOBAHHBIM SKCTPAKTOM Oa3UiIvKa.

HayyHasi HOBM3HA M OPHUIMHAJILHOCTB: BIIEPBBIC HA OCHOBE OOIIMPHOTO WICCIIEIOBAHHS OIICHEHO
AQHTUMHUKPOOHOE JICWCTBUE PACTHTENBHBIX HSKCTPAKTOB Ha ATAJOHHBIE IITaMMBl MHKPOOPTaHH3MOB.
MuKpoOHOCTaTHYeCKOE M MUKPOOHOIMTHOE JICHCTBHE ITHX SKCTPAKTOB OBLIO OMpesiesieHo iNn Situ Ha
Pa3MYHBIX THIIEBBIX MarpuiiaXx. OIEHEHBl COCTaB, AHTHOKCHIIAHTHAs AKTHBHOCTH W BO3MOXKHBIC
MEXaHM3MBbI JIEHCTBHS SKCTPAKTOB.

Pemienne HayuHo¥ 3agaum: bbuia nccnenoBaHa aHTUMUKPOOHAsT aKTHBHOCTh HEKOTOPBIX PACTUTENBHBIX
SKCTPAKTOB B OTHOLIEHMHM MHKPOOPTaHW3MOB, OTBETCTBEHHBIX 3a MOpYY IMMILEBBIX MPOIYKTOB In Vitro.
BBUIO OLIEHEHO AHTHMOKCHIAHTHOE NEHCTBHE PACTUTENBHBIX SKCTPAKTOB. IJTOT (DakT CHOCOOCTBYET
pa3paboTKe aNTBTePHATHBHBIX MPOTUBOMH(EKIIMOHHBIX CTPATETHH C TENIBI0 COKPAIIICHHS HCTTONMB30BAHHS
CHHTETHYECKUX JI00aBOK U PA3BUTHSI YCTONUYMBOCTH K IPOTUBOMUKPOOHBIM TpEnapaTam.

Teoperuueckasi 3HAYMMOCTB: coOpaHa MHPOPMAITHS O ACHCTBAM HEKOTOPBIX PACTUTEIBHBIX MPETIapaToB
(PKCTPaKTOB, MOPOIIIKOB) HA ATAJIOHHBIE IIITAMMBI MUKPOOPTaHN3MOB. OTpeieNieHo MUKPOOHOCTATIIECKOE
JICICTBHE HA PA3JIMUHBIC TIHIIEBbIC MATPHUIIBL. BBUTH COOpaHbI JaHHBIE O BIMSIHAM 3THX 3KCTPAKTOB Ha
npoJyIeHue Jar-(haszbl pocta GaKTepuil.

IIpakTHyeckasi LEHHOCTb: TPEJIOKEH M PeaM30BaH IPOLECC MPOU3BOJCTBA MOpPOKEHOTo, Ha
OCHOBAHMH KOTOPOTO TOTy4eH MaTeHT Ha H300peTeHHE.

BHe/ipeHne HayYHBIX Pe3yJIbTATOB: COITIACHO aKTy BHEIPEHHs OT 3 ceHTs10pst 2021 rozia Ha peAnpUsITHI
SRL Mellang&Compani U3roToBieHO 4 OMBITHBIE MAPTHHA MOPOKEHOTO C MOPOILIKAMU M SKCTPAKTaMU
YEPHOIUTOIHOM PSIOMHBI, OOSIPBIIITHIKA, IIMITOBHIKA 1 001ervxy B kommuecTBe 100 KT kakiast. Pesybrarel
MHKPOOHOJIOTMYECKUX HUCCIIE/IOBaHMI ObLUTH HCIOIb30BaHbI IPU pa3paboTKe KOJUIEKTUBHOW MOHOTpapui
«AHanu3z puckos, ceés3aHHbIX ¢ nuwesbimu npooykmamu 8 Pecnyonuxe Monoosay, peKOMEHIOBAHHON
Cenarom OTM crienmanuctam B 06macTu 6€30MaCHOCTH MHIIEBBIX MPOAYKTOB U ISl CTYJCHTOB IIUKJIOB

IT (Maructparypa) u Il (mokTopantypa).



ANNOTATION
Cojocari Daniela: ™ The microbiostatic action of some plant extracts of phenolic

compounds on the microorganisms responsible for food spoilage **, doctoral thesis in
engineering sciences, Chisinau, 2024.

Thesis structure: Introduction, 4 chapters, general conclusions and recommendations,
bibliography of 236 titles, 3 annexes, 130 pages of main text, including 30 figures and 35 tables.
The obtained results are published in 38 scientific papers.

Keywords: antimicrobial activity, pathogenic microorganisms, powders and plant extracts,

biologically active compounds, antioxidants, food additives.

The research aims to evaluate the microbiostatic action of powders and plant extracts from berries
and spices on microorganisms responsible for food spoilage in vitro and in situ, on different
categories of processed foods.

Research objectives: In vitro determination of the microbiostatic and microbicidal effect upon
direct contact of plant fractions rich in phenolic compounds on microorganisms causing food
product spoilage; in situ determination of the microbiostatic effect of plant fractions rich in
phenolic compounds on different matrices of meat and meat products; in situ determination of the
microbiostatic effect of plant fractions rich in phenolic compounds on different matrices of dairy
products; characterization of the composition of bioactive compounds and their antioxidant
properties; analysis of the physico-chemical, sensory, and morphological properties of cream
cheese with encapsulated basil extract.

Scientific novelty and originality: For the first time, based on an extensive study, the
antimicrobial action of plant extracts on reference strains was evaluated. The microbiostatic and
microbicidal effect of these extracts on diverse food matrices was determined in situ. The
composition, antioxidant activity, and possible mechanisms of action of the extracts were
estimated.

Solved scientific problem: The antimicrobial activity of plant extracts on microorganisms
responsible for food spoilage was tested in vitro. The antioxidant action of plant extracts was
estimated. This contributes to the development of alternative anti-infective strategies to reduce the
use of synthetic additives and the development of antimicrobial resistance.

Theoretical significance: Information on the activity of plant preparations (extracts, powders) on
reference strains was accumulated. The microbiostatic effect on diverse food matrices was
determined. Data on the influence of these extracts on prolonging the lag phase in bacterial
development were collected.

Applicative value: The process of manufacturing ice cream was proposed and implemented,
leading to a patent.

Implementation of scientific results: According to the implementation act of September 3, 2021,
at the Mellang&Compani LLC enterprise, 4 experimental batches of ice cream were manufactured
with powders and extracts of aronia, hawthorn, rosehip, and sea buckthorn, each in a quantity of
100 kg. The results of microbiological tests were used to develop the collective monograph
"Analysis of risks associated with nutrition in the Republic of Moldova,” recommended by the
TUM Senate to specialists in the field of food safety and for Master's and Doctoral students.
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Mecanisme de rezistenta a bacteriilor la antibiotic

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

Actiunea diferitor soiuri de catina asupra bacteriilor Gram pozitive si Gram negative
Actiunea preparatelor (pulberilor) din catina (5-C6); (6-R1); (7-AGA); (8-R4):
a) S. sonnei, b) S. aureus

Actiunea pulberilor din catina (5-C6); (6-R1); (7-AGA); (8-R4): a) P. aeruginosa; b)
B. cereuss

Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de cétind asupra microorganismelor patogene S. aureus

Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene B. subtilis

Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene E. coli.

Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene S. Typhymurium si S.
Enteritidis

Activitatea pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC 19118: a) citina; b)
paducel; c) macese.

Efectul extractelor vegetale asupra L. monocyrtogenes EGDe: a) extract concentrat 1,
b) catina 2, c) extract de paducel, d) extract de macese.

Determinarea CMI si CMB a preparatelor vegetale asupra bacteriilor patogene
Activitatea antibacteriana a extractelor asupra B. cereus si C. albicans: 1) busuioc, 2)
rozmarin, 3) cimbru.

Concentratia minima inhibitorie a extractelor vegetale pentru L. monocytogenes
EGDe a) macese, b) catina

Concentratia minima inhibitorie a extractelor vegetale pentru L. monocytogenes EGDe
a) aronia, b) tescovina de struguri

Activitatea antioxidanta a extractului de tescovina de struguri (soiul B-1): a) extract
pur; b) raport 1:2.

Activitatea antioxidanta a extractului de catina alba (soiul RH-4): a) extract pur; b)
raport 1:2; c) raport 1:4

Mecanisme responsabile pentru proprietatile antioxidante ale polifenolilor
Crenvursti cu diferite adaosuri vegetale

Colonii de S. aureus ATCC 25923 dezvoltate din probele de crenvursti testate dupa
24 ore: a) proba martor; b) proba cu paducel.

Colonii de Klebsiella pneumoniae dezvoltate din probele de crenvursti testate dupa 96«
a) proba martor; b) proba cu paducel.

Faza Lag si Faza Exponentiald a tulpinelor patogene in probele de crenvursti;
(perioada de testare 96 h) a) S. aureus ATCC 25923; b) S. Abony ATCC 6017; c) K.
pneumoniae ATCC 13883; d) E. coli ATCC 25922

Cresterea tulpinelor de S. aureus ATCC 25923 in probele de crenvursti: a) proba
martor; b) proba cu cimbru.

Cresterea tulpinilor de S. Abony si S. aureus in probele de crenvursti: a) proba cu
busuioc, martor; b) proba cu tarhon.

Efectul pulberilor incorporate in crema de branza asupra S. aureus: a) proba S1 -
maces, martor; b) proba S12 — martor, paducel).

Efectul pulberilor incorporate in crema de branza asupra E. coli

Micrografii MES ale probei de extract de busuioc microincapsulat

Spectrele FT-IR ale alginatului de sodiu (Alg), extractului de busuioc (BE) si
extractului de busuioc microincapsulat (MBE)

Efectul pulberilor incorporate in inghetata asupra S. aureus: a) proba martor;

b) proba 11

Efectul pulberilor incorporate in inghetata asupra S. Abony: a) proba martor;
b) proba 11

31
69
72
74
75
76
76
7

77

80

82

84
87

89

100
107
109
109

111

116
116
119
120
121
122

133

134



Alg

BE
BGN
BRA
CDC
CDDEP

CLSI

CMI
CMB
DDD
DPPH

ECDC

EFSA
ESKAPE

FTIR
Gl
GRA
MBE
MDR
MRSA
M/o
NGMAFA
PA
PDR
RAM
STEC
TIA
UFC
XDR

ABREVIERI

Alginat de sodiu

Extract de busuioc

Bacterii Gram negative

Bacterii rezistente la antibiotic

eng. Centres of Disease Control

eng. The Center for Disease Dynamics, Economics & Policy
eng. Clinical&Laboratory Standards Institute/Institutul pentru Standarde
Clinice si de Laborator

Concentratia minima inhibitoare

Concentratia minima bactericida

Doze zilnice definite

2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl

eng. European Centres of Disease Control/Centrul European pentru
Prevenirea si Controlul Bolilor

eng. European Food Safety Authority/Autoritatea Europeana pentru
Siguranta Alimentara

Enterecoccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa si Enterobacter
Spectrometrie in infrarosu cu transformata Fourier
Gastro-intestinala

Gene de rezistenta la antimicrobiene

Busuioc microincapsulat

Tulpini multirezistente

Meticilin rezistent S. aureus

Microorganism

Numarul total de germeni mezofili aerobi si facultativ anaerobi
Preparate antimicrobiene

Tulpini pan-rezistente

Rezistenta la antimicrobiene

E. coli toxin Shiga producatoare

Toxiinfectii alimentare

Unitati formatoare de colonii

Tulpini cu rezistenta extinsa

10



INTRODUCERE

Calitatea vietii si sanatatea este 0 componenta importanta a preocuparilor in sfera politicii,
comertului si securitatii. Sanatatea ia in considerare bunastarea fizica, mentala si sociala.
Integritatea mediului, sanatatea comunitatii, sandtatea comportamentala, economia sanatatii,
politica publica, sanatatea mintala si securitatea ocupationala, problemele de gen in domeniul
sanatatii, sandtatea sexuala si reproductiva prezinta corelatii importante. Bolile pot fi generate de
produse alimentare, de alimente tot mai sofisticate si raspandite la nivel international, care risca
sa fie contaminate cu microbi patogeni, substante chimice sau toxine, comertul cu astfel de produse
amplifica riscul imbolnavirilor. Datorita ritmului rapid de viata si a industriilor orientate spre
profit, care minimizeaza costurile de productie si de distributie prin utilizarea de conservanti,
aditivi, antibiotice si hormoni, consumul de alimente fast-food si mese rapide, sanatatea este
adesea grav afectata, iar imunitatea generala a populatiei este mult mai slabita.

Bolile transmise prin alimente sunt maladii frecvente, costisitoare, uneori periculoase
pentru viata - dar in mare parte prevenibile si constitue o problema de sanatate publica (FDA,
2024). Multi agenti cauzali care provoaca maladii prin contaminarea alimentelor, cauzand
intoxicatii alimentare. Cercetatorii au identificat peste 250 de boli transmise prin alimente. Cele
mai multe dintre ele sunt infectii, cauzate de o varietate de bacterii, virusuri si paraziti. Centrul
pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (CDC) in anul 2021 estimeaza cad in fiecare an 48 de
milioane de oameni se imbolnavesc de 0 boala transmisa prin alimente, 128000 sunt spitalizati si
3000 mor (CDC, 2021; WHO, 2021)

Alimentatia este necesitatea de baza a organismului uman si satisfacerea acesteia adesea
cauzeaza probleme. Maladiile alimentare provoaca o morbiditate semnificativa, in pofida
progreselor tehnologice de procesare a alimentelor si a medicinei avansate. Bolile transmise prin
alimente sunt o problema atat in tarile dezvoltate, cat si in cele in curs de dezvoltare, suprasolicita
sistemele de sanatate, afecteaza grav sugarii, copiii mici, batranii si bolnavii, creeaza un cerc vicios
de diaree si malnutritie, afecteaza economia si dezvoltarea nationald, precum si comertul
international. Raportul din 2019 al Bancii Mondiale privind povara economica a bolilor de origine
alimentara a indicat ca pierderea totala de productivitate asociata cu bolile de origine alimentara
in tarile cu venituri mici si medii a fost estimata la 95, 2 miliarde USD pe an, iar costul anual al
tratarii bolilor de origine alimentara este estimat la 15 miliarde USD (WHO, 2015).

Rezistenta la antibiotice apare atunci cand bacteriile se modificd intr-un mod care
impiedica activitatea antibioticelor. Rezistenta la antimicrobiene (RAM) s-a dezvoltat ca una
dintre principalele amenintari urgente la adresa sanatatii publice, cauzand probleme serioase

pentru prevenirea si tratamentul cu succes a bolilor persistente. In pofida diferitelor actiuni
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intreprinse, n ultimele decenii pentru a aborda aceasta problema, tendintele RAM la nivel mondial
nu arata semne de scadere. Rezistenta la antimicrobiene este consideratdi 0 amenintare
semnificativa pentru sistemele de sanatate publica nu doar in tarile in curs de dezvoltare, ci si in
intreaga lume. Faptul ca bolile infectioase nu mai pot fi tratate cu antibiotice descrie un viitor
necunoscut in domeniul sanatatii. Infectia cu bacterii RAM duce la imbolnaviri grave si internari
prelungite in spital, cresteri ale costurilor de asistentd medicala, costuri mai mari pentru
medicamentele de linia a doua si esecuri ale tratamentului (Porooshat, 2019).

Utilizarea 1n agricultura a antibioticelor este un alt contributor proeminent la rezistenta
antimicrobiana la om. In Statele Unite, aproximativ 80 % din antibioticele vandute sunt introduse
in alimentele pe care le consuma animalele (Mohr, 2016). In 2010, 63200 de tone de antibiotice
au fost utilizate in productia de animale din intreaga lume, ceea ce este semnificativ mai mult decat
consumul uman. Pe 1anga utilizarea antibioticelor pentru tratarea animalelor bolnave, antibioticele
sunt adaugate in mare masura la hrana animalelor sanatoase si apa potabild pentru a preveni
imbolnavirile in randul animalelor, pentru a mentine nivelul subterapeutic cu scop de a creste
eficienta hranei. Expertii estimeaza ca in absenta unei solutii de tratare a infectiilor rezistente la
antimicrobiene, aproximativ 300 de milioane de ocameni vor muri prematur in urmatorii 35 de ani,
iar pierderile economice globale vor creste la 100 de trilioane de dolari (Porooshat, 2019).

Rezistenta la antibiotice trebuie vazuta prin prisma ,,One Health”. Abordarea oricarei
probleme dintr-o perspectiva One Health necesitd analiza interactiunilor populatiei, animalelor
domestice, faunei salbatice, plantelor si mediului nostru. One Health este efortul de colaborare al
mai multor profesii din domeniul sanatatii pentru a obtine 0 sanatate optima pentru oameni,
animale domestice, animale salbatice, plante si mediul nostru. Rezistenta antimicrobiana este o
problema ecologica, care se caracterizeaza prin interactiuni complexe, implicand diverse populatii
microbiene ce afecteaza sanatatea oamenilor, a animalelor si a mediului. Este logic sa abordam
problema rezistentei luand in considerare aceasta complexitate si natura ecologica, folosind o
abordare coordonata, multisectoriala, cum ar fi One Health (McEwen et al., 2018).

Pe masura ce ne confruntam tot mai mult cu problema rezistenta microorganismelor la
antibiotice, devine evident ca doar o abordare naturista, care ar conduce la diminuarea consumului
de aditivi de sinteza ar putea ameliora situatia. Utilizarea extractelor de plante pentru diminuarea
riscurilor microbiologice asociate alimentelor ar fi 0 solutie promititoare pentru sanatatea
populatiei. Microorganismele patogene producatoare de toxine, care cauzeaza alterarea produselor
se gasesc in mod natural in mediu si pot fi transferate in produsele alimentare. Conservantii chimici
pentru alimente sunt utilizati pe scara larga de industria alimentara pentru a preveni sau a intarzia

eficient deteriorarea alimentelor. Cu toate acestea, utilizarea acestor substante chimice poate
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provoca efecte adverse pe termen lung, cum ar fi alergii si cancer, dereglari metabolice. Aceste
efecte adverse justifica cercetarea continua pentru a gasi conservanti alimentari GRAS
(recunoscuti in general drept siguri) (Attarianshandiz, 2022).

Alimentele sunt un vehiculul ideal pentru dispersia agentilor nocivi care pot provoca boli
alimentare ce pun viata in pericol. Exista peste 80000 de substante chimice si sute de agenti
patogeni biologici naturali, toxine, metale grele, paraziti care pot provoca boli grave. Alimentele
si produsele alimentare sunt usor accesibile contaminarii in mai multe puncte ale oricarui proces
de fabricatie, in timp ce sunt usor distribuite pe distante mari, ceea ce duce la 0 mare ingrijorare
pentru impactul pe scara larga al bolilor transmise prin alimente. Condimentele si legumele
aromate, fructele de padure au fost de multa vreme folosite in alimente nu numai pentru calitatile
lor aromatice si parfumate dar si pentru proprietatile lor de-a preveni deteriorarea alimentelor si a
prelungi durata de valabilitate a alimentelor (Cetin-Karaca, 2014).

Activitate antibacteriena, antifungica, antivirald si proprietatile antioxidante ale acestor
compusilor bioactive din plante au fost obiectul cercetarilor antiinfectioase de multi ani. Aceste
activitati au sugerat ca compusii fenolici pot fi utilizati ca agenti chimioterapeutici, agenti de
conservare ale alimentelor si dezinfectanti (Cetin-Karaca, 2011; Jouda, 2013; Attarianshandiz,
2022). Totusi, utilizarea lor ca aditivi naturali in industria alimentard ramane a fi sub nivelul
asteptarilor, cauza principala fiind de ordin economic — costul mai redus si accesibilitatea aditivilor
de sinteza. Insa preocuparile tot mai frecvente ale populatiei legate de sinitate impun o cautare
intensiva a alternativelor naturale, care ar putea fi utilizate ca substituenti pentru antimicrobienele
si conservantii sintetici, pentru inhibarea partiala sau completa a bacteriilor (Cetin-Karaca, 2011).
In acest context, creste si cererea de produse ecologice, ceea ce, finalmente, va solicita industria
alimentara sa diminueze consumul de aditivi sintetici in favoarea solutiilor naturiste.

Motivatia alegerii subiectului. Produsele alimentare sunt obtinute astazi cu ajutorul celor
mai noi procedee. Supraproductia si oferta foarte variata 1i obliga pe producatori sa faca tot ceea
ce este posibil pentru ca alimentul lor sa aiba succes. Astfel, produsele sunt conservate pe perioade
lungi, se introduc coloranti mai atractivi, vitamine produse pe cale artificiala etc. Conservantii,
aromele, colorantii - intr-un cuvant aditivii sunt astazi utilizati pe larg in industria alimentara.
Disponibilitatea antibioticelor pentru tratarea bolilor infectioase a imbunatatit semnificativ
sanatatea si speranta de viata a oamenilor, precum si sanatatea si bunastarea animalelor. Cu toate
acestea, utilizarea antibioticelor a generat microorganisme rezistente la antimicrobiene. Rezistenta
antimicrobiana este 0 problema la nivel mondial atat pentru sanatatea umana, cat si pentru cea
animala. Alimentele pot actiona ca un vector pentru transferul bacteriilor rezistente la

antimicrobiene si al genelor de rezistenta la antimicrobiene la oameni. Tot mai frecvent se cauta
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alternative de substituire a conservantilor sintetici. Astfel, directia cercetatorilor privind elaborarea
produselor alimentare cu componente bioactive si ingrediente functionale naturale este deosebit
de actuald. Cresterea rezistentei microorganismelor la substantele chimice si medicamentele
conventionale prezintd 0 problema serioasa si evidentda la nivel mondial. Plantele si derivatii
acestora contin 0 mare varietate de metaboliti secundari care pot inhiba sau incetini cresterea
bacteriilor, drojdiilor si mucegaiurilor. Screening-ul si identificarea unor substante naturale cu
proprietati antimicrobiene poate sta la baza substituirii aditivilor sintetici.

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

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

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

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

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

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

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

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

Sinteza metodologiei de cercetare stiintifica si justificarea metodelor de cercetare
aplicate. Studiul a fost realizat in cadrul Departamentului Medicina Preventiva, Disciplina de
microbiologie si imunologie, Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,,Nicolae
Testemitanu”; a Departamentelor Tehnologia Produselor Alimentare si Oenologie si Chimie,
Facultatea Tehnologia Alimentelor, Universitatea Tehnica a Moldovei. O parte din cercetari au

fost efectuate si in institutii internationale: Universitatea Dunarea de jos, Galati, Romania;
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Institutul de Plante si Stiinte a Mediului Nitra, Institutul de Horticultura; Centrul de Cercetare
AgoBioTech, Nitra, Slovacia (Institute of plants and environmental sciences Nitra Institute of
Horticulture, Faculty of Horticulture and Landscape Engineering and Agrobiology, Research
Centre AgoBioTech).

Drept suport metodologic al tezei au servit cercetarile realizate in cadrul proiectelor
stiintifice:

16.80013.5107.22/Ro - Substituirea aditivilor alimentari sintetici cu componenti bioactivi
extragi din resurse naturale regenerabile, Proiect din cadrul Programului de cooperare stiintifica si
tehnologica Republica Moldova — Romania, 2016-2018.

18.51.07.01A/PS - Proiect de Stat Diminuarea contamindrii materiei prime si produselor
alimentare cu microorganisme patogene, 2018-2019.

20.80009.5107.09 - Proiect de Stat Ameliorarea calitatii si sigurantei produselor
alimentare prin biotehnologie si inginerie alimentara, 2020-2023.

Proiectul SER-ECO-2023 - Valorisation de composes bioactifs issus de déchets agro-
industriels par encapsulation lyposomale, 2023-2024.

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

Noutatea si originalitatea stiinfifica a rezultatelor obtinute si valoarea aplicativa a
lucrarii. Studiul s-a axat pe aprecierea activitatii antibacteriene a pudrelor si extractelor vegetale
autohtone. A fost identificat spectrul de actiune al acestor preparate asupra tulpinelor de referinta,
preponderent responsabile de alterarea alimentelor. In premiera s-a evaluat efectul microbiostatic
si microbiocid a fractiilor vegetale incorporate in matrici alimentare. In baza rezultatelor cercetarii
a fost obtinut 1 brevet de inventie — ,,Procedeu de fabricare a inghetatei”.

Valorile potentialului antimicrobian si antioxidant ale preparatelor vegetale luate in studiu
sugereaza necesitatea continuarii cercetdrilor in vederea elaborarii unor strategii antiinfectioase

alternative si utilizarea produselor naturale ca aditivi alimentari.
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Rezultatele cercetarii completeaza studiile anterioare privind efectul antimicrobian al
preparatelor biologice asupra tulpinilor de referinta. Activitatea antibacteriena a unor preparate
biologice si a actiunii antioxidante a extractelor si pudrelor vegetale stabilite in lucrare prezinta
dovezi, care pot fi utilizate pentru obtinerea de agenti terapeutici antimicrobieni noi, lipsiti de
efecte adverse majore.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele cercetarii acumulate in cadrul tezei au fost
prezentate si discutate la foruri stiintifice nationale si internationale:

Conferintele Studentilor, Masteranzilor si Doctoranzilor, UTM, Chisinau (2019 - 2021);
Conferinta Internationald ,,Modern Technologies in the Food Industry”, Chisindu (2018);
Conferinta Internationala ,,Achievements and perspectives of modern chemistry dedicated to the
60th anniversary from the foundation of the Institute of Chemistry”, Chisinau (2019); Conferinta
Internationala ,,The days of the Academy of Technical Sciences from Romania - XIV edition”,
Chisinau (2019); Conferinta stiintifica internationald, ,,Perspectivele si Problemele Integrarii in
Spatiul European al Cercetarii si Educatiei”, Editia a VIII-a, Cahul (2021); Conferinta
Internationald ,,International Conference Intelligent valorisation of agro-industrial wastes”,
Chisindu (2021); Conferinta Internationald ,, The 7" International Conference Ecological &
Environmental Chemistry”, Chisinau (2022), Conferinta nationald cu participare internationalad
»Abordarea O singurd sdndtate — realizari si provocari “Editia” a Il-a, Chisindu, Republica
Moldova (2023); Simpozionul International ,,Euro-Aliment”, Galati (2019); Simpozionul
International ,,Euro-Aliment”, Galati, Romania (2021); Conferinta Internationald ,\Works of the
International Conference on Carotenoid Research and Applications in Agro-Food and Health”,
Cyprus (2019); Conferinta Internationala ,, The 16" International Conference of Constructive
Design and Technological Optimization in Machine Building Field, OPROTEH 2021; Conferinta
Internationala ,,Aspecte moderne ale conservarii sanatatii umane, Procesele celei de-a Conferinta
15-a stiintificd si practicd interdisciplinard internationald, a 30-a aniversare de la infiintarea
Institutului de Cercetare in Fitoterapie al Universitatii Medicale de Stat”, Ujhorod, Ukraina (2022).

Saloane nationale si internationale de inventii: Expozitia europeana de creativitate si
inovatie ,,Euroinvent-2021”, Tasi (2021); The10" International Symposium. Food connects people
and shares science in a resilient world. Galati, Romania (2021).

Rezultatele cercetarii si problemele abordate au fost publicate in urmatoarele lucrari
stiintifice: 1 capitol in monografia colectiva ,,Analiza riscurilor asociate alimentatiei in Republica
Moldova”; 7 articole in reviste indexate in baze de date Web of Sciece si SCOPUS; 2 articole in

reviste stiintifice din strainatate recunsocute, indexate BDI; 6 articole in reviste stiintifice din
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Registrul National al revistelor de profil (B+), 20 rezumate ale lucrarilor publicate in culegeri de
lucrari ale conferintelor internationale (16) si nationale (4); 1 brevet de inventie si un ghid metodic.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este expusa in limba romana, pe 130 pagini
tehnoredactate la computer. Teza este structurata in conformitate cu rigorile de intocmire a tezelor
de doctor. Teza consta din foaia de titlu, dreptul de autor, cuprins, adnotare in limbile romana,
engleza si rusa, introducere, 4 capitole, concluzii generale, recomandari si bibliografia cu 236 de
referinte, 3 anexe, declaratia privind asumarea raspunderii si CV-ul autorului. Materialul ilustrativ
include 35 de tabele, 30 de figuri.

in ,,introducere” sunt etalate actualitatea si importanta stiintifico-practica a subiectului
abordat, motivatia alegerii subiectului de cercetare, scopul si obiectivele cercetarii, noutatea si
semnificatia teoreticd, valoarea aplicativd, problema stiintifici solutionatd, aprobarea si
implementarea rezultatelor stiintifice obtinute si sumarul capitolelor tezei.

Capitolul 1 ,,Compusi biologici cu actiune antimicrobiand — sursa promitdtoare pentru
diminuarea contaminarii alimentelor si reducerea rezistensei microorganismelor la antibiotice”
contine date actuale, culese din literatura de specialitate, cu referire la antimicrobiene naturale,
aspecte generale si mecanisme de actiune, importanta utilizarii lor ca aditivi alimentari. Capitolul
reflectd problema maladiilor transmise prin alimente si agentii etiologici responsabili de alterarea
alimentelor. Este analizata informatia actuala privind situatia epidemiologica la nivel national si
international, legata de utilizarea excesivi a aditivilor sintetici si rezistenta la antibiotice. In
compartament sunt relatate cauzele aparitiei crizei rezistentei la antimicrobiene si utilizarea
excesiva a antibioticelor in medicina umand, in sectorul veterinar, agriculturd si in industria
alimentara. Este specificatd importanta alimentelor ca vehicol de raspindire a bacteriilor rezistente
la antibiotice. Este subliniatd complexitatea compusilor microbieni de origine vegetala si sunt
reflectate rezultatele cercetarilor, care elucideaza aspecte legate de actiunea antimicrobianda a
fenolilor, alcaloizilor, compusilor organici, antocianilor, terpenoidelor din plante. Se pune accent
pe utilizarea produselor naturale in industria alimentara. Capitolul se incheie cu 9 concluzii la
subiectele ce persistd in domeniul de interes al studiului propus.

Capitolul 2 ,,Materiale si metode” contine descrierea ampla a metodelor de cercetare si
obiectelor de studiu, care au fost utilizate pentru realizarea prezentei lucriri de doctorat. In calitate
de obiecte de studiu in vitro au fost utilizate tulpini de referintd Gram pozitive si Gram negative.
In capitol sunt expuse metodologia cercetirii, metodele de cercetare (bibliografico-analitice,
microbiologice, fizico-chimice) si metodele statistice de prelucrare a datelor obtinute. Capitolul

contine descrierea metodelor de cercetare utilizate. Obiectele de studiu si metodologia utilizata au
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permis de a determina activitatea antimicrobianid a preparatelor vegetale. In urma analizei
metodelor de cercetare au fost formulate concluzii.

Capitolul 3 ,,Efectul antimicrobian al preparatelor de origine naturald” prezinta
rezultatele determinarii actiunii antimicrobiene a extractelor si pudrelor vegetale la contactul direct
cu microorganismele patogene. Incipient s-a determinat actiunea bacteriostatica si bactericida
asupra tulpinilor de referinta, s-a stabilit concentratiia minima inhibitorie, minima bactericida.
S-a determinat efectul antibacterian si actiunea antioxidanta a preparatelor dupa o perioada de doi
ani de pastrare. Se caracterizeaza tulpinile mai sensibile fata de actiunea acestor preparate. in baza
rezultatelor obtinute au fost publicate articole in reviste nationale si internationale. Cele noua
concluzii de la finele capitolului redau in totalitate rezultatele obtinute.

Capitolul 4 ,,Analiza in situ a actiunii microbiostatice si microbiocide a unor extracte si
pudre vegetale” elucideaza efectul in situ al adaosurilor vegetale pentru diminuarea riscului
microbiologic si tinerea sub control a calitatii si sigurantei produselor alimentare. S-a efectuat
analiza produselor alimentare (matricilor) conform standardelor in vigoare. In acest compartiment
a fost analizate mai multe loturi de produse alimentare: crenvursti, inghetata, crema de branza cu
diferite concentratii de extracte si pudre vegetale. A fost determinata actiunea antibacteriana in
situ a extractelor propuse spre testare si probelor martor, matricele alimentare prealabil fiind
infectate cu S. aureus, S. Abony, K. pneumoniae si E. coli. S-a determinat efectul antibacterian si
capacitatea de inhibitie a unor extracte din fructe de padure incorporate in Inghetata. Dupa
evaluarea activitatii antibacteriene la contact direct (calitativ si cantitativ) a extractelor si pudrelor
din diverse fructe de padure si plante, s-a determinat efectul lor bacteriostatic in sifu. Rezultatele
testelor au pus in evidentd efectul antimicrobian al pulberilor de fructe de pddure asupra
microorganismelor patogene (Salmonella Abony ATCC 6017, Staphylococcus aureus ATCC
25923 si Escherichia coli ATCC 25922). Acest capitol contine descrierea efectului relevant
antimicrobian al pulberilor de fructe de padure addugate In crema de branza, inghetatd si

crenvursti, prealabil contaminate cu tulpini de referinta.

Cuvinte-cheie: efect antibacterian, extracte, pudre vegetale, polifenoli, dilutii succesive,

difuzimetric, antioxidanti, conservanti.
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1. COMPUSI BIOLOGICI CU ACTIUNE ANTIMICROBIANA — SURSA
PROMITATOARE PENTRU DIMINUAREA CONTAMINARII
ALIMENTELOR SI REDUCEREA REZISTENTEI
MICROORGANISMELOR LA ANTIBIOTICE

1.1 Problema maladiilor transmisibile prin alimente

Maéncarea sigura salveaza vieti. Bolile alimentare au constituit o problema pentru toate
societatile de la inceputul omenirii (WHO). Hrana este esentiala pentru viata, prin urmare siguranta
alimentara este un drept fundamental al omului. Datorita globalizarii comertului cu alimente la
nivel mondial, alimentele au devenit o cale majora de expunere a omenirii la agenti patogeni
responsabili de infectii alimentare. Miliarde de oameni din lume sunt expusi riscurilor cauzate de
alimente. Multe milioane se imbolnavesc, in timp ce sute de mii mor in fiecare an pentru ca
consuma alimente nesigure (Hoffman et al., 2017; Fung et al., 2018). Maladiile alimentare sunt o
problema globala de sanatate publica cu un impact major asupra sanatatii umane, mijloacelor de
trai si a sistemelor de ingrijire a sanatatii, cu afectarea comertului international. Efectul lor este
preconizat a fi diminuat prin strategii nationale de control, realizate prin punerea in aplicare a
legilor si reglementirilor alimentare (Faour-Klingbeil et al., 2020; WHO). insa bolile cauzate de
alimente continua sa fie 0 problema in crestere, in pofida schimbarii in evolutia comertului cu
alimente la nivel mondial, comportamentele de consum ale populatiei, mediul si procesele de
productie a alimentelor (Faour-Klingbeil et al., 2020).

Elementele cheie pentru siguranta alimentar::
e A fost estimat, ca circa 600 milioane persoane (aproape una din zece persoane in intreaga lume)
se imbolnavesc dupa ce consuma produse alimentare contaminate, iar 420000 mor in fiecare an,
ceea ce duce la pierderea a 33 de milioane de ani de viata sanatosi (Faour-Klingbeil et al., 2020;
WHO, 2021; Lee et al., 2021).
e Asigurarea si accesul la alimente sigure si nutritive este cheia succesului in mentinerea vietii si
promovarea sanatatii decente.
e Hrana incerta, care contine microorganisme daunatoare sau substante chimice, provoaca peste
200 de boli si poate cauza de la diaree severa pana la cancer.
e Maladiile diareice sunt cele mai frecvente boli care provin din consumul de alimente
contaminate.
e Copiii sub 5 ani suporta 40 % din povara bolilor transmise de alimente, cu 125000 de decese in
fiecare an (Faour-Klingbeil et al., 2020; WHO, 2019).
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e Maladiile alimentare impiedica dezvoltarea socio-economica prin tensionarea sistemelor de
ingrijire a sanatatii si afecteaza economia nationala, turismul si comertul.

e Lanturil de aprovizionare cu alimente traverseaza mai multe granite nationale. O colaborare
eficienta intre guverne, producatori si consumatori contribuie la asigurarea sigurantei alimentelor.
e Protectia si siguranta alimentara, nutritia si Securitatea alimentara sunt indisolubil legate.
Produsele nesigure creeaza un cerc vicios de boli si malnutritie, care afecteaza in special sugarii,
copiii mici, batranii si bolnavii (WHO, 2021).

Siguranta alimentara se refera la fiecare unitate de manipulare a alimentelor si este in
stransa conexiune cu nutritia umana (Morya et al., 2020). Agenda 2030 prezinta provocarile
principale din sistemul alimentar si propuneri pentru realizarea sustenabilitatii. Pentru a atinge
foametea zero si securitatea alimentara pana in 2030, sunt imperative actiuni coordonate si solutii
politice urgente pentru a transforma sistemele alimentare, pentru a investi in practici agricole
durabile si a atenua impactul conflictelor si al pandemiei asupra nutritiei globale si a securitatii
alimentare, conform Public Health Environmental Health Service si Environmental Health OC
Care Agency. Promovarea comertului impreuna cu imbunatatirea practicilor agricole si animale la
productia primara va ajuta cu siguranta tarile in curs de dezvoltare sa gestioneze mai bine siguranta
alimentara. Imbunititirea sigurantei alimentelor in comertul international necesita numeroase
implicari politice si tehnice care includ un acces efectiv la piata; o analiza mai buna a costurilor si
beneficiilor regulilor comerciale globale pentru tarile in curs de dezvoltare sau integrarea tarilor
in curs de dezvoltare in economia globala (Mead et al., 1999).

Igiena adecvata a angajatilor, cum ar fi spalarea corecta a mainilor, este esentiald pentru a
preveni contaminarea directa si indirecta a alimentelor, ustensilelor si a altor echipamente legate
de alimente. Angajatorii (responsabilii) nu trebue sa admita persoane purtatoare de bacterii
patogene sau bolnave sa lucreze in bucatarie. Astfel, factori de risc care sunt cel mai adesea
responsabili de focare de boli de origine alimentara sunt:

e temperaturi necorespunzatoare de pastrare la cald/rece a alimentelor potential periculoase;

e temperaturi incorecte de preparare a alimentelor;

e ustensile si echipamente contaminate;

e starea de sanatate si igiena precara a angajatilor;

e alimente din surse nesigure, conform Public Health Environmental Health Service si
Environmental Health OC Care Agency.

Orice mancare care urmeaza sa fie vanduta, servita, oferita sau utilizata ca ingredient,
trebuie sa fie obtinuta de la 0 sursa aprobata si sigura. O sursa aprobata este 0 institutie in care

alimentele produse, preparate sau procesate, indeplinesc sau depasesc standardele agentiei de
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reglementare responsabile, conform Public Health Environmental Health Service si OC Care
Agency. Fiecare persoana poate fi expusa la intoxicare alimentara, dar anumite categorii de
persoane sunt mai predispuse sa se imbolnaveasca si sa aiba un proces mai grav.

Persoanele cu un risc mai mare de intoxicatie alimentara sunt:

e Adultii cu varsta de 65 de ani si mai in varsta. Varstnicii au un risc mai mare, din cauza
ca sistemele de protectie nu recunosc si nu protejeaza organismul de invadarea germenilor
patogeni (Wu, 2018). Mai frecvent aceste persoane sunt depistate cu toxiinfectii cauzate de
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria spp. sau E. coli.

e Copii mai mici de 5 ani. Ei sunt expusi unui risc crescut de boli de origine alimentar3,
deoarece sistemul lor imun este inca in curs de dezvoltare (Ventola, 2015). La acesti copii mai
frecvent se inregistreaza infectii cu bacterii din genul Salmonella si E. coli.

e Persoanele cu sistemul imun slabit. Pacientii cu diabet, boald renald sau hepatica,
HIV/SIDA,; boli autoimune, persoanele care primesc chimioterapie sau radioterapie, transplanturi
de organe, sunt mai susceptibile de a se imbolnavi de 0 boald alimentara. Persoanele care fac
dializa au sanse de 50 de ori mai mari sa faca o infectie cu Listeria.

e Femeile insarcinate. Transformarile imunitatii la femeile insarcinate le expun pe ele si
pe copiii lor nenascuti la un risc crescut de aparitie a bolilor alimentare. Aceste boli se pot agrava
in timpul sarcinii si pot duce la avort spontan sau la nastere prematura, potrivit Food Safety Home
Page si Food safety and the Sustainable Development Goals (FSSDG).

Siguranta alimentara este esentiala pentru atingerea obiectivului Dezvoltarii Durabile. Un
sondaj important in Vietnam, la nivel national, a constatat ca siguranta alimentara este cea mai
mare preocupare a cetatenilor, chiar mai importantd decat guvernarea, educatia si sandtatea
populatiei (USAID 2015). Bolile transmise prin alimente sunt asociate cu costuri mari in mod
corespunzator si extenuare psihosociald, care are impact negativ asupra sanatatii si bunastarii.
Unele boli alimentare pot duce la boli catastrofale (de exemplu, paralizie, leziuni cerebrale) care
pot duce la coborarea permanenta in saracie. Preocuparile legate de siguranta alimentelor duc la
cresterea consumului de alimente procesate si ambalate, care pot avea efecte negative asupra
nutritiei (cresterea bolilor netransmisibile asociate cu excesul de greutate/obezitatea si cresterea
malnutritiei asociate cu scaderea consumului de alimente proaspete, bogate in nutrienti, hormoni,

antibiotice, putin procesate) (FSSDG).

1.2 Agenti etiologici implicati in bolile alimentare
Focarele de origine alimentara au devenit mai grave datorita globalizarii si comertului activ

cu alimente intre tari. Fiecare tara are anumite reglementari privind siguranta alimentara si
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controlul bolilor transmise prin alimente, cu toate acestea, in pofida acestor reglementari, numarul
bolilor transmise prin alimente este in continua crestere (Lee et al., 2021). Consumul de alimente
contaminate are ca rezultat 600 de milioane de cazuri de boli transmise prin alimente si 420000 de
decese in intreaga lume in fiecare an. Populatia pe glob constituie in prezent de 7,8 miliarde si 56
de milioane de oameni mor in fiecare an, dintre acestia, in fiecare an, 7,69 % dintre oameni se
confrunta cu boli de etiologie alimentara, iar 7,5 % din decesele anuale (56 de milioane de decese)
au murit din cauza bolilor de origine alimentara in lume (Wu et al., 2013; Faour-Klingbeil et al.,
2020; WHO). La nivel global, bolile alimentare cauzate de bacterii (226526634) au fost mai
frecvente decat cele cauzate de virusuri (138513782) si paraziti (10284561) (Lee et al., 2021).

Bacteriile sunt cea mai frecventd cauza a bolilor transmise prin alimente. Unele au
capacitatea de a produce spori si, prin urmare, sunt foarte rezistente la caldura (ex: C. botulinum,
C. perfringens, B. subtilus). Altele produc toxine rezistente la caldura. Majoritatea agentilor
patogeni sunt mezofili, temperatura optima de crestere de la 20 °C la 45 °C. Dar unele bacterii
patogene de origine alimentara (ex: psicrotrofe), cum ar fi L. monocytogenes si Y. enterocolitica,
sunt capabile sa prolifereze in conditii de refrigerare sau la temperaturi mai mici de 10 °C.

Virusurile sunt particule acelulare, ce necesitd gazda ca sa isi mentina vitalitatea si sunt
incapabili de supravietui in afara gazdei. S-a demonstrat, ca peste 100 de tipuri de virusuri enterice
cauzeaza boli de origine alimentara, cei mai frecventi agenti patogeni virali de origine alimentara
sunt hepatita A si norovirusurile, Enterovirusurile (Bintsis, 2017).

Un numatr relativ redus de fungi de origine alimentara provoaca infectii la om. Din punct
de vedere al sigurantei alimentelor, sunt mai importante micotoxinele produse de fungii care
contamineaza alimentele mai degraba decat fungii in sine. Micotoxinele sunt compusi toxici care
sunt produsi de diverse tipuri de mucegaiuri. Mucegaiurile care pot produce micotoxine cresc pe
numeroase alimente precum cereale, fructe uscate, nuci si condimente. Micotoxinele pot provoca
0 varietate de efecte adverse asupra sanatatii si reprezintd 0 amenintare grava pentru oameni si
animale (Johannessen et al., 2005; WHO, 2015). In linii generale, spectrul agentilor cauzali
implicati in maladii alimentare este foarte larg (tab.1.1).

Tabelul 1.1. Agentii cauzali implicati in maladii alimentare*

Categorii de

’ . Specii patogene
microorganisme

Bacterii frecvent implicate in etiologia 1A: Salmonella spp. (S. Typhimurium), E.
coli (ECEH), C. jejuni, C. perfringens, B. cereus, E. coli, (EIEC), (EPEC), (ETEC),
y (EAEC), L. monocytogenes, Shigella spp., S. aureus, S. Enteritidis,

Bacterii Streptococcus spp., V. cholerae Ol si non-O1, V. parahaemolyticus,

V. vulnificus, Y. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis

Bacterieni cu o frecventa redusa in etiologia IA: Brucella spp., C. ulcerans

C. burnetiid, P. shigelloides
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Continuare tabelul 1.1.

Virusuri Enterovirusurile, Virusul Hepatitei A, Virusul Hepatitei E, Norovirusurile
Rotavirusurile
Fungi Fusarium spp., Alternaria spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.,
(micotoxinele Alternaria spp., Candida spp., Fusarium spp.
produse de fungi)
Paraziti de Platyhelminthes: Diphyllobothrium spp., Nanophyetus spp., Taenia saginata
origine Taenia solium, Fasciola hepatica
alimentara Nematode: Anisakis spp., Ascaris lumbricoides, Eustrongylides spp., Trichinella
(zoonoze): spiralis, Trichuris trichiura
Protozoare: Acanthamoeba si alte amoebe free-living, Cryptosporidiosis, Cyclospora
cayetanensis, Entamoeba histolytica, Giardia lamblia, Sarcocystis hominis
Sarcocystis suihominis, Toxoplasma

Notd: *Lee et al., 2021; Bintsis, 2017, Adeyeye, 2016; IA, infectii alimentare; EHEC, E. coli enterohemoragica; EIEC, E. coli
enteroinvaziva; ETEC, E. coli enterotoxigena; EPEC, E. coli - enteropatogena.

Astfel, bacteriile sunt cel mai frecvent implicate in etiologia bolilor alimentare, urmate de
virusuri si paraziti. S-a mentionat, ca virusurile detin un loc important in aparitia bolilor alimentare.
Conform tabelului 1.1 se observa ca, in afara de virusuri si paraziti, E. coli si Salmonella spp., si
L. monocytogenes sunt frecvent izolate in cazul infectiilor alimentare. Aceste bacterii sunt in
general izolate de la ,,food-producing animals”, fiind asociate cu boli si focare de origine

alimentara in lume (Lee et al., 2021).

1.3 Epidemiologia bolilor alimentare

Maladiile alimentare, numite uneori ,boli alimentare”, ,infectii alimentare” sau
Hintoxicatii alimentare” prezinta 0 problema de sanatate publica comuna, costisitoare, dar care
poate fi prevenita. Bolile alimentare constituie 0 cauza importanta de morbiditate si mortalitate la
nivel mondial. Comertul international, migratia, calatoriile si globalizarea productiei alimentare
sunt un risc mare de transmitere transfrontaliera a bolilor transmise prin alimente si a altor boli
infectioase, potrivit Scientific Committee on Enteric Infections. Poluarea si contaminarea
alimentelor se poate produce in orice etapa de productie: crestere, recoltare, procesare, depozitare,
expediere sau pregatire. Aceasta contaminare incrucisata este periculoasa pentru alimentele crude,
gata de consum, cum ar fi salatele sau alte produse (Shikha et al., 2020; Karanth et al., 2023).

Maladiile alimentare sunt larg raspandite. Persoanele in varsta si copiii sunt mai expusi la
infectii alimentare deoarece receptivitatea catre imbolnavire e mare. Bolile cauzate de
microorganisme se intalnesc mai frecvent in timpul cald al anului, corespunzator studiilor Catedrei
de Igiena generala, USMF si a cercetarilor unor savanti (Shikha et al., 2020; Karanth et al., 2023).

Sursa de infectie in toxiinfectiile alimentare pot fi animale si omul purtator de aceste
microorganisme. Animalele frecvent implicate sunt pasarile (carnea si oudle de ratd), porcii,
rozatoarele (sobolanii si soarecii), bovinele, ovinele si, mai rar, cainele, pisica sau alte.
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Sursa de infectie umana 0 constituie persoanele bolnave si purtatorii de germeni. Germenii
se elimina prin intermediul materiilor fecale, urina, varsaturi, secretii nazofaringiene, puroi, etc.
Intoxicatiile alimentare se transmite prin intermediul alimentelor. Produsele pot fi contaminate ca
atare (laptele sau carnea provenite de la animale bolnave, oua de rata, etc.) sau pot fi contaminate
ulterior, prin contactul cu dejectii de la animale bolnave sau purtatoare de germeni, prin utilaje sau
ambalaje contaminate, prin insecte, rozatoare sau prin intermediul personalului (bolnav sau
purtator de germeni) care manipuleaza alimentele, conform studiilor laboratorului Synevo si a
Catedrei de Igiena generala, USMF pentru anul 2022. Spatiile de prelucrare a alimentelor pot fi
considerate o0 sursa serioasa de contaminare, mai ales din cauza procedeelor ineficiente de curatare
si dezinfectie, iar programele de monitorizare a mediului reprezinta o strategie valabilda pentru
imbunatatirea igienei alimentelor (Schirone et al., 2021).

Mecanismul si doza infectantia. Alimentele contaminate produc imbolnaviri cand contin
un numar mare de germeni sau cantitati de toxina capabile sa declanseze boala. Mecanismul de
transmitere este fecalo-oral, calea de transmitere alimentara. Microorganismele care provoaca
boli alimentare se pot raspandi de la 0 persoana la alta pe cale fecal-orala sau pot aparea din
contaminarea incrucisata si alti factori asociati cu productia alimentelor, cum ar fi amestecarea
alimentelor crude si gatite, igiena personala precara, prepararea insuficienta si alte conditii care
favorizeaza dezvoltarea microbiana. Materia prima poate fi contaminata prin intermediul aerului,
solului, animalelor salbatice, apa de irigare si gunoi de grajd (CDC, 2018; Schirone et al., 2021).

Perioada dintre consumul de alimente contaminate si aparitia primelor simptome de boala
se numeste perioada de incubatie. Aceasta perioada variaza de la ore la zile (si rar luni sau chiar
ani, cum ar fi in cazul listeriozei sau encefalopatiei spongiforme bovine), in functie de agentul
cauzal si de cantitatea de bacterii ingerata. Daca simptomele apar in decurs de una pana la sase ore
dupa consumarea alimentelor, sugereaza ca aceasta este cauzata de 0 toxina bacteriana.

Doza infectioasa este cantitatea de microorganisme ce duce la aparitia primelor semne
specifice de boala alimentara si variaza in functie de agent si de varsta consumatorului si de starea
generald. Doza infectioasd variaza in dependenta de tipul microorganismului. De exemplu,
Shigella sonnei are 0 doza infectioasa scazuta de < 500 de unitati formatoare de colonii (UFC), in
timp ce Staphylococcus aureus are o cantitatea necesara e mai mare. in cazul Salmonella, este
necesar un inocul relativ mare de 1 milion pana la 1 miliard organisme pentru a produce simptome
la voluntari umani sanatosi (Lee et al., 2013).

Date estimative la nivel mondial si national. ,,Mancarea ar trebui s sustina si sa asigure
sandtatea umand, nu sd o dauneze” conform Organizatiei Mondiale a Sanatatii (WHO, 2021).

Sistemul alimentar, ca si sistemul de sdnatate, este vulnerabil la alterare si contaminare. Alimentele
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sunt vehiculul ideal pentru dispersia microorganismelor patogene datoritd capacitatii sale de-a
masca agentii nocivi prin arome si mirosuri puternice, texturi diverse sau culori intense. Bolile
alimentare, fie ca intentionat sau nu, pot paraliza si serviciile de sandtate publica. Sistemele de
supraveghere care vizeaza monitorizarea focarelor de origine alimentara care apar in fiecare an la
nivel mondial sunt imperative. Cateva exemple sunt Centrele pentru Evidenta si Prevenire a
Maladiilor (CDC) care activeaza in Statele Unite ale Americii (SUA) din 1966 si Centrul European
pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (ECDC Evidenta) pentru statele membre ale Uniunii
Europene (UE), Organizatia pentru Alimentatie si Agriculturd a Natiunilor Unite (FAO) este o
agentie specializatd a Organizatiei Natiunilor Unite, cu sediul la Roma, al carei scop principal este
eliminarea foametei pe scara mondiald, infiintatd 16 octombrie 1945 (Schirone et al., 2021).

Un focar alimentar poate fi considerat ca un grup de doua sau mai multe boli asociate
epidemiologic in timp si spatiu. Datele epidemiologice implica locatia focarului, agentul etiologic,
demografia pacientului, numarul de cazuri si Severitatea acestora, precum si cele mai probabile
alimente asociate unor astfel de evenimente (Schirone et al., 2021). Organizatia Mondiala a
Sanatatii, dupa PAHO/WHO pentru anul 2019, a raportat aproximativ 600 de milioane de cazuri
de boli transmise prin alimente si 420000 de decese asociate care au loc anual din cauza agentilor
patogeni (Sarno et al., 2021; Ql, et al., 2022).

Conform estimarilor CDC din 2011 pentru raportul privind bolile de origine alimentara,
opt agenti patogeni cunoscuti reprezinta marea majoritate a bolilor, spitalizarilor si deceselor.
Potrivit rapoartelor anuale EFSA-ECDC, prima si a doua cea mai raportata boala alimentara
(zoonoza) la om sunt campilobacterioza si salmoneloza, iar tendinta lor in perioada 2015-2019 a
fost stabila. Cele mai frecvente cazuri de imbolnaviri in Europa, a. 2019, au fost cauzate de
Campylobacter spp. (lider din 2005), Salmonella, Yersinia si Listeria. Listerioza demonstrand cele
mai alarmante date: 20 % din cazurile de listerioza raportate au dus la decesul pacientului
(Condalab, 2021; Schirone et al., 2021).

Campilobacterioza este ce-a mai raportata intoxicatie alimentara, cu 50 % din toate cazurile
raportate in Europa. Tendinta din ultimii cinci ani este stabila, desi a scazut cu 6,9 % din 2018
pana in 2019. Campilobacterioza si salmoneloza au fost raportate in fiecare an, in timp ce listerioza
sl yersinioza au fost evenimente rare, iar Suedia, Danemarca, Finlanda si Germania au fost
principalele tari de consigliere (de referinta). Consumul de carne de pasare contaminata, produse
lactate, precum si legume, fructe de mare, apa sau carne gatita necorespunzator, este principala
sursa de campylobacter uman (Condalab, 2021; Schirone et al., 2021).

Salmonelle non-tifoide raman a doua cauza importantd a intoxicatiilor. La fel ca si

Campylobacter, numarul cazurilor s-a stabilizat in ultimii cinci ani. Salmonelele non-tifoide se
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considera agentii patogeni majori ce cauzeaza focare de origine alimentara la nivel mondial. S-a
raportat 93,8 milioane de cazuri de imbolnaviri cauzate de salmonele non - tifoide. Circa 155000
de decese au loc in fiecare an in lume si 86 % dintre aceste boli se datoreaza consumului de
alimente contaminate cu Salmonella spp. Salmoneloza este a doua cea mai frecventd infectie
gastrointestinala la om dupa campilobacterioza, iar in anul 2019 au fost raportate 87923 de cazuri
confirmate, S. Enteritidis si S. Typhimurium, sunt asociate cu majoritatea focarelor de Salmonella
transmise prin alimente din intreaga lume. Aceasta boala este detectata predominant la copiii mici,
la varstnici si la pacientii imunocompromisi, ducand la moartea a 400 de persoane in fiecare an
din cauza salmonelozei acute in Statele Unite. Cea mai frecventa sursa de contaminare sunt ouile
si produsele din oua, carnea si produsele din carne, in special carnea de pasare si porc, dar si
produsele de panificatie si alte alimente mixte (Condalab, 2021; Schirone et al., 2021).

STEC (E. coli producitoare de toxind Shiga) a fost a treia cauza de raportare a
toxiinfectiilor alimentare in Europa, cu 10 decese in 2019 si 11 in 2018. Ca si in ceilalti 9 ani
precedenti cu 0 tendinta sporita in lunile de vara. Cea mai frecventa sursa de infectie in ultimii
noud ani au fost carnea de vita, cu 19 focare, si apa imbuteliata cu 16 focare. Aceasta denota ca
controalele STEC ar trebui efectuate nu numai asupra alimentelor, ci si asupra acestui tip de apa
(Schirone et al., 2021; Kim et al., 2020).

Yersinioza a demonstrat o tendinta foarte stabila in ultimii 5 ani, mentinandu-si pozitia a
patra in lista celor mai frecvente intoxicatii (zoonoze) din Europa (Kim et al., 2020).
Yersinia enterocolitica este cel mai frecvent agent implicat in intoxicatii alimentare (yersinioze),
ce cauzeza diaree, dureri abdominale si febra. Departamentul de Sanatate si Servicii Umane din
SUA/Centre pentru Controlul si Prevenirea Bolilor a aratat o crestere semnificativa de 166 % a
incidentei Yersinia enterocolitica si alte specii, conform datelor din 2017. In anul 2019, focarele
si bolile cauzate de Yersinia spp. (15 si, respectiv, 149) au fost raportate de sapte state membre ale
UE (Danemarca, Finlanda, Franta, Germania, Lituania, Polonia si Suedia), iar Yersinia
enterocolitica a fost identificat, ca agent cauzal in toate aceste focare (Kim et al., 2020; Condalab,
2021; Schirone et al., 2021).

Listerioza a indus cel mai mare numar de decese (300) cazuri. Zooantroponozele provocate
de yersinii, francizele si brucele au fost inregistrate intr-un numar mai mic. Listerioza se mentine
pe locul cinci in lista celor mai frecvente intoxicatii alimentare din Europa (Condalab, 2021)
reprezentand 0 boala periculoasa pentru viata in special pentru persoanele imunocompromise si
femei gravide.

In tabelul 1.2 sunt reprezentate incidenta si mortalitate cazurilor de infectii alimentare si

cazurile de deces in Europa, anii 2019.
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Tabelul 1.2 Incidenta maladiilor alimentare (zoonozelor) in UE, 2019*

Infectii Nr. d? cazuri Nr. de spitalizari Nr. de decese
’ confirmate
Campilobacterioza 220682 20432 47
Salmoneloza 87923 16628 140
Escherichioza 7775 1100 10
Yersinioza 6961 648 2
Listerioza 2621 1234 300
Tularemia 1280 149 1
Bruceloza 310 98 2
Echinococoza 739 209 2
Trichineloza 96 6 7

Nota: * FSA si ECDC (Autoritatea Europeand pentru Siguranta Alimentara si Centrul European pentru Prevenirea si Controlul
Bolilor), 2022 (EFSA).

Conform tabelului 1.2, campilobacterioza ocupa un loc primordial in incidenta maladiilor
alimentare, cu 220682 de cazuri inregistrate, urmatd de salmoneloze si escherichioze (87923 si
7775). In anul 2019, au fost raportate 2621 de cazuri umane invazive confirmate cu o rati de
notificare UE de 0,46 cazuri la 100000 de locuitori, in timp ce cazurile de spitalizare au fost de
236. Cu un parcurs stabil pe 2015 - 2019 dupa o perioada lunga de crestere. Grupurile de populatie
care au suferit cel mai mult de listerioza au fost cele peste 64 de ani. Cele mai frecvente alimente
asociate cu listerioza sunt produse gata de consumat fiind bogate in proteine si microflora scazuta
sl activitate moderata a apei. Prezenta si persistenta unei astfel de bacterie in mediile de productie
a alimentelor reprezinta 0 preocupare deosebita, ceea ce duce la contaminarea mai multor loturi
de produse pe 0 perioada lunga de timp, deoarece poate ramane nedecelata (Condalab, 2021;
Schirone et al, 2021).

Situatia in Republica Moldova. Spre regret, siguranta alimentelor nu intotdeauna este la
nivelul cuvenit, produsele alimentare fiind deseori contaminate cu microorganisme patogene,
infestate cu helminti, sau poluate cu diferiti poluanti chimici. Chiar in tarile economic dezvoltate
ale Europei in fiecare an sufera din cauza toxiinfectiilor alimentare pana la 30 % din populatie, iar
pana la 20 persoane la un milion decedeaza.

Datorita diversitatii de germeni patogeni, indiferent carui gen sau familie apartin, bolile
diareice acute au o vasti raspandire, deseori manifestandu-se sub forma de izbucniri. in Republica
Moldova se inregistreaza anual circa 18 - 20 mii de cazuri de boli diareice acute, inclusiv in jur
de zece decese. Conform Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica, in Republica Moldova, in
special in perioada verii, anual izbucnesc peste 20 de focare epidemice cu implicarea unui numar
de pana la 300 de bolnavi. Cele mai frecvente maladii diareice intalnite in Republica Moldova sunt
Salmonella, Campylobacter si Escherichia coli enterohemoragica anual (Gafin et al., 2019).

Imbolnavirile prin consum de alimente contaminate microbiologic reprezinti 0 pondere
importanta in problematica medicinii sociale. Fiecare caz de intoxicatic alimentara acuta are

27



consecinte economice atat asupra bolnavului, cat si a institutiilor medico-sanitare ce asigura
servicii de sanatate. Conform unui studiu (1990 - 2003), persoanele care au suportat intoxicatie
alimentara si au lipsit de la serviciu cauzeaza daune economice propriilor familii si statului. In
perioada anilor de studiu 1990-2003 prejudiciile suportate de institutiile medicale si sanitare 1in
procesul starii epidemiologice constituie 2215871 lei anual, prejudiciul produs de o persoana
bolnava constituie 8014 lei. Acest studiu a demonstrat ca intoxicatiile alimentare indica un caracter
permanent, inregistrandu-se anual (Leonte, 2008; Gafin et al., 2019).

Problema toxiinfectiilor alimentare (TIA) raméane actuala pentru sanatatea publica.
Ponderea sporita a toxiinfectiilor nedescifrate indica asupra problemei existente in diagnosticare
din punctul de vedere al spectrului investigatiilor de laborator, dar si in colectarea din focare a
materialului patologic de la bolnavi, precum si a produselor implicate. De cele mai dese ori, drept
factori de transmitere a germenilor patogeni in TIA au servit carnea si produsele din carne
(22,0 - 54,5 %), ouale si produsele avicole (18,0 - 37,0 %), produsele lactate (9,0 - 11,0 %). Factorii
primordiali care au dus la contaminarea produselor alimentare sunt: incilcarea proceselor
tehnologice si nerespectarea igienei personale la prepararea bucatelor, implicarea persoanelor
bolnave in procesele de manipulare cu alimentele, nerespectarea conditiilor de pastrare si a
termenelor de valabilitate a produselor (Mohr, 2016).

Tabelul 1.3 Cazuri de infectii intestinale acute si toxiinfectii alimentare provocate de agenti

determinati si nedeterminati anii 2015 - 2020

Perioade/Ani TA - agenti determinati TA - agenti nedeterminati

2015 1393 1565
2016 1543 1241
2017 1105 1240
2018 970 1222
2019 789 1145
2020 188 375
2021 39 57

2022 150 1399

Nota: TA- toxiinfectii alimentare

Conform raportului privind unele boli infectioase Si parazitare inregistrate Republica
Moldova, lanuarie - Decembrie 2015-2020, se observa 0 crestere a cazurilor in anul 2016 (1543)
pentru agentii determinati, de asemenea, in anii 2015 si 2017 (tab 1.3). O scadere vadita se observa
in anul 2020. Numarul de infectii intestinale acute si toxiinfectii alimentare prerevaleaza in cazul
agentilor nedeterminati. Cele mai multe cazuri s-au inregistrat in anii 2015 - 2017 (Apostolova et
al., 2019). Datele tabelului denotd ca in 2021 au fost inregistrate 57 cazuri de toxiinfectii
alimenatre provocate de agenti nedeterminati, iar in 2022 se consata 0 majorare sporita de cazuri,

in numar de 1399.
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1.4 Criza rezistentei la antibiotice

Timp de mii de ani, oamenii au fost neputinciosi in fata diferitor infectii, care au atins
proportii epidemice si au costat viata a milioane de oameni. Guvernarea infectiilor bacteriene in
Egiptul antic, Grecia si China este bine documentata si studiatd timp de multi ani. Era moderna a
antibioticelor a inceput odata cu descoperirea penicilinei de catre Sir Alexander Fleming in 1928.
De atunci, antibioticele au transformat medicina moderna si au salvat milioane de vieti. Pentru
prima data antibioticele au fost prescrise pentru tratamentul unor infectiile grave in anii 1940.
Penicilina a demonstrat un succes impecabil in controlul infectiilor bacteriene in randul soldatilor
din cel de-al Doilea Razboi Mondial (Ventola, 2015; Mohr, 2016; Uddin, et al., 2021).

In pofida acestui fapt, la scurt timp dupa aceea, rezistenta la penicilina a devenit o problema
clinicd importanta, astfel, in anii 1950, multe dintre progresele deceniului precedent au fost
periclitate. Primul caz de rezistenta s-a depistat pentru S. aureus la meticilinda (MRSA). Aceste
informatii au fost identificate in acelasi deceniu, in Regatul Unit in 1962 si in Statele Unite in
1968. Rezistenta a fost observata initial la stafilococi, streptococi si gonococi, dupa ce primul
antibiotic comercial penicilina a fost introdusa pe piata (Ventola, 2015; Uddin et al., 2021). Cu
regret, rezistenta la antibiotice a fost observata aproape la toate antibioticele care au fost
descoperite. Vancomicina a fost implementata in practica clinica in 1972 pentru tratamentul S.
aureus meticilin rezistent, cat si la stafilococii coagulazo-negativi. De la sfarsitul anilor 1960 pana
la inceputul anilor 1980, industria farmaceutica a introdus multe antibiotice noi pentru a solutiona
problema rezistentei, dar dupa aceasta productia de antibiotice a inceput sa scada si mai putine
medicamente noi erau implementate (introduse) in practica. Drept urmare, in 2015, la multe
decenii dupa ce primii pacienti au fost tratati cu antibiotice, infectiile bacteriene au devenit din
nou o amenintare (Ventola, 2015).

In medicina si chirurgie antibioticele au realizat un rol esential, au prevenit si tratat cu
succes infectiile care pot aparea la pacientii care primesc chimioterapie, care au boli cronice cum
ar fi diabetul, boala renald in stadiu terminal sau artrita reumatoida, sau la pacienti cu diverse
interventii complexe cum ar fi transplanturi de organe, proteze articulare sau interventii
chirurgicale cardiace. Antibioticele au avut un impact la prelungirea vietii, in 1920 (SUA), durata
medie de viata era 56,4 ani, acum, durata medie de viata este de aproape 80 (Ventola, 2015).

Inca din 1945, Sir Alexander Fleming a tras un semnal de alarma cu priviere la utilizarea
excesiva a antibioticelor, cand a avertizat ca ,,publicul va utiliza antimicrobienele apoi va incepe
0 era a abuzurilor” (Ventola, 2015; Uddin et al.,, 2021). Antibioticele sunt preparate
medicamentoase cele mai frecvent prescrise din lume. Intre timp, datorita tulburarilor cauzate de

SARS, lumea a reinvatat lectia ca bolile infectioase modeleaza si vor continua sa modeleze destinul
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omenirii (CDDEP, 2021). Utilizarea excesiva a antibioticelor a devenit o epidemie moderna.
Aceste medicamente ne-au distrus imunitatea naturala. Au ucis bacteriile benefice din intestinul
nostru si, de asemenea, au dus la crearea unor super bacterii care s-au dovedit rezistente la aproape
orice forma de medicamente prescrise (Muteeb at al., 2023).

Antimicrobienele — inclusiv antibiotice, antivirale, antifungice si antiparazitare — sunt
medicamente utilizate pentru prevenirea si tratarea infectiilor la oameni, animale si plante.
Rezistenta la antimicrobiene (RAM) se dezvolta cand bacteriile, virusurile, fugnii si parazitii se
modifica in timp si nu mai raspund tratamentul medicamentos, infectiile se trateaza dificil si creste
riscul de raspandire maladiilor severe si deces (WHO, 2021). RAM este definita ca incapacitatea
sau capacitatea redusa a unui agent antimicrobian de a inhiba cresterea unei bacterii, care, in cazul
unui organism patogen, poate duce la esecul terapiei, dupa EFSA si ECDPC. Rezistenta la
antimicrobiene reprezinta una dintre cele mai mari amenintari cu care se confrunta medicina
moderna. Daca nu se va interveni, se prevede ca RAM va duce la 10 milioane de decese pana in
2050, care vor fi in mare parte atribuite infectiilor cauzate de bacterii Gram-negative (BGN).

In functie de nivelul de rezistenta, BGN poate fi clasificate fie ca multi-drog rezistente la
medicamente (MDR), extensiv (XDR) rezistente la medicamente sau pan-drog (PDR) rezistente,
acesta din urma prezentand rezistenta la toate clasele de antibiotice (Annunziato, 2019; Impey et
al., 2020).

RAM este un proces natural ce permite supravietuirea microorganismelor. Acest mecanism
este accelerat prin cresterea gradului de utilizare a antibioticelor: presiunea selectiva permite
raspandirea mutatiilor care promoveaza supravietuirea, scurtand timpul necesar bacteriilor pentru
a dobandi rezistenta la medicamente noi, conform CDDEP pentru anul 2021. Presiunea pe care
antimicrobienele o exercita asupra agentilor patogeni este responsabila pentru selectia tulpinilor
rezistente. Pentru a supravietui, germenii dezvolta strategii de aparare impotriva antibioticelor,
facandu-le aparent ineficiente - numite mecanisme de rezistenta. Bacteriile poseda diverse
mecanisme ce le asigura protectia si rezistenta fata de antibiotice.

Tipurile de rezistenta la antibiotice. Rezistenta naturald si dobandita sunt cele doua
forme principale de rezistenta la antibiotice. Rezistenta poate fi innascuta sau mediata (genele sunt
prezente in mod normal in bacterii, dar sunt activate doar dupa tratamentul cu antibiotice).
Rezistenta dobanditd poate fi rezultatul dobandirii de catre bacterii a materialului genetic prin
translare, conjugare, transpunere sau mutatii in propriul sau ADN cromozomial (Uddina et al.,
2021). O tulpina bacteriana poate dobandi rezistenta prin mutatie, prin absorbtia de gene exogene
prin transfer orizontal de la alte tulpini bacteriene sau prin activarea/declansarea unei cascade

genetice, inducand astfel expresia mecanismelor de rezistenta (EFSA si ECDC, 2021).
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Exista patru mecanisme prin care bacteriile devin rezistente la antibiotice:
1) Alterarea receptorilor pentru antibiotic si modificarea tintei de atac.
2) Inactivarea enzimatica a antibioticului, care poate fi hidrolizat (penicilinaza, cefalosporinaza)
sau modificat structural (acetilaze, adenilaze, fosforilaze), etc.
3) Diminuarea permiabilitatii membranare (diminuarea patrunderii medicamentului in celuld).
4) Eliminarea rapida a AB (sisteme de eflux), (fig.1.1).

Alterarea tintei de atac este mecanismul ce constituie una dintre cele mai problematice
rezistente la antibiotice din lume. Acest mecanism este implicat in cazul rezistentei la meticilina
in randul S. aureus. Modificarile impiedica fixarea antibioticului si limiteaza potenta acestuia.

Cel mai comun mecanism prin care bacteriile sunt rezistente la antibiotice este producerea
de enzime care inactiveaza medicamentele. Bacteria elaboreaza 0 enzima ce interactioneaza cu
antibioticul, ca urmare medicamentul devine ineficient. De exemplu, antibioticele p-lactamice

(peniciline si cefalosporine) pot fi inactivate de enzime cunoscute sub numele de p-lactamaze.

1

Mecanismele de rezistenta la
AB:

1) efluxul excesiv;
2) modificarea tintei,
3) inactivarea enzimatica;

Mecanismele de actiune ale AB:

1) inhibarea sintezei peretelui 2
celular;

2) inhibarea sintezei ADN/ARN;
3) inhibarea sintezei acidului

fOIIC.; . 4) diminuarea permeabilitatii
4) distrugerea membranei " membranei celulare
citoplasmice;

5) inhibarea sintezei proteinelor.

Figura 1.1. Mecanisme de rezistenta a bacteriilor la antibiotice (Darby et al., 2023).

Bacteriile sunt intrinsec rezistente la multe medicamente pe baza exclusiva a faptului ca
medicamentele nu pot patrunde in peretele celular sau membrana celulara bacteriana. In plus,
bacteriile pot dobandi rezistenta la un medicament printr-o alterare a porinelor (proteinelor
membranare), care formeaza canale in membrana celulara. Rezistenta, pe care Pseudomonas
aeruginosa o0 prezinta la o varietate de peniciline si cefalosporine este mediata de o alterare a
proteinelor din porine.

Au fost descrise sisteme de transport active (pompe de eflux) pentru indepartarea unor
antibiotice (cum ar fi tetraciclinele, macrolidele si chinolonele) din celulele bacteriene. Aceste sunt
proteine, care sunt capabile sa extrudeze o mare varietate de compusi (inclusiv antibiotice) din
celula. Acestea sunt supraexprimate de bacterii pentru a elimina antibioticul. In aceste situatii,
chiar daca medicamentul poate patrunde in celula bacteriana, efluxul activ al agentului il impiedica

sa se acumuleze si sa interfereze cu metabolismul sau replicarea bacteriilor. Acesta este un
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mecanism important de rezistenta la P. aeruginosa si Acinetobacter spp. (Annunziato, 2019; Mann
etal., 2021; Uddina et al., 2021).

O lista extinsa de bacterii RAM a fost publicatda de Organizatia Mondiala a Sanatatii
(OMS). Agentii patogeni sunt clasificati : critici, intensivi si moderati, iar aceasta clasificare se
bazeaza pe mortalitate, nivelul de rezistenta si tratament. Situatia este extrem de critica in infectiile
cauzate de ESKAPE, Gram-negative, Enterecoccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumanii, Pseudomonas aeruginosa si Enterobacter. Carbapenemele
sunt considerate antibiotice de ultima generatie, acesti agenti sunt rezistenti la aceste
antimicrobiene. Bacteriile din aceasta lista pot cauza infectii periculoase precum bacteremii si
septicemii, pneumonii severe, iar contracararea acestui fapt este considerata drept o prioritate
globala in materie de sanatate (Annunziato, 2019).

Rezistenta antimicrobiana prezinta un pericol clar si prezent pentru sanitatea globala.
Numarul de infectii cauzate de bacterii multirezistente este in crestere pe tot globul pamantesc, iar
pericolul infectiilor netratabile se conturecaza de la inceputul secolului al XXI-lea. Conform
raportului Organizatiei Mondiale a Sanatatii din 2019, RAM este responsabila pentru decesul a
700.000 de persoane, in timp ce se estimeaza ca pana in 2050 cifra va creste la 20 de milioane,
valorand peste 2,9 trilioane de dolari (Uddina et al, 2021). Conform (CDC) Antibiotic Resistance
Threats Report 2019 din Statele Unite, peste 2,8 milioane de infectii rezistente la antibiotice apar
in Statele Unite pe an, provocand peste 35.000 de decese. Potrivit raportului, in India, un copil
moare din cauza unei infectii bacteriene rezistente la antibiotice la fiecare 9 minute si este probabil
ca peste 50.000 de nou-nascuti sa moara din cauza sepsisului cauzat de rezistenta microbilor la
antibioticele comune utilizate in India.

Potrivit raportului Retelei europene de supraveghere a rezistentei la antimicrobiene
(EARS-Net), in perioada 2015-2019, au existat modificari ale frecventei rezistentei la
antimicrobiene in intreaga Uniune Europeana in functie de speciile de bacterii, clasa de antibiotice
si locatia geografica. Conform acestui raport s-a stabilit un clasament al bacteriilor rezistente la
antibiotice: E.coli (44,2 %), urmata de S. aureus (20,6 %), K. pneumoniae (11,3 %), E. faecalis
(6,8 %), P. aeruginosa (5,6 %), S. pneumoniae (5,3 %), E. faecium (4,5 %), and Acinetobacter
spp. (1,7 %). Aceste tipuri au fost cele mai frecvent bacterii identificate rezistente la antibiotice
(Uddina et al., 2021).

Cauzele din spatele crizei rezistentei la antibiotice. Amplificarea rezistenteila antibiotice
poate fi declansata de diferiti factori, cum ar fi utilizarea inadecvata a antimicrobienelor in

medicina umana si veterinard, conditiile si practicile precare de igiena in mediile de asistenta
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medicala sau in lantul alimentar, care faciliteaza transmiterea microorganismelor rezistente (EFSA
si ECDC, 2021).

Obiectivul principal al microorganismelor este sa se reproduca, sa supravietuiasca si sa se
raspandeasca, fapt ce le oferd posibilitatea sa se adapteze in timp si la diverse conditii. Aceasta
motive implica:

e utilizarea excesiva si abuzul de antibiotice,

e diagnostic incorect si prescrierea neadecvata a antibioticelor,

e auto-medicatia,

e mediu inconjurator NOCiv,

e igiena personala precara,

e utilizarea diferitor clase de substante de sinteza pe scara larga in agricultura (Ventola,
2015; Uddin et al., 2021).

Utilizarea excesiva si abuzul de antibiotice. Abuzul antibioticelor are consecinte la nivel
individual, comunitar si de mediu (Annunziato, 2019; Uddina et al., 2021). Nasterea si propagarea
agentilor patogeni rezistenti la medicamente continud sa ne ameninte capacitatea de-a trata
infectiile comune. Utilizarea excesiva a antibioticelor conduce in mod cert la progresul rezistentei.
Administrarea antibioticelor neargumentata, cand acestea nu sunt necesare sau utile, contribuie la
diseminarea rezistentei la antibiotice. De exemplu, majoritatea cazurilor de faringita sunt virale,
respectiv antibioticele nu vor fi utile. Chiar si infectiile auriculare se amelioreaza adesea fara
antibiotice (Ventola, 2015; Uddina et al., 2021). in multe tari cu venituri mari si medii,
antibioticele profilactice sunt utilizate pe scara larga pentru proceduri obisnuite, cum ar fi
operatiile cezariane, inlocuirea articulatiilor si transplanturile de organe. Antibioticele sunt
administrate profilactic si pacientilor supusi chimioterapiei, ceea ce scade imunitatea (Chokshi et
al., 2019). Bacteriile profita de orice ocazie de-a se inmulti. Administrarea frecventa de antibiotice
din motive gresite poate dezvolta diverse modificari in interiorul bacteriilor, ca urmare
antibioticele devin ineficiente (Ventola, 2015; Uddina et al., 2021). Antibioticele au proprietatea
de-a ramane neschimbate dupa consumare si raméan biologic active. De exemplu, 60 % din
amoxacilind ingeratd de oameni sau animale este secretatd in urina fara modificari, ajungand in
mediul ambiant. Preparatele antibacteriene nu sunt folosite doar pentru tratamente umane. De fapt,
la nivel global, 73 % dintre antibiotice sunt folosite pentru a ingrasa vitele, porcii si pasarile pentru
consum uman. De reguld, contaminarea cu antibiotice si bacterii rezistente raspandite in mediu
este universala. Acesta este modul in care impactul utilizarii gresite individuale a antibioticelor se

extinde asupra comunitatii si mediului (Vidovic et al., 2020).
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Diagnosticul incorect si prescrierea neadecvati al antibioticelor. In timpul
diagnosticarii unei infectii, profesionistii din domeniul sanatatii se bazeaza uneori pe cunostinte
nesigure sau inexacte, prescriind un antibiotic ,,pentru orice eventualitate” sau un antibiotic cu
spectru larg atunci cand un anumit antibiotic cu spectru ingust ar putea fi mai potrivit (Uddina et
al., 2021). Diagnoza medicala incorecta, abuzul de antibiotice si utilizarea excesiva cand nu este
necesitate, contribuie la dezvoltarea antibioticorezistentei (Chokshi et al., 2019). Antibioticele
prescrise incorect contribuie la promovarea bacteriilor rezistente. Concentratiile de antibiotice
subinhibitoare si subterapeutice induc la aparitia diverselor mecanisme de rezistenta, cum ar fi
modificari ale expresiei genelor si mutageneza (Ventola, 2015).

Auto-medicatia, pierderea sensibilitatii pacientului. Auto-medicatia cu antibiotice este
legata de utilizarea necorespunzatoare a medicamentelor, ceea ce expune pacientii la risc de reactii
adverse la medicamente, mascand semnele bolilor subiacente si dezvoltarea de bacterii
antibioticorezistente. in majoritatea tarilor in curs de dezvoltare, exista putine legi privind vanzarea
medicamentelor. Disponibilitatea usoara a antibioticelor este una dintre cele mai mari contributii
la rezistenta antimicrobiana. Antibioticele sunt disponibile adesea fara prescriptia medicului, ceea
ce contribuie la utilizarea excesiva a antibioticelor din cauza automedicatiilor si prescriptiilor
personalului medical necalificat (Chokshi et al., 2019)

Mediu inconjurator nociv, calitatea proasta a antibioticelor disponibile. Multe tari nu
au mecanismele necesare de asigurare a calitatii pentru a se convinge ca antibioticele furnizate
sunt de inalta calitate. Ratele de rezistenta cresc de 2-6 ori atunci cand se utilizeaza medicamente
expirate. Temperaturile ridicate, lumina puternica a soarelui si umiditatea pot duce la degradarea
antibioticelor. Daca conditiile de depozitare si transportare ale medicamentelor se abat de la cele
recomandate, atunci este posibil ca un procent mai mare decat cel asteptat de medicamente sa fie
degradat. Conditiile climaterice, transportul necorespunzitor afecteazi calitatea antibioticelor. in
cele din urma, medicamentele contrafacute, in care exista putin sau deloc ingredient activ, sunt de
asemenea vandute si pot duce la cresterea dezvoltarii rezistentei la medicamente si antimicrobiene
(Chokshi et al., 2019; Vidovic et al., 2020).

Utilizarea pe scara larga in agricultura. Atat in regiunile industrializate, cat si in cele
emergente ale lumii, antibioticele sunt utilizate ca suplimente pentru cresterea animalelor.
Tratamentul animalelor cu antibiotice, ca si in medicina umana, va duce la aparitia bacteriilor
rezistente la antibiotice. Bacteriile rezistente la antibiotice depistate la animale pot fi patogene
pentru oameni, fiind raspandite cu usurinta la oameni prin lanturile trofice si sunt larg circulate in
ecosistem prin deseurile animale. La oameni, acest lucru poate duce la infectii complexe,

netratabile si pe termen lung (Uddina et al., 2021).
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1.4.1 Abuzarea excesivd a antibioticelor in agricultura

Antibioticorezistenta este 0 povara imensa care creste constant si se raspandeste rapid din
ultimul deceniu. Mecanismul primordial responsabil pentru aceasta problema este abuzul sever a
antibioticelor (Mann et al., 2021). Bacteriile implicate in transferul RAM nu se limiteaza la agentii
patogeni de origine alimentara, dar includ saprofiti si microbi din mediu inconjurator. Cunostintele
sunt insuficiente referitor la transmiterea RAM in zonele agricole si la oameni prin alimente de
origine animald si vegetala, precum si riscurile pentru sanitatea umana prezentate de patrunderea
in agriculturd a preparatelor antimicrobiene (AM). Aceastd problema nu numai ca are un impact
asupra productivitatii si durabilitatii agriculturii actuale, dar are la baza transferul rezistentei
antimicrobiene la agentii patogeni umani prin lantul de aprovizionare cu alimente (Thanner et al.,
2016; Au et al., 2022).

Antimicrobienele sunt utilizate pe scara larga si in agricultura. Antibioticele sunt folosite
nu numai pentru tratamentul infectiilor umane, acestea sunt utilizate abundent in agricultura pentru
cresterea productivitatii culturilor, in cresterea si tratarea animalelor bolnave, cat si in scopuri
profilactice pentru prevenirea infectiilor (Chokshi et al., 2019; Vagsholm et al., 2020; CDDEP,
2021; Mann et al., 2021). Utilizarea abuziva a antibioticelor a dus la realizarea unei cereri din ce
in ce mai mari de diverse produse agricole si animale, dar aplicarea lor pe termen lung chiar si la
concentratii sub-terapeutice, direct pe camp sau indirect prin gunoi de grajd animal afecteaza
negativ microbiota solurilor agricole. Dupa 0 analiza a consumului global a diverselor antibiotice,
s-a determinat ca aproximativ jumatate din antibioticele utilizate in intreaga crestere a animalelor
sunt consumate in China, Pakistan, Coreea, urmata de SUA, Brazilia, India si Germania (CDDEP,
2021; Mann et al., 2021).

In agricultura, microbiostaticele sunt utilizate cel mai frecvent pentru prevenirea si
vindecarea diferitelor boli ale culturilor. In zootehnie si cresterea animalelor, antibioticele frecvent
sunt folosite ca agenti de stimulare a cresterii si in prevenirea sau vindecarea infectiilor. Practicile
agricole traditionale, cum ar fi fertilizarea gunoiului de grajd, au dus la transferul unor cantitati
mari de antibiotice in mediu (creand conditii pentru bacterii sa produca RAM). Gunoiul de grajd
faciliteaza transferul de gene de rezistenta antimicrobiana (ARG) catre alte specii patogene nu
numai in mediul inconjuritor, ci si in sistemele de apa dulce din aval. In rezultat, GRA (genele de
rezistenta) pentru diaminopirimidind, chinolona si tetraciclina au fost transferate din apele uzate
in soluri irigate din apropiere, ape subterane si statii de epurare a apelor uzate, care pot sa ajunga
catre comunitatile umane (Mann et al., 2021; Au et al., 2022). Exista cel putin 30 de antibiotice
diferite care sunt utilizate in mod obisnuit in agricultura si cresterea animalelor, printre care

macrolidele, penicilinele si tetraciclinele sunt cele mai importante. Numai in cresterea animalelor,
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consumul mediu anual de antibiotice a fost estimat la 172 mg/kg la porci, 148 mg/kg la pui si 45
mg/kg la bovine in intreaga lume (Mann et al., 2021). Raportul de supraveghere elvetian a aratat
ca 49.250 kg de AM pentru uz veterinar au fost vandute in Elvetia in 2014 (Thanner et al., 2016).

Criza rezistentei la antibiotice a fost o preocupare tot mai mare de la descoperirea
penicilinei si este abordata prin dezvoltarea continua a noilor antibiotice. Evolutia RAM nu este
caracteristica doar agentilor patogeni umani, dar a fost observata la animale si la produsele
alimentare din agricultura. Mai ales in ultimul deceniu, un numar crescut de Salmonella si E. coli
izolate de la oameni, produse alimentare si animale s-au dovedit a fi rezistente la cel putin 6 sau
mai multe clase de antimicrobiene utilizate in mod obisnuit. Literatura din ultimul deceniu arata
ca dezvoltarea RAM este in crestere in bacteriile patogene transmise prin alimente din diferite
surse agricole, unele tulpini devenind rezistente la mai multe clase de antimicrobiene (Thanner et
al., 2016). In studiile efectuate de Avantika Mann et al. 2021 referitor la solurile din campurile
agricole au constatat prezenta mai multe gene (erm (C), erm (V), erm (X), msr (A), ole (B) si vga)
responsabile pentru rezistenta la eritromicind, prezente in sol. Utilizarea necontrolatd a
antibioticelor a cauzat aparitia si eliberarea de GRA (Gene de rezistenta la antimicrobiene) in
mediu. S-a remarcat ca bacterii precum Citrobacter spp., Enterobacter spp., K. pneumonia, K.
oxytoca, S. aureus, Proteus spp. si Y. enterocolitica s-au dovedit a fi rezistente la cefalosporine.
Aceste specii sunt responsabile si de intoxicatii alimentare. Cu toate ca efalospoinele se utilizeza
limitat la animale in comparatie cu medicina umana, totusi Se observa rezistenta bacteriilor la
aceste preparate izolate de la animale. Aceasta denota ca RAM (rezistenta la antimicrobiene) este
transmisa din diferite medii catre animale si apoi catre oameni (Mann et al., 2021).

Rezistenta la antimicrobiene nu s-a limitat doar la tulpinile izolate de la animale si din
produsele lor, ci a fost identificata si la tulpinile izolate din solurile agricole (Mann et al., 2021).
Utilizarea in agriculturd a antibioticelor afecteaza si microbiomul mediului. Conform datelor
prezentate de C. Lee Ventola (2015) aproximativ 90 % din antibioticele administrate animalelor
sunt excretate in urina si materii fecale, apoi sunt dispersate pe scara larga prin ingrasaminte, apele
subterane si scurgerile de suprafata. Aditional tetraciclinele si streptomicina sunt pulverizate pe
pomi fructiferi pentru a actiona ca pesticide in vestul si sudul SUA. Aceasta procedura reprezinta
0 proportie mult mai mica din utilizarea generala a antibioticelor, raspandirea geografica rezultata
poate fi considerabila. Aceasta practica contribuie, de asemenea, la expunerea microorganismelor
din mediu la agenti de inhibare a cresterii, modificand ecologia mediului prin cresterea proportiei
de microorganisme rezistente fata de microorganisme susceptibile. Produsele antibacteriene
vandute in scopuri de igiena sau de curatare pot contribui si ele la aceasta problema, deoarece pot

limita dezvoltarea imunitatii la antigenele de mediu atat la copii, cat si la adulti. In consecinta,
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sistemul imun este afectat, crescand morbiditatea si mortalitatea din cauza infectiilor care sunt
oportuniste si avirulente (Ventola, 2015).

Intrucat existd 0 legitura solida intre sol, plante si animale, raspandirea antibioticelor si a
rezistentei la antibiotice in mediul nostru nu se limiteaza numai la un singur ecosistem.
Antibioticele se raspindesc prin toate aceste sisteme si creaza 0 retea in care GAR (gene de
rezistentd la antimicrobiene) se distribuie peste tot (Mann et al., 2021). La fel si pescuitul
(acvacultura), contribuie la difuzarea antibioticelor in ecosisteme (Ventola, 2015; CDDEP, 2021).
Cu toate acestea, exista si alti cativa factori care sunt responsabili pentru miscarea genelor de
rezistenta la antibiotice. Acestea includ forte fizice precum vantul, bazinul de apa si activitatile
umane, care au dus la o crestere a rezistentei in randul bacteriilor patogene comune (Mann et al.,
2021). Infectiile rezistente la antibiotice sunt o0 povard colosala pentru sanatatea umana si

economia globala.

1.4.2 Alimentele vehicul pentru raspdndirea bacteriilor rezistente la antimicrobiene

Astazi RAM (rezistenta la antimicrobiene) este o pandemie taciturna pentru care utilizarea
antimicrobienelor in productia de alimente este un factor major la nivel global (Vagsholm et al.,
2020). Animalele pentru hrana sunt considerate rezervoare cheie de bacterii rezistente la
antibiotice, utilizarea antibioticelor in industria de productie alimentara contribuind la declansarea
globala a RAM. Nu exista granite geografice care sa impiedice raspandirea la nivel mondial a
RAM (Founou et al., 2016). Cresterea globala a consumului de proteine animaliere se numara
printre schimbarile importante ale timpului nostru. Animalele crescute pentru consumul uman
constituie aproape 60 % din biomasa totala de mamifere de pe planeta (CDDEP, 2021). Asemenea
intensificarii emisiilor de carbon din activitatea industriala, cresterea colosala a consumului de
proteine animale are efecte profunde atat asupra mediului, cat si asupra sanatatii umane (CDDEP,
2021; Tiseo et al., 2020).

Transmiterea bacteriilor rezistente la om de catre animalele a fost observat pentru prima
data in urma cu 35 ani, cand au fost gasite cazuri de rezistenta la antibiotice in flora intestinala atat
a animalelor de ferma, cat si a fermierilor. Oamenii pot fi expusi la bacterii rezistente la
antimicrobiene din lantul alimentar in mai multe moduri. Antimicrobienele folosite in industria
animaliera sunt ingerate de oameni atunci cand consuma alimente. Alimentele crude sau
insuficient gatite contin mai multe microorganisme decat alimentele gatite, inclusiv bacterii
rezistente la antimicrobiene, derivate din productia primara, dupa Center for Disease Dynamics,
Economics & Policy (CDDEP, 2021) si Raportul Comitetului Stiintific (Report of the Scientific
Committee, 2015).
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Surse si cai de raspandire a RAM:

e  Sursaprimordiala de bacterii rezistente la antimicrobiene care intra in lantul alimentar
sunt alimentele de origine animala. Principalul motiv de ingrijorare il reprezintd germenii
rezistenti la antibiotice achizitionati de la animale. Agentii patogeni zoonotici importanti in ceea
ce priveste RAM 1n Irlanda in prezent sunt Salmonella si Campylobacter. Conform datelor de
supraveghere europene, carnea de pasare, porc si vitd, oudle contaminate, sunt considerate sursa
esentiald 1n ceea ce priveste transmiterea tulpinelor de Salmonella, rezistente la antibiotice. Cauza
consta in faptul, ca animalele sunt tratate cu aceleasi clase de antibiotice ca si cele utilizate in
scopuri medicinale la oameni (Report of the Scientific Committee, 2015).

e Alimente de origine non-animala (vegetale). Produsele de origine vegetala in ultimii
ani atrag tot mai mult consumatorii, datorita reputatiei lor de a fi sanatoase si valoarea energetica
scazuta. Intrucat produsele proaspete sunt adesea consumate crude, acestea pot fi o sursa de boli
de origine alimentara. Prezenta bacteriilor rezistente la antibiotice poate prezenta un risc deosebit
pentru consumator (Report of the Scientific Committee, 2015; Holzel et al., 2018). Din ce in ce
mai multe alimente de origine non-animala sunt recunoscute ca surse importante de infectie
alimentara in Europa. Pe baza datelor raportate privind focarele europene din 2007 pana in 2011,
alimentele de origine non-animala au fost asociate cu 10 % dintre focare. Autoritatea Europeana
pentru Siguranta Alimentara (AESA) a constatat, ca legumele cu frunze verzi consumate crude,
urmate de radacinoase si rosii sunt preponderent sursa de infectie cu Salmonella spp. Pastai
proaspete, leguminoase sau cereale sunt surse de contaminare cu E. coli. Similar cu alimente de
origine animald, alimentele de origine non-animala pot fi contaminate cu bacterii rezistente la
antimicrobiene in timpul productiei primare sau intr-0 etapa ulterioara (Report of the Scientific
Committee, 2015; Founou et al., 2016).

e Comertul cu alimente de origine animala si vegetald. Rezervoare cheie de bacterii
rezistente la antibiotice sunt considerate animalele, utilizarea antibioticelor in productia alimentara
contribuie la provocarea globala actuala a RAM (Founou et al., 2016).

Tendinta globala in productia de alimente de origine animala este in crestere rapida. Exista
0 contributie tot mai mare la piata mondiala din partea tarilor in curs de dezvoltare si intensificarea
sistemelor de productie in aceste tari. Tarile au sisteme de crestere diferite, cu diferente mari in
dependenta utilizarea antimicrobiene in cresterea animalelor. Organizatia internationald pentru
sanatatea animala (OIE) a recunoscut necesitatea de-a sprijini tarile in curs de dezvoltare in
eforturile lor de-a aborda RAM. In prezent, exista putine date care si indice daci exista diferente
in nivelurile de RAM in produsele casnice, in comparatie cu alimente de import. Deoarece nu

existda un standard UE pentru bacteriile rezistente la antimicrobiene din alimente, consideratiile
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pentru prelevarea de probe pentru AMR nu sunt parte a procesului de control la frontiera. Odata
ce un produs a intrat in UE, acesta poate fi comercializat liber intre membrii UE state fara alte
restrictii (Report of the Scientific Committee, 2015; Founou et al., 2016).

e Apa ca sursa si cale de transmitere a RAM. Apa potabila este vehicul direct pentru
transmiterea microorganismelor rezistente la antimicrobiene atunci cand este contaminata cu
fecale animalelor sau umane si un vehicul potential pentru reziduurile antimicrobiene.
Contaminarea alimentelor prin apa poate aparea in timpul productiei primare, cu apa contaminata
in timpul irigarii culturilor sau procesarea alimentelor, de ex: ca ingredient contaminat. Apa poate
fi impurificata cu deseurile animaliere sau alte lichide ce contin antibiotice (urina, fecale si alte
fluide corporale, inclusiv lapte) (Report of the Scientific Committee, 2015).

e Produse probiotice si alte alimente fermentate. Probioticele sunt alti factori
implicati in raspindirea rezistentei antimicrobiane in lantul alimentar. Probioticele sunt
,microorganisme Vii. Se stie ca bacteriile probiotice adapostesc elemente genetice intrinseci si
mobile care confera rezistentd la 0 mare varietate de antibiotice. Cantitatile lor mari in suplimente
alimentare pot stabili un rezervor de gene rezistente la antibiotice in intestinul uman. Aceste gene
rezistente pot fi transferate la agenti patogeni care impartasesc acelasi habitat intestinal.
Probioticele sunt incluse in alimente, cum ar fi produsele lactate, cum ar fi iaurtul, branza si laptele,
precum si suplimentele alimentare. Exista studii care indica faptul ca bacteriile rezistente la
antimicrobiene poate fi ocazional izolate din alimentele fermentate (Zheng et al., 2017). Aceste
bacterii (de obicei bacterii cu acid lactic) nu sunt asociate in mod normal cu bolile umane, dar pot
infecta persoanele imunodeprimate. in plus, ele ar putea prezenta un pericol indirect, actionand ca
un rezervor de determinanti transmisibili rezistenti la antimicrobieni (Report of the Scientific

Committee, 2015).

e Ambalaje alimentare. Recipiente alimente infectate sau colonizate sunt o sursa
potentiala de organisme rezistente la antimicrobiene si pot contamina alimentele. Acest risc se
amplifica daca nu aplica bune practici de igiena. Conform unor rapoarte ce demonstreaza prezenta
E. coli la Iucratori din industria alimentara. Au fost documentate cazuri si de Staphylococcus
aureus si Salmonella spp., la lucratori din sfera alimentatiei.

e Plantele modificate genetic au fost evaluate pentru potentialul lor de a actiona ca 0
cale de transmitere a RAM.

e Biocide si culturi transgenice. Studiile experimentale au aratat ca unele biocide
utilizate la concentratii subletale pot declansa aparitia AMR si/sau bacterii selectate rezistente la

antimicrobiene (Report of the Scientific Committee, 2015; Mann et al., 2021).
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Reteaua complexa de interactiuni dintre oameni si animale duce la transmiterea agentilor
infectiosi si a rezistentei la antibiotice a agentilor patogeni umani. Utilizarea antibioticelor la
animalele poate duce la aparitia epidemiilor de boli rezistente la microbiocide, creste colonizarea
intestinului cu bacterii rezistente si induce rezistenta in flora normala a tractului gastrointestinal
(Chokshi et al., 2019). Aparitia RAM de-a lungul lantului alimentar este, prin urmare, o problema
majora de sanatate publica la nivel mondial. Mai multe studii au raportat ca animalele si produsele
alimentare au fost colonizate si infectate si contaminate cu tulpini rezistente la antibiotice, cum ar
fi Staphylococcus aureus rezistent la meticilina (MRSA), Campylobacter spp. rezistente la
antibiotice si Enterobacteriaceae producatoare de beta-lactamaze cu spectru extins. Situatia s-a
inrautatit recent odatd cu aparitia bacteriilor rezistente la antibiotice cu potential pandemic
semnificativ, cum ar fi Enterobacteriaceae rezistente la carbapenem (purtitoare de carbapenemaza
VIM-1 rezistenta la familia de antibiotice beta-lactamice plus corezistenta suplimentara) si E. coli
rezistenta la colistina (purtatore de gena mcr-1 si gene de corezistentd) (Founou et al., 2016).

Antimicrobienele sunt 0 componenta esentiala a sistemelor de agricultura si sunt utilizate
pentru tratarea si prevenirea infectiilor si pot fi, de asemenea, utilizate in hrana animalelor pentru
intensificarea cresterii (tab. 1.4.).

Tabelul 1.4. Antibiotice utilizate in agricultura si cresterea animalelor *

Avrial (zona) Antibiotice utilizate
Agricultura Oxitetracicling, streptomicina, penicilina, acid oxolinic, gentamicina
Productia carnii de porc Benzilpeniciline si tetracicline (cel mai frecvent utilizate),

sulfadimiding, sulfatiazol si trimetoprim, bacitracina, lincosamide,
macrolide, florochinolone, cefalosporine de generatia a 3-a, colistina
Productia carnii de pasare Bacitracina, clortetraciclina, decochinat, diclazuril, naracin, nicarbazin,
monensin, penicilina, clorhidrat de rebenedina, virginiamicina,
colistina, tilozind, doxiciclind, tiamulind, roxitromicind, amicacina
Productia carnii de vita Peniciline, tetracicline, ceftiofur, florfenicol, tilmicosin, enrofloxacin,
tulatromicin,  fenicol, lincosamide, pleuromutilin, macrolide,
polipeptide, streptogramine, carbadox, bambermicin

Nota: *Mann et al., 2021.
Consumul de antimicrobiene la animale este aproape triplu fata de cel al oamenilor si este

un factor principal al cresterii productiei de proteine animale. Cercetarile de la CDDEP si
colaboratorii au descoperit ca, in 2013, consumul global al tuturor antimicrobienelor la animalele
alimentare a fost de 131109 de tone si se estimeaza ca va ajunge la 200.235 de tone pana in 2030.
Pentru cresterea porcilor cantitatea de antimicrobiene a constituit 45 % intre 2017 si 2030.
Bovinele au avut cea mai mica crestere a consumului de antimicrobiene, reprezentand doar 22 %
din cresterea globala. Pasarile au contribuit cu 33 % la cresterea globala a consumului de
antimicrobiene. Consumul de antimicrobiene variaza in dependenta de tara (Tiseo et al., 2020;
CDDEP, 2022).
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in 2017, China a fost cel mai mare consumator de antimicrobiene veterinare, reprezentand
45 % din utilizarea globala si se estimeaza ca va ramane cel mai mare consumator in 2030 (43 %).
Primii 10 consumatori de antimicrobiene veterinare in 2017 au fost: China (45 %), Brazilia (7,9
%), Statele Unite (7,0 %), Thailanda (4,2 %), India (2,2 %), Iran (1,9 %), Spania (1,9 %), Rusia
(1,8 %), Mexic (1,7 %) si Argentina (1,5 %). Impreuna, aceste tiri reprezinta 75 % din
antimicrobienele utilizate in productia animala, doar 50 % din populatia umana a lumii (Katie
Tiseo et al., 2020).

Antibioticele circuld prin toate ecosistemele naturii si creeaza o retea in care si agentii
microbieni rezistenti calatoresc impreuna cu ele. Utilizarea excesiva si nerestrictionatd a
antibioticelor in agricultura pentru a creste productivitatea culturilor si ca promotori de crestere a
animalelor, mai mult decat pentru controlul infectiilor, creste preponderent aparitia si raspandirea
genelor de rezistenta la antibiotice. S-a prezis, ¢ pana in anul 2050, aproape 10 milioane de decese
in intreaga lume vor fi atribuite rezistentei antimicrobiene (Mann et al., 2021). Bacteriile vor tinde

sa dezvolte rezistenta atat timp, cat se folosesc medicamente antibacteriene impotriva lor.

1.4.3 Fenomenul de rezistentd antimicrobiana

Conform rapoartelor OMS (WHO, 2023), rezistenta antimicrobiana a atins cote alarmante
in multe regiuni ale lumii. Progresul tulpinilor rezistente prezinta un aspect natural, care are loc
atunci cand microorganismele sunt expuse la antimicrobiene, iar caracterele de rezistenta pot fi
transmise anumitor tipuri de bacterii. Utilizarea nerationala a microbiostaticelor accelereaza acest
fenomen, iar practicile slabe de control al infectiilor determina raspandirea rezistentei
antimicrobiene. Frecventa bolilor cauzate de microorganisme multirezistente la antimicrobienele
de ultima generatie este in crestere, in pofida masurilor intreprinse la nivel global.

Rezistenta la antimicrobiene induce peste 3500 de decese in fiecare an in UE/SEE si creaza
costuri semnificative in sistemul de sanitate. In 2019, Organizatia Mondiala a Sanitatii a constatat
rezistenta la antimicrobiene drept una din principalele 10 amenintari la adresa sanatatii publice la
nivel mondial cu care se confruntd umanitatea. in iulie 2022, Comisia si statele membre au
identificat RAM ca fiind una din cele trei amenintari prioritare la adresa sanatatii. Aceste
amenintari sunt agenti patogeni cu potential pandemic ridicat, datorita modului de transmitere
rapida. Aceasta include in mare parte familiile virale ARN respiratorii. Amenintari chimice,
biologice, radiologice si nucleare (CBRN) provenind din eliberare accidentald sau deliberata.
Rezistenta antimicrobiana, care prezinta unul dintre cele mai mari riscuri pentru sanatatea umana,
numai rezistenta antibacteriana provoaca 0 estimare anuala de 1,27 milioane de decese la nivel
global (Salam et al., 2023; EC, 2022).
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Incepand cu anul 2018, in Republica Moldova a fost infiintat sistemul national de
supraveghere epidemiologica a rezistentei la antimicrobiene prin ordinul MSMPS nr. 711 din
07.07.2018 in 2018, ce este in permanenta continua modificare. La moment sistemul este alcatuit
din Laboratorul National de Referinta din cadrul Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica
(ANSP) (nivelul 1), 10 laboratoare microbiologice din cadrul Centrelor de Sanatate Publica
regionale ale ANSP si 5 laboratoare microbiologice din spitalele republicane si municipale (nivel
I1). Din anul 2018 Republica Moldova este parte componenta a retelei CAESAR (eng. Central
Asian and European Surveillance of Antimicrobial Resistance), iar din 2021 va raporta date
privind RAM si in GLASS (eng. Global Antimicrobial Resistance Surveillance System). In cadrul
acestor retele se realizeaza monitorizarea rezistentei agentilor microbieni izolati din biosubstrate
umane, tabelul 1.5

Tabelul 1.5 Ponderea sensibilititii microorganismelor la antibiotice *

Antimicrobiene Specii de microorganisme

S. aureus |S. pneumoniae [E. coli| S. sonnei |S. Typhimurium K. pneumoniaeE. faecalis
Tetraciclina 30,4 - - - - - -
Clindamicina 35,2 - - - - - -
Eritromicina 38,4 - -
Co-trimoxazol - 59,6 - 715 - - -
Cefaclor - 61,3 - - - - -
Oxacilina - 64,9 - - - -
AmMox/CA - - 56,5 68,7 64,2 73,9 -
Ampicilina - - 58,2 - 66,8 87,7 -
Aztreonam - - 62,0 - - - -
Ticarcilina - - 72,6 -
Amicacina - - 51,7 -
Ceftazidim - - - - 60,6 -
Norfloxacin - - - - - 69,6 -
Piperacilin - - - - - 75,8 -
\Vancomicin - - - - - - 48,0
Nota: *Conform Programului national, 2019

Microorganisme rezistente la antimicrobiene prezente la om, animale, in alimente si mediu

reprezinta 0 problema epidemiologica complexa. Sistemul de supraveghere epidemiologica a
rezistentei antimicrobiene, existent in Republica Moldova este bazat pe supravegherea traficului
agentilor microbieni identificati de la bolnavi si emite date partiale si inconsistente. Rezultatele
atesta 0 rezistenta ingrijoratoare fata de preparatele incluse in protocoalele nationale pentru terapia
de prima intentie. Tuberculoza multidrog-rezistenta primara si secundara inscrie rate inalte,
respectiv, 26 % si 64 %, 13 % comparativ cu media 12 % si 50 % in regiunea europeana a OMS.
Aproximativ 60 % din tulpinile de microorganisme izolate de la pacienti cu infectii de plaga

chirurgicala sunt rezistente la antimicrobiene.
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Medicatia unor boli comune de genul faringite, bronsite sau toxiinfectii alimentare cauzate
referitor la sensibilitatea la antimicrobiene a agentilor denota 0 rezistenta semnificativa a acestora:
fiecare a treia tulpina de Staphylococcus aureus este rezistenta la tetraciclina (30,4 %),
clindamicina (35,2 %) si eritromicina (38,4 %), iar aproximativ doua din trei tulpini de
Streptococcus pneumoniae sunt rezistente la co-trimoxazol (59,6 %), cefaclor (61,3 %), oxacilina
(64,9 %) 15 (tab.1.5) (Programul national, 2019).

Rapoartele nationale actuale prezinta date alarmante referitor la rezistenta si sensibilitate
agentilor izolati din diferite prelevate. Enterobacteriacteriile in 33,9 % cazuri demonstreaza
rezistentd crescuta fatd de betalactamine (peniciline, cefalosporine si carbapeneme),
antimicrobiene folosite frecvent in tratament medicamentos. Aproximativ 48,7 % din bacterii
intestinale au prezentat rezistenta la toate preparatele testate din grupa penicilinelor: Klebsiella
pneumoniae - 66,4 %, Escherichia coli - 45,0 %, Proteus spp. 43,7 %, Shigella flexneri - 35,8 %,
Salmonella spp. - 15,1 %. K. pneumoniae a prezentat cea mai mare ratda de rezistenta
antimicrobiana: peniciline 66,4 %, cefalosporine 45,5 %, fluorchinolone 40,9 % si respectiv 28 %
la aminoglicozide si alte preparate antimicrobiene. Bacteriile intestinale in 36,3 % cazuri au fost
rezistente la cefalosporine. Primordial tulpinile testate au demonstrat rezistenta fata de
cefalosporinele de generatia IV (42 %), urmata de cefalosporinele de generatia 1l-a (38,8 %) si a
Il-a (30,4 %). K. pneumoniae - 45,4 % s-a dovedit a fi cea mai rezistentd catre aceste
antimicrobiene (45,4 %.). Tulpinile de K. pneumoniae in 50 % cazuri s-au adeverit a fi
polirezistente, cu o rezistenta sporitd la peniciline, cefalosporine si la alte preparate din restul
grupelor de antimicrobiene testate. E. coli cu 53 % urmata de K. pneumoniae cu 50,9 % si Proteus
spp. cu 50,5 % au manifestat rezistenta la cefalosporinele de generatia a IV. K. pneumoniae a
demonstrat rezistenta sporita la cefalosporinele de genratia Il cu 47,9 %, cefalosporinele de
generatia | — 46,7. La fel bacteriile Gram - negative din familia Enterobacteriaceae au fost net
rezistente fata de carbapeneme (14,8 %), aminoglicozide (20,7 %) si fluorchinolone (24,6 %).
Rezistenta antimicrobiana alarmantd au manifestat tulpinile de Pseudomonas aeruginosa si
Acinetobacter baumannii, pentru ca un numar mare din ele s-au dovedit a fi rezistente la cel putin
un preparat din trei sau mai multe grupe de antimicrobiene. Rezistentd accentuata 0 prezinta P.
aeruginosa la antibioticele din grupul penicilinelor - 53,9 %, fluorchinolonelor 54,1 %. si
celalosporinelor — 62,1 %. A. baumannii marcheaza rezistentd sporita fata de preparatele din
grupul fluorchinolone (Bucov s.a., 2021).

Antibioticele sunt unele dintre cele mai utilizate preparate. In Republica Moldova,

antibioticele pentru consum uman constituie circal0 % din volumul total al pietei de medicamente.
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Consumul anual al preparatelor antimicrobiene de uz uman, in perioada 2011-2014, fluctueaza de
la 21,3 doze zilnice definite (DDD) la 1000 locuitori/zi in 2011 pana la 17,7 DDD in 2014.
Informatiile comparative din 2011 pentru 29 tari din partea europeana indica, ca consumul variaza
de la 15 DDD (Olanda, Norvegia) pana la 43 DDD (Turcia), nivelul in Republica Moldova este
mediu. Ratele de consum in crestere Se atesta la antibiotice de generatia a treia: Cefalosporine (de
la 14,8 % in 2011 la 20,7 % in 2014) si Quinolone (de la 12,7 % in 2011 la 17,1 % in 2014), in
anul 2014 in tara ponderea acestora constituind 37,8 % din consumul total. in medicina veterinara,
antibioticele sunt utilizate pentru tratament, combaterea bolilor si, uneori ca promotori de crestere.
Microorganismele, inclusiv cele rezistente la antimicrobiene, pot fi transmise de la animale la om,
care ulterior, se pot raspandi in populatia umana (Program national, 2019; Balan, 2022).

RAM nu este exlusiv 0 problema de sanatate publica, dar si 0 problema de sanatate animala
cu consecinte economice directe. Fenomenul de rezistentd antimicrobiand determina scaderea
eficientei tratamentului antimicrobian la animale, de asemenea, transmiterea de bacterii rezistente
prin lantul alimentar si de la animale la om. Conceptul rezistenta antimicrobiana vizeaza, de
asemenea, siguranta alimentara, deoarece microorganismele si genele rezistente la antimicrobiene
se raspandesc de la animale la om prin intermediul lantului alimentar. Aparitia tulpinilor de
Salmonella si Campylobacter rezistente este cauzata de utilizarea antimicrobienelor in cresterea
animalelor, ca rezultat se atesta cazuri de boli la om ca urmare a consumului alimentelor nesigure
de abordare unitara a rezistentei antimicrobiene in lume, precum si in Republica Moldova, este
absolut necesar (Aidara-Kane et al., 2018; Bucov et al., 2021).

1.5 Compusi antimicrobieni naturali

1.5.1 Plantele, surse naturale impotriva agentilor responsabili de alterarea alimentelor

Antibioticele sintetice au inregistrat succese semnificative in managementul bolilor si
infectiilor prin efectele lor bacteriostatice si bactericide (dar nu fara limitari precum efectele
secundare si rezistenta microbiand), natura a fost o sursa de agenti medicinali de mii de ani.
Plantele medicinale sunt definite ca un grup de plante care poseda proprietati speciale ce le califica
ca medicamente si agenti terapeutici. Plantele medicinale sunt o categorie de plante ce includ in
componenta sa diversi compusi chimici si sunt utilizate in diverse scopuri (Cowan, 1999; Moh,
2016; Tiseo et al., 2020).

Utilizarea plantelor pentru vindecare dateaza din preistorie. inca cu 60.000 de ani in urma,
neanderthalienii (Irakul de astazi), foloseau plante pentru vindecare. Hipocrate a scris despre
cateva sute de plante medicinale la sfarsitul secolului al V-lea i.Hr. Unele plante timaduitoare,

cum ar fi tamaia si Smirna, care au proprietati antiseptice sunt mentionate in Biblie. Extractele de
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plante si uleiurile vegetale au fost utilizate de mii de ani, servind mai multor scopuri, cum ar fi
conservantii alimentari si agentii terapeutici medicali, pentru beneficiu sanatatii umane (Cowan,
1999; Moh, 2016; Shaukat et al., 2016; Tiseo et al., 2020).

Aparitia tulpinilor de bacterii multi-rezistente la medicamente si aparitia tulpinilor cu
sensibilitate scazuta la antibiotice au condus la reaparitia intereselor de cercetare in descoperirea
de noi agenti antimicrobieni din surse naturale care pot fi utilizati in scopuri terapeutice si
profilactice impotriva patologiilor infectioase, in calitate de conservanti alimentari si aditivi pentru
hrana animalelor. Plantele contin 0 gama larga de substante fitochimice, care au fost utilizate in
mod traditional de secole in medicamentele populare sau etnomedicinele. Cele mai vechi
informatii despre utilizarea plantelor medicinale provin din China in anul 5000 1.Hr., din India in
2000 1.Hr., din Mesopotamia in 2600 1.Hr. si de asemenea, din Egipt in aproximativ 1550 1.Hr.
Medicamentele naturiste au fost utilizate pe scara larga pana in prima jumatate a secolului al XX-
lea, cand a avut loc o trecere catre medicamentele sintetice care erau mai eficiente, patentabile si
foarte profitabile. In pofida acestui fapt, ultimii ani creste tendinta fatd de utilizarea preparatelor
naturale in scopuri medicinale (Patra, 2012).

De-a lungul istoriei Chinei, au fost efectuate cercetari ample pentru a afla puterile curative
ale plantelor. Chinezii se focuseaza pe utilizarea ierburilor in scopuri terapeutice. Medicina
chineza reflecta traditii dezvoltate de-a lungul a 3.000 de ani si studiaza problemele in raport cu
intregul organismul, spre deosebire de medicina occidentala care se concentreaza pe 0 anumita
cauza si incearca sa 0 sa 0 supravegheze (Hintz et al., 2015).

Plantele medicinale sunt o categorie de plante care include compusi chimici specifici in
componenta sa si sunt folosite in diverse scopuri. Aceste plante exista variabil in habitatul lor, cum
ar fi fructe, ierburi, arbusti, copaci, cataratori si plante taratoare etc. Plantele medicinale ofera o
oportunitate pentru 0 noua abordare medicala a noilor preparate. Medicamentele traditionale si
alternative reapar ca noi oportunitati practice din punct de vedere stiintific. Aproximativ 35.000
pana la 70.000 de specii de plante au fost folosite in scopuri medicinale in lume, 6.500 de specii
sunt folosite doar in Asia ca remedii la domiciliu impotriva diferitelor boli (Shaukat et al., 2016).

Multirezistenta la medicamente este 0 cauza enorma a suferintei umane ce deterioreaza
relatiile de incredere dintre medici Si pacientii acestora, simultan cu pierderi economice uriase.
Dezvoltarea rapida a RAM intensifica problemele globale de sanatate si prezinta o provocare
pentru tratamentul infectiilor, despre care cercetatorii sustin ca ar putea reveni la nivelul erei pre-
antibiotice. Preparatele contemporane au multe dezavantaje si inconveniente, cum ar fi efectele
toxice secundare, care deterioreaza calitatea vietii. Costul tratamentului este mai mare decat isi pot

permite milioane de pacienti care triiesc in tarile in curs de dezvoltare. In consecint, fara indoiala
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ca exista necesitatea de noi medicamente eficiente si mai putin prejudiciose, de compusi derivati
de produse naturale si de noi medicamente care depasesc dezavantajele utilizarii medicamentelor
moderne (Anand et al., 2019).

Peste 90 % dintre remediile de medicina traditionald contin plante medicinale. VValoarea de
piatd globalda a produselor din plante medicinale depaseste 100 de miliarde de dolari pe an.
Amploarea crescuta a plantelor medicinale poate fi apreciata din punct de vedere economic, avand
in vedere urmatoarele criterii: (Sofowora et al., 2013).

e Comertul global cu ierburi este de peste 100 de miliarde USD pe an
e In Germania, este peste un miliard de dolari anual
e Comertul cu plante medicinale din India si China este de aproximativ doud pana la cinci

miliarde de dolari SUA anual

China face comert cu 7000 de specii si 700000 de tone de plante medicinale pe an

India face comert cu 7000 de specii de plante medicinale

Marocul exporta 58,7 tone de plante medicinale anual
e In ultimii 5 ani, vanzarile de plante medicinale s-au dublat in China, s-au triplat in India si au
crescut cu 25 % in Europa (Sofowora et al., 2013).

Fructele de padure si plantele reprezinta una dintre surse de compusi fenolici, iar piata
fructelor de padure a crescut de-a lungul anilor datorita aportului lor pentru sanatate populatiei.
Produsele naturale din fructe de padure sunt studiate ca un nou arsenal de antimicrobiene si
prebiotice, gratie capacitatii lor de a inhiba selectiv agentii patogeni alimentari, favorizind
microorganismele benefice (Lacombe et al., 2017). Fructele de padure sunt in mod traditional o
parte importanta a regimului alimentar. Aproximativ 50 de fructe de padure diferite sunt cultivate
in regiunile nordice, iar aproximativ jumatate dintre ele sunt comestibile. Cele mai cunoscute si
importante fructe de padure salbatice din punct de vedere comercial sunt afinele, zmeura,
merisorul, fructele de citina si catisul. In Finlanda, culturile anuale de lingonberry si afin sunt
estimate la 500 milioane kg si, respectiv, 250 milioane kg. Fructele de padure sunt surse bogate de
compusi bioactivi, cum ar fi fenolici si acizi organici, care au activitati antimicrobiene impotriva
agentilor patogeni umani. Fructele de padure si substante fenolice din fructe de padure, poseda in
special efecte antimicrobiene evidente impotriva, de ex. Salmonella si Staphylococcus. Polimerii
fenolici complecsi, cum ar fi elagitaninele, sunt agenti antibacterieni puternici prezenti in fructe
de padure (Panden et al., 2009; Anand et al., 2019). Diverse mecanisme de actiune sunt implicate
in inhibarea cresterii bacteriilor, cum ar fi destabilizarea membranei citoplasmatice,
permeabilizarea membranei plasmatice, inhibarea enzimelor microbiene extracelulare, actiuni

directe asupra metabolismului microbian si privarea substraturilor necesare cresterii microbiene.
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Activitatea antimicrobiana a fructelor de padure poate fi legatd de antiaderarea bacteriilor la
celulele epiteliale, care este 0 conditie prealabild pentru colonizarea si infectarea multor agenti
patogeni. Compusii antimicrobieni din fructe pot avea aplicatii importante in viitor ca agenti
antimicrobieni naturali pentru industria alimentara, precum si cu scopuri curativ-terapeutice

medicale (Puupponen-Pimia et al., 2005).

1.5.2 Componente active ale extractelor din plante

Plantele medicinale au aport pentru sanatatea mamei si copilului, ca medicamente
esentiale, in alimentatie si nutritie, pentru boli si rani comune, pentru boli infectioase endemice,
sanatate mintald si sanatate orala. Explorarea si intrebuintarea plantelor medicinale in tratamentul
bolilor este in continua crestere. Plantele sunt o0 sursa importanta de medicamente si au rol
considerabil in sanatatea globala si a atins un rol dominant in sistemul de sanatate din intreaga
lume. Aceasta presupune utilizarea ierburilor medicinale nu numai pentru tratarea bolilor ci si ca
material potential pentru mentinerea sanatatii si conditiei fizice prospere. Plantele medicinale
contin diversi compusi precum taninuri, terpenoide, alcaloizi, flavonoizi care asigura potenta
terapeutica a plantelor, in special activitatile antimicrobiene (Kumar et al., 2021). Produsele
secundare din plante sunt folosite ca baza pentru producerea compusilor sintetici valorosi, cum ar
fi produse farmaceutice, cosmetice si nutraceutice (Komolafe, 2014).

Sunt situatii critice referitor la utilizarea antioxidantilor fenolici sintetici, cum ar fi
hidroxitoluenul butilat si hidroxianisolul butilat ca aditivi alimentari, motiv fiind reactiile adverse
asupra sanatatii. In acest scop s-a propus o inlocuire a acestor aditivi cu diferite extractii antioxidante
din diverse alimente. Fructele si legumele sunt sursele principale de antioxidanti naturali. Diversi
compusi antioxidanti pot fi gasiti in fructe si legume, inclusiv fenolici, antociani, carotenoizi si
tocoferoli. Plantele produc un numéar mare de compusi bioactivi diversi, surse bogate de antioxidanti.
De exemplu, vitaminele A, C, E si compusii fenolici, cum ar fi flavonoidele, taninurile si ligninele,
care se gasesc in plante, actioneaza toate ca antioxidanti. Antioxidantii reduc daunele oxidative din
alimente prin inhibarea oxidarii cauzate de speciile reactive de oxigen, crescand in cele din urma durata
de valabilitate si calitatea acestor alimente (Altemimi et al., 2017).

Compusii fenolici sunt un grup de substante fitochimice, care au o structura fenolica cu un
inel benzenic aromatic care poarta cel putin un substituent hidroxil. Compusii fenolici se gasesc
de obicei in tot regnul vegetal si ocrotesc plantele de radiatii ultraviolete, factorii chimici si infectii
microbiene (Kumar et al., 2012). Compusii secundari ai plantelor sunt de obicei clasificati in
functie de caile lor de biosinteza. Acesti compusi sunt printre cele mai complexe grupuri de

metaboliti secundari prezenti in plantele comestibile. Se gasesc intr-0 mare diversitate de legume,
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nuci, seminte, fructe, tulpini si flori, precum si ceai, vin, propolis si miere. Sunt variate (diverse)
clase de polifenoli cunoscute sub numele de taninuri, lignine si flavonoide si prin urmare fiecare
dintre aceste clase au caracteristici chimice diferite ce ii deosebesc unii de altii. Subclasele de
compusi fenolici clasificati in mod obisnuit sunt: fenolici simpli (rezorcinol si floroglucinol), acizi
fenolici si aldehide, cumarine, flavonoide, calcone, aurone, benzofenone, xantone, stilbene,
benzochinone, naftachinone, antrachinone, polifenoline (antrachinone, prolinanine) galoil, ester
hexahidroxidifenilic, acid hidroxicinamic si derivati de floroglucinol). Alimentele care contin
substante fenolice devin o parte importanta a dietelor datoritd potentialelor proprietati
antioxidante, iar acesti compusi au proprietati antimicrobiene puternice (Patra, 2012).

Flavonoizii sunt polifenolii cei mai raspanditi in natura si sunt prezenti aproximativ in orice
vegetale consumate de om. Flavonoizii sunt antioxidanti intensi, captatori de radicali liberi si
chelatori de metale, ele inhiba peroxidarea lipidelor si prezintd diverse activitati fiziologice,
inclusiv activitati antiinflamatorii, antialergice, anticancerigene, antihipertensive, antiartritice si
antimicrobiene. Flavonoizii pot fi divizati in sase subclase in functie de gradul de oxidare al
heterociclului de oxigen: flavone, flavonoli, izoflavone, antocianine, flavanone si flavonoli
(catechine si antocianidine) (Cetin-Karaca, 2011). Cele mai active subclase de flavonoizi sunt:
flavone - apigenina, luteloina, diosmetina ; flavonoli - quercetind, miricetina, rutina; flavanone:
naringenina, hesperidina; catechine (flavanoli): (-) epicatechina, galocatechina, (+) catechina;
antocianidine: pelargonidind, malvidina; izoflavone: genisteina, daidzeina; acizi fenolici: acid
clorogenic, acid tanic, acid ferulic (Cetin-Karaca, 2011).

Mai mult de 8000 de compusi polifenolici au fost identificati in variate specii de plante.
Acesti compusii fenolici provin dintr-un intermediar comun, fenilalanina, sau un precursor
apropiat, acidul shikimic. Deosebirile particulare in cadrul fiecarui grup apar din diversitatea
numarului si aranjarea gruparilor hidroxil si a gradului lor de alchilizare si glicozilare. Flavonolii
au o grupare 3-hidroxi piran-4-ona pe inelul C. Flavanone (cum ar fi naringenina si taxifolina), au
0 legatura carbon-carbon nesaturata in inelul C. Flavanolii (cum ar fi catechinele), le lipseste atat
0 grupare 3-hidroxil, cat si structura 4-ona din inelul C. Antocianinele, sunt caracterizate prin
prezenta unui ion oxoniu pe inelul C si sunt foarte colorate (Pandey, 2009).

Substantele fitochimice bioactive simple sunt formate dintr-un singur inel fenolic
substituit. Exista unele dovezi ca situsurile si numarul de grupari hidroxil de pe inelul fenolic sunt
legate de gradul de toxicitate pentru microorganisme, hidroxilarea crescuta avand ca rezultat o
toxicitate crescuta. Modul de actiune este inhibitia enzimatica de catre compusii oxidati. Compusii

fenolici au capacitatea de a modifica permeabilitatea celulara microbiana, ducand la pierderea de
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macromolecule si interactioneaza cu proteinele membranei, provocand modificari structurale si
eliberarea continutului celular (Hintz et. al., 2015).

Pe perioada ultimilor decenii fitochimicalele au fost testate in vitro si in vivo pentru a
determina activitatea antimicrobiana contra microorganismelor patogene si actiunea lor asupra
microflorei normale, in special a celei intestinale. Studiile actuale sunt directionate spre aprecierea
mecanismelor de actiune a substantelor bioactive provenite din plante. Studiile se efectuiaza cu
scop de a elabora biopreparate noi cu efect antimicrobian obtinute din plante (Lozan-Tirsu, 2016).

Acizii fenolici sunt prezenti intr-0 serie vasta de plante, cum ar fi ceaiul, cafeaua si fructele
de padure. La fel acizii fenolici si aldehidele se pot forma prin biotransformarea microbiana
intestinala a altor compusi fenolici din intestin, unde pot influenta microbiota intestinala. O serie
de fenoli simpli si acizi fenolici poseda activitati antibacteriene, antivirale si antifungice impotriva
unei game largi de microbi, dar in cantitati diferite. S-a constatat ca, concentratia de 1 mg/L de
acid galic este capabila sa inhibe viabilitatea Camplylobacter jejuni. Acidul sinaptic, acidul vanilic
si acidul cafeic au fost microbicide la concentratii incepand de la 10 mg/L. Acidul ferulic si acidul
cumaric au fost eficiente la 0 concentratie de 100 mg/L. Studiile au demonstrat ca efectul
antibacterian a acizilor fenolici este mai puternic impotriva bacteriilor Gram-pozitive decat a
bacteriilor Gram-negative. Membrana exterioara a bacteriilor Gram-negative le ofera o structura
de suprafatd hidrofoba care este capabila sa excluda anumite molecule hidrofile, facandu-le

rezistente in mod inerent la multi agenti antimicrobieni, inclusiv acizii fenolici (Patra, 2012).

1.6 Concluzii la capitolul 1

1. Conform studiului bibliografic, bolile alimentare constitue o problema pentru toate
societdtile de la inceputul omenirii. Datorita globalizarii comertului cu alimente la nivel mondial,
alimentele au devenit o cale majora de expunere a populatiei la agenti patogeni, responsabili de
infectii alimentare.

2. A fost estimat, ca circa 600 milioane persoane se imbolnavesc dupa ce consuma produse
alimentare contaminate si 420000 mor in fiecare an, ceea ce duce la pierderea a 33 de milioane de
ani de viata.

3. Sistemele alimentare, la fel si sistemele de sanatate, sunt vulnerabile la contaminare.
Alimentele prezinta vehiculul ideal pentru dispersia microorganismelor patogene. Bacteriile sunt
cea mai frecventa cauza a bolilor transmise prin alimente. Mai frecvent in etiologia bolilor
alimentare sunt implicati Campilobacter spp., S. aureus, E. coli, Salmonella spp., L.

monocytogenes si B. subtilis.

49



4. 1nRepublica Moldova se inregistreaza anual circa 18-20 mii de cazuri de boli diareice acute.
Conform Agentiei Nationale pentru Sanatate Publica, in Republica Moldova, in special in perioada
verii, anual izbucnesc peste 20 de focare epidemice cu implicarea unui numar de pana la 300 de
bolnavi. Cele mai frecvente maladii diareice inregistrate in Republica Moldova sunt provocate de
Salmonella, Campylobacter si Escherichia coli enterohemoragica.

5. Studiul bibliografic referitor la fenomenul de antibiorezistenta confirma faptul ca infectiile
cauzate de microorganismele rezistente la antibiotice constituie o problema globala de sanatate
publica. Literatura de specialitate dezvaluie informatii referitoare la pericolul acestor bacterii
pentru sanatate atat in intreaga lume, cat si in Republica Moldova.

6. Consumul de antimicrobiene la animale este aproape triplu fata de cel al oamenilor si este
un factor principal al cresterii productiei de proteine animale. Antibioticele sunt cel mai des
prescrise si administrate medicamente.

7. In Republica Moldova, antibioticele pentru consum uman constituie circa 10 % din volumul
total al pietei de medicamente. Conceptul de rezistentd antimicrobiana vizeaza, de asemenea,
siguranta alimentara, deoarece microorganismele si genele rezistente la antimicrobiene se
raspandesc de la animale la om prin intermediul lantului alimentar. Bacteriile vor tinde sa dezvolte
rezistenta atata timp, cat se folosesc antibacterienele.

8. Datorita ritmului actual rapid de viata si a industriilor orientate spre profit, care minimizeaza
costurile de productie si distributie prin utilizarea conservantilor si aditivilor sintetici,
antibioticelor, hormonilor, sanatatea si imunitatea populatiei generale este grav afectata.

9. Cerinta de alimente ecologice a crescut din ce in ce mai mult in ultimele decenii. In acest
context, este imperativ sa se vina cu alternative naturale fiabile la compusii sintetici, cu o viitoare

speranta de-a reduce utilizarea aditivilor sintetici si a antibioticelor in calitate de conservanti.
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2. MATERIALE ST METODE

Cercetarile din cadrul tezei de doctorat Actiunea microbiostatica a extractelor vegetale
de compusi fenolici asupra microorganismelor responsabile de alterarea alimentelor au fost
realizate in cadrul Departamentului Medicind Preventiva, Disciplina de microbiologie si
imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si farmacie ”Nicolaie Testemitanu” pe parcursul
anilor 2018 - 2022 si Universitatea Tehnica a Moldovei, Facultatea Tehnologia Alimentelor. O
parte din testari au fost realizate in cadrul Universitatii Dunarea de jos, departamentul Stiinta
Alimentelor, Ingineria Alimentelor, Biotehnologii si Acvacultura (SAIABA), Galati, Romania;
Institutul de Plante si Stiinte a Mediului Nitra, Institutul de Horticultura, Facultatea de
Horticultura, Ingineria Peisajului si Agrobiologie, Centrul de Cercetare AgoBioTech, Nitra,
Slovacia (Institute of plants and environmental sciences Nitra Institute of Horticulture, Faculty of

Horticulture and Landscape Engineering and Agrobiology, Research Centre AgoBioTech).

2.1 Materiale de cercetare
Materialele primare si auxiliare utilizate pentru cercetare in cadrul tezei de doctorat sunt
prezentate in tabelul 2.1.

Tabelul 2.1 Materiale utilizate in cercetare

Nr Materiale primare Provenienta

1. |Pulbere si extracte vegetale de catina, Pentru obtinerea extractelor vegetale a fost utilizata
aronie, paducel, macese, tescovina de materia vegetala autohtona din Republica Moldova
struguri, busuioc, cimbru, rozmarin, (RM) din fructe de catina (Hippophae rhamnoides L.),
tarhon. maces (Roza canina L.), paducel (Crataegus

monogyna), aronia (Aronia melanocarpa), plante
aromatice si tescovina de struguri (Vitis vinifera L.) din
soiuri rosii. Materia prima vegetala a fost procurata de
la intreprinderi specializate. Tescovina de struguri
utilizata a provenit din sectia de microvinificatie, UTM.

2. | Tulpini de referinta : Tulpinele de referinta provin din American Type
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Culture Collection (ATCC), Agentia Nationala pentru
Escherichia coli ATCC 25922 Séanatate Publica

Salmonella enterica serovar Aboni Documente normative:
NCTC 6017, Salmonella enterica 1.B. coliforme — SM ISO 4831(metoda de detectie)

serovar Typhimurium ATCC 14028, 2. Clostridii sulfitreductoare — GOST 29185 (metoda de
Bacillus subtilis ATCC 6633 detectie)
Bacillus cereus ATCC 11778 3. S. aureus — SM SR EN ISO 6888-3 (metoda de
Enterococcus faecalis ATCC 29212, detectie)
Geobacillus stearothermoph“us 4. Salmonella — SM EN ISO 6579-1 (metOda de
ATCC7953 detectie)

Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 5. L. monocytogenes — SM EN ISO 11290-1 (metoda de
Listeria monocytogenes ATCC 19118 | detectie).
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Continuare tabelul 2.1

Listeria monocytogenes EGDe Echivalent L. monocytogenes ATCC BAA-679,
Universitatea Dunarea de Jos, Galati, Romania.

Staphylococcus aureus CCM 2461 Czech Collection of Microorganisms, (Institute of plants
Listeria monocytogenes CCM 4699 | and environmental sciences Nitra Institute of Horticulture,
Bacilus cereus CCM 2010 Faculty of Horticulture and Landscape Engineering and
Bacilus subtilis CCM 1991 Agrobiology, Research Centre AgoBioTech (Eng.), Nitra,
Clostridium. perfringens CCM 4991 | Slovacia.

Pseudomonas aerugenosa CCM 3955
Shigella sonnei CCM 4421
Salmonella Enteritidis, CCM 4420
Escherichia coli CCM 3954

3. |Produse alimentare cu adaosuri in Produsele alimentare au fost preparate in cadrul
diferite concentratii (pulbere vegetale | Departamentelor Tehnologia Produselor Alimentare,
si extracte): Oenologie si Chimie, UTM, conform regulamentelor
a) crenvursti; specifice : SM EN ISO 6887-2:1 - Reguli specifice pentru
b) crema de branza; pregatirea carnii si a produselor din carne. NGMAFA - SM
c) inghetata. EN ISO 4833-1; I1SO 5534:2004|IDF 4:2004 -Branza si

branza procesata; 1ISO 8968-1:2014|IDF 20-1:2014 —Lapte
si produse lactate.

2.2 Caracteristica culturilor microbiene utilizate

In calitate de obiecte de studiu in vitro au fost incluse tulpini de referinta, care provin din
doua colectii de culturi recunoscute in calitate de furnizori de material biologic de calitate pentru
cercetari de performanta: American Type Culture Collection (ATCC) oferite de Agentia Nationala
pentru Sanatate Publica (ANSP) si Czech Collection of Microorganisms, oferite de Institute of
plants and environmental sciences Nitra Institute of Horticulture, Faculty of Horticulture and
Landscape Engineering and Agrobiology, Research Centre AgoBioTech (tab. 1.5). S-au utilizat
bacterii Gram pozitive si Gram negative, din genul fungilor s-a utilizat C. albicans. Tulpinile de
referinta suntbbacterii catalogate, caracterizate, cu fenotipuri de sensibilitate la antibiotice stabile,
definite. Se utilizeaza pentru controlul intern de calitate.

Staphylococcus aureus este o bacteriie Gram pozitiva (colorata violet prin coloratie Gram)
are forma de coci si tinde sa fie aranjat in ciorchini ,,aseméanatoare strugurilor”. Staphylococcus
aureus este, catalazo-pozitiv, cu un diametru de 0,5 - 1,5 pm, care formeaza grupuri de celule. in
conditii de laborator are o temperatura optima pentru crestere de 37 °C cu un interval de 7 - 48 °C.
Sunt imobili, aerobi, facultativi anaerobi, catalazo-pozitivi, nesporulati, de reguld necapsulati,
mezofili (Hudson, 2014). Creste stafilococul pe medii simple, formeaza colonii rotunde, convexe,
Cu pigment auriu, pe geloza sange produc 0 hemoliza completa. Cocii sunt capabili sa creasca pe
medii suplimentate cu 10 % NaCl. S. aureus se gaseste pe derm, 80 % din populatie sunt purtatori.
S. aureus este considerat un agent patogen alimentar. Poate produce enterotoxine stabile la caldura
in timpul dezvoltarii sale in alimente, iar aceste enterotoxine pot provoca intoxicatii alimentare la
oameni si animale (Anderson et al., 2014).
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Bacillus cereus este un bacil Gram pozitiv, aerob sau facultativ anaerob, incapsulat, mobil,
patogen si oportunistic patogen, in forma de tija, capabil sia produca endospori rezistenti in
prezenta oxigenului. B. cereus este larg raspandit in mediul inconjurator, si anume sol, unde sporii
persista in conditii nefavorabile. Temperatura optima de dezvoltare a B. cereus este de (8 - 55 °C),
insa nu tolereaza valori scazute ale pH-ului (minimum 5 - 6) sau continutul de apa (activitate
minimd a apei 0,95. Acest microorganism contamineaza frecvent mediile clinice (infectii
oportuniste), procesele biotehnologice si productia de alimente (Buckley et al., 2022).

Bacillus subtillis este un bacil aerob, Gram pozitiv, cu crestere rapida, cu celule in forma
de bastonas, care au in mod obisnuit 2 - 6 pm lungime si doar mai putin de 1 pm in diametru.
Temperatura cardinala de dezvoltare este de aproximativ 30 - 35 °C. In unele conditii de crestere,
celulele au tendinta de a forma lanturi lungi legate de peretele septal neclivat. Creste rapid pe medii
de nutitie si nu este pretentios la cultivare. In natura, B. subtilis se gaseste in sol, pe radacinile
plantelor si mediile acvatice. Este un organism industrial important, fiind capabil la secresia
proteinelor si producerea de substante chimice fine mici, precum si actionand ca un promotor de
crestere a plantelor (Errington et al., 2020).

Listeria monocytogenes este 0 bacterie Gram pozitiva, care nu formeaza spori, de ordinul
a 0,5 - 2 um lungime. In rezultatul coloratiei Gram devine variabildi pe misurd ce cultura
imbatraneste. In frotiurile directe care sunt colorate Gram, bacteria poate pirea a fi aproape
cocoida, adesea fiind confundata cu streptococii. Organismul poate creste la temperaturi cuprinse
intre <1 °C si aproximativ 50 °C, cu 0 temperatura optima de 30 - 37 °C (Bat, 2014). Listeria
monocytogenes este unul dintre cei mai importanti agenti patogeni responsabili de infectiile
alimentare. Listeria monocytogenes este un agent patogen de origine alimentara care poate provoca
maladii umane severe invazive (listerioza) la pacientii susceptibili. Majoritatea cazurilor de
listerioza umana, sunt cauzate de consumul de alimente gata de consum (ready-to-eat foods)
(Sandulachi et al., 2020).

Salmonella, Shigella si Escherichia sunt genuri din familia Enterobacteriaceae, sunt
prezentate sub forma de bastonase Gram negative, drepte sau usor incurbate cu dimensiuni
cuprinse intre 1 - 3 um lungime, cu capetele rotunjite, nesporulate, necapsulate. Sunt germeni
facultativ anaerobi, nepretentiosi nutritivi. Se dezvolta atat pe mediile uzuale, cat si pe mediile
selective lactozate pe care formeaza colonii lactozo-negative cu exceptia E. coli deoarece este
lactozo-pozitiva. In general cultural biochimic pe medii formeaza colonii de tip S, fermenteaza
zaharuri cu producere de acizi, E. coli este producatoare de gaz si este lactozo-pozitiva. Sunt
bacterii oxidazo-negative cu temperatura optima de crestere de 37 °C. Shigella si Salmonella sunt

agenti patogeni care provoaca gastroenteropatie la om. Infectiile alimentare sunt cauzate in cea
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mai mare parte de Salmonella, care are o raspandire larga in intreaga lume si 0 aparitie pe scara
larga la animale, in special la pasarile de curte si la porci (Fukushima, et al., 2002).

Klebsiella pneumoniae este un bacil Gram negativ, imobila, incapsulata, fermentatoare de
lactoza, anaeroba facultativa, in forma de baston. Bacteriae apartine familiei Enterobacteriaceae si
este 0 bacterie incapsulata si imobila. K. pneumoniae este facultativ anaerob, oxidaza negativ si
produce acid si gaz din lactoza. Formeaza colonii lactoza pozitive, te tip mucoid pe mediul Endo.
Bacteria colonizeaza de obicei suprafetele mucoasei umane ale orofaringelui si tractului
gastrointestinal (GI). Manifesta grade ridicate de virulenta si rezistenta la antibiotice. Este un agent
cauzal al infectiilor asociate asistentei medicale (Ashurst et al., 2023).

Pseudomonas aeruginosa este o bacterie heterotrofa, mobila, Gram negativa, in forma de
bastonas, de aproximativ 1 - 5 um lungime si 0,5 - 1,0 um latime. Este un m/o facultativ aerob,
care poate creste in conditii aerobe si anaerobe. Are capacitatea de-a se dezvolta pe medii cu
continut limitat de clorura de Sodiu. P. aeruginosa creste la temperatura de 37 °C, dar poate
supravietui la temperaturi cuprinse intre limitele 4 - 42 °C. Este o bacterie ce se gaseste in sol si
este capabila sa descompuna hidrocarburile aromatice policiclice, dar este adesea detectata si in
rezervoarele de apa poluate de animale si oameni, cum ar fi canalizarea si chiuvetele din interiorul
si din exteriorul spitalelor. Pseudomonas aeruginosa este rezistent la diverse antibiotice si agenti
terapeutici, iar acest lucru este un impediment in tratarea infectiei. ESte adesea numit un agent
patogen ,oportunist”, deoarece rareori infecteaza indivizi sanatosi si cauzeaza infectii
intraspitalicesti (Diggle et al., 2020).

Candida albicans este un fung dimorf, Gram pozitiv, care poate lua 0 forma unicelulara
(levura) sau multicelulara (hife, pseudohife). Morfologic C. albicans este un fung de dimensiuni
mici, oval, cu diametrul de 2 - 4 um. Levura, unicelulara, se reproduce prin inmugurire. Atat
drojdia, cat si pseudo-hifele sunt gram-pozitive. incapsulate si diploide, formeazi si hife adevarate.
C. albicans este una dintre putinele specii de ciuperci care provoaca boli la oameni. Este un
membru al microflorei normale a omului, colonizeaza asimptomatic tractul gastro-intestinal (Gl),
tractul reproducator, cavitatea bucald si pielea majoritatii oamenilor. La persoanele cu sistem
imunitar sanatos, C. albicans este inofensiva (Noble et al., 2017).

Standardul McFarland Standardul optic de turbiditate McFarland este folosit ca referinta
pentru a ajusta turbiditatea suspensiei bacteriene in solutie salind la 0 anumita concentratie. Ajuta
la mentinerea si asigurarea faptului ca numarul de bacterii va fi intr-un anumit interval pentru a
standardiza testarea microbiand. Standardul McFarland poate fi preparat cu 0 concentratie
variabila variind de la concentratia 0,5 la 4 si in functie de concentratie, densitatea numarului de

celule microbiene variaza. Cu toate acestea, concentratia cea mai frecvent utilizata pentru testarea
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conform standardului 0,5 McFarland in laboratoarele microbiologice. Standardul McFarland este
un amestec chimic de clorura de bariu si acid sulfuric. Reactia chimica dintre aceste doua substante
chimice are ca rezultat producerea unui precipitat fin de sulfat de bariu. Turbiditatea unui standard
McFarland este comparabila vizual cu 0 suspensie bacterianda de concentratic cunoscuta.
Standardele de turbiditate McFarland se prepara prin amestecarea diferitelor volume de acid
sulfuric 1 % si clorura de bariu 1 % pentru a obtine solutii cu densitati optice specifice. Prin
ajustarea volumului acestor doua reactive chimice, pot fi preparate standarde McFarland cu diferite
grade de turbiditate care reprezinta densitate bacteriana. Standardul de turbiditate 0,5 McFarland
ofera o densitate optica comparabila cu densitatea unei suspensii bacteriene cu unitati formatoare
de colonii de 1,5 x 108 (UFC/mL) (Aryal, 2021).

2.3 Reagenti chimici si materiale auxiliare
Obiectivele lucrarii au necesitat un mare volum de lucru in laborator. Pentru aceasta au
fost utilizati diferisi reactivi specifici, indicati in tabelul 2.2.

Tabelul 2.2 Reagenti chimici

Materiale Standarde
Alcool de 96% ISO 6353-2:1983
Tiosulfat de sodiu cristalin 1SO 6353-2:1983
Apa distilata ISO 6353-2:1983
KOH ISO 6353-2:1983
NaOH ISO 6353-2:1983
Kl ISO 6353-2:1983
HCI 1SO 6353-2:1983 10% Sigma, Germania
Cloroform ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania
NaCl STAS - 13830 - 84
Acid acetic glacial STAS - 5815 - 77
Metanol ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania
Folin-Ciocalteu 1ISO 6353-2:1983, 98% Merck, Germania
DPPH 1SO 6353-2:1983, 99% Sigma, Germania
Acetonitril 1SO 6353-2:1983 98% Merck, Germania
Hexan I1ISO 6353-2:1983 99,5% Sigma, Germania
Izooctan I1ISO 6353-2:1983 99,5% Sigma, Germania
Materiale de referinta pentru detectarea polifenolilor ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania

Pentru realizarea cercetarilor au fost utilizate urmatoarele medii nutritive optimale pentru
tulpinile de referinta testate. Agarul si bulionul Mueller Hinton au fost utilizate pentru a cultiva
izolatele bacteriene si a testa sensibilitatea acestora la preparatele vegetale prin metoda
difuzimetrica in godeuri. Pentru cultivarea bacteriilor Gram negative s-a folosit mediul Endo
(mediu diferential diagnostic pentru enterobacterii), mediul geloza salind cu manitol pentru S.

aureus si Sabouraud Dextrose agar pentru fungi.
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2.4 Tehnologii de fabricare a produselor alimentare

2.4.1 Pregatirea plantelor si extractelor

Pentru obtinerca extractelor vegetale a fost utilizatd materia vegetala autohtona din
Republica Moldova (RM) din fructe de catina (Hippophae rhamnoides L.), maces (Roza canina
L.), scorus (Sorbus aucuparia L.), paducel (Crataegus monogyna), aronia (Aronia melanocarpa)
si tescovina de struguri (Vitis vinifera L.) din soiuri rosii. Ca materia vegetala a fost utilizate si
plante aromatice (extracte si pulbere): rozmarin, busuioc si cimbru. S-au testat soiuri noi de catina
alba R1, R2, R4, R5, C6, AGG, AGA, Mr. Sandu si Seirola recolta anului 2020, provenita din
satul Pohrebea, raionul Dubasari. Recoltarea fructelor de catina alba s-a facut in faza de maturare
completa (Macari et al., 2020; Macari et al., 2021).

Fructele de padure si plantele aromatice au continut ridicat de compusi biologic activi
(polifenoli) si o activitate antioxidanta considerabild au fost selectate pentru cercetare. Toate
materialele vegetale provin din Republica Moldova. Pentru a obtine extractele, boabele au fost
congelate la congelate la - 18 °C, uscate la temperatura camerei (20,0 + 2,0°C) si la 0 temperatura
a agentului termic de 65,0+1,0 °C. Materia vegetala uscata avea o umiditate finala de 8,0 = 1,0%.
Pentru extractie, substanta uscata a fost macinata si cernuta in pulbere. Procesul de extractie a fost
realizat prin doua metode: agitare si ultrasunete, respectand doua regimuri de temperatura: 20,0
1,0 °C i 45,0 = 1,0 °C si 3 perioade de timp: 0,5 h, 1,0 h si 1,5 h. Raportul dintre cantitatea de
materie vegetala si solvent a fost determinat experimental si depinde de tipul de materie vegetala:
maces (1:15), catina alba si frasin de munte (1:12), paducel (1:20) si aronia melanocarpa (1:18).
Pentru decantarea extractelor, probele obtinute au fost centrifugate la 7000 min* timp de 10

minute. Extractele obtinute Se pastreaza in sticle de sticla inchisa la culoare la 4 °C.

2.4.2. Microincapsularea extractelor

Pentru incapsularea extractelor de plante aromatice in alginat de sodiu (Alg) a fost folosita
tehnica picaturii (Rijo, 2016). Un amestec de alginat de sodiu (0,6 g) si apa ultrapura (20 mL) a
fost agitat pe o placi la 40 °C timp de 1 ori si 400 mint. Dupi ricire la temperatura camerei, s-au
adaugat 10 mL de extract sub agitare, continuand agitarea timp de inca 10 min. Solutia rezultata a
fost adaugata la o solutie de CaCl, 0,2 M folosind o seringa. Adaugarea amestecului a fost
efectuata sub agitare continua, intr-un interval de timp de 20 min. Agitarea a continuat inca 15
min, dupa care microcapsulele au fost spalate de trei ori cu apa ultrapura si apoi liofilizate.

2.4.3 Prepararea produselor din carne cu adaosuri vegetale

Probele de crenvusti au fost pregatite in conditii de laborator (semi-industriale) dupa

tehnologia clasica de fabricare a crenvustilor ,,Lacta” inclusi in grupa carnatilor fierti. Crenvurstii
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s-au fabricat conform retetei, In kilograme de materii prime pentru prepararea a 100 kg de produs
finit (kg/100 kg) din: carne de vita de calitate superioara (35 kg), carne de porc semigrasa (48 kg),
carne de porc grasa (12 kg), laptele praf (2 kg) si oud (3 kg). Tocdtura se amesteca cu condimente
si materiale auxiliare formate din sare (1,87 kg), zahar (0,12 kg), piper alb sau negru macinat (0,12
kg) si nucsoara (0,04 kg). De asemenea, 25% gheata a fost adaugata in compozitia carnatilor. Proba
martor a fost obtinuta conform tehnologiei clasice nemodificate. Apoi au fost preparate probe de
crenvusti cu extracte de busuioc liofilizate, cimbru si tarhon, luate in proportie de 0,1%, 0,2%,
0,3% fata de masa carnii utilizate. Extractele liofilizate din plantele mentionate au fost rehidratate
si adaugate in compozitie in stadiul tehnologic de tiiere si omogenizare. In mod similar, au fost
preparati si crenvursti cu adaosuri de pulbeie din fructe de catind albd, maces si paducel in
concentratii de 0,25; 0,5 si 1 %, raportate la masa carnii utilizate. Compozitia a fost introdusa
mecanic intr-o membrana de poliamida. Crenvustii au fost gétiti cu abur la 83 = 2 °C timp de 40
de minute la o temperatura interna de 72 °C. Dupa gatirea cu abur, probele au fost racite cu dus cu

apa rece. In final, probele au fost pastrate la 4 + 1°C timp de 6 zile.

2.4.4 Prepararea cremei de brdnza cu extract de busuioc microincapsulat

Laptele standardizat cu 3,8 % continut de grasime a fost pasteurizat la 63 - 68 °C timp de
30 de minute si racit la 30 - 32 °C. Ulterior, la lapte s-au adaugat 5 DCU/100 L de cultura initiala
mezofila CHOOZIT MA 14 LYO si 0,05 % (v/v) si coagulant Marzyme XT 850 IMCU. Laptele a
fost amestecat si coagulat timp de 2,0-2,5 ore, pana cand s-a format un cas ferm. Casul a fost tdiat,
amestecat si deshidratat in pungi de lavsan timp de 1 ora. Apoi, branza a fost scoasa din pungi si
racitd la 6 - 10 °C. Pentru a obtine crema de branza, branza a fost lipitd cu sare (0,7 % g/g) si
diferite niveluri de MBE (0,3 %, 0,6 %, 0,9 % si 1,2 % g/g, raportat la masa cremei de branza).

Probele cu crema de branza au fost pastrate in recipiente ermetice sterilizate la 4 °C.

2.4.5 Prepararea inghetatei cu adaosuri vegetale

Procesul de fabricare a inghetatei a inclus obtinerea mixului din lapte normalizat cu
continutul de grasime de 2,5 %, smantana dulce cu continutul de grasime de 45 %, lapte degresat
praf, zahdr, dextroza, sistem de stabilizare si emulgare, apa deionizata; filtrarea, omogenizarea la
temperatura de 55 °C si presiunea de 150 atm, pasteurizarea la temperatura de 82+1 °C timp de 25
s, racirea mixului pana la temperatura de 4+1 °C; dozarea pudrei de aronia sau de catina alba, sau
de macese, sau de paducel cu umiditatea de 51 % si granulozitatea de 50+10 um in cantitate de
0,1 - 1,0 % si a extractul hidroalcoolic de aronia sau paducel cu continut de substantd uscata de

75+5% in cantitate de 0,25 - 0,75 %, sau a extractului liposolubil de cétind albd sau macese in
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cantitate de 1 - 2 %; maturarea mixului la temperatura de 2-4 °C timp de 10 - 12 ore, freezerarea
pana la temperatura de minus 5 — minus 6 °C si capacitatea de aerare de 54 - 57 %; ambalarea
inghetatei, cdlirea la temperatura minus 30 — minus 40 °C pana la atingerea temperaturii din

interiorul inghetatei de minus 27+1 °C; depozitarea la temperatura de minus 18+2 °C, conform

(Popescu, L., 2020).

2.5 Metode de cercetare

in lucrare au fost folosite metodele de cercetare indicate in tabelul 2.3.

Tabelul 2.3 Metodele de cercetare

Materialul Referinte
Metode de Cercetarile bibliografice
examinat
1 2 3 4
Microbiologice: Examinarea, verificarea si  confirmarea
Preparate | tulpinilor. Balouiri et al.,
Microscopica biologice Screeningul  si  determinarea  activitatii 2016; CLSI,
Difuzimetrica (pulbere, antibacteriene (calitativ). 2018; 2019
(metoda godeurilor) extracte) Determinarea CMI si CMB (cantitativ).
Dilutii duble Tulpinile Determinarea efectului antibacterian. Improvizare
succesive standarte
Spectrofotometrica Crenvursti | Determinarea activitatii antibacteriene in situ. ~ 2014; SM ISO
Metoda improvizatiei | Crema de 4831:2010;
Metoda bacteriologica | brdanza Determinarea indicatorilor sanitar- ISO 6579-
Inghetata | microbiologici. 1:2017; 1ISO
6888-3:2011
Metoda DPPH (2,2- Extracte DPPH este un radical liber stabil. Solutia DPPH |Brand-
diphenil-1- vegetale isi pierde culoarea caracteristica violeta, atunci \Williams. et
picrilhidrazil) de cand accepta hidrogenul de la un donator jal., 1995
determinare a corespunzator. Masurarile s-au facut la 515 nm.
activitatii antioxidante Rezultatele sunt exprimate in % inhibat si in
mmol TE/g s.u.
Metoda ABTS de Extracte Activitatea antioxidanta folosind metoda ABTS [Thaipong, et
determinare a vegetale a fost determinata prin adaugarea a 0,34 mL |al., 2006
activitatii antioxidante extract la 3,4 mL solutie ABTS. Amestecuri au
fost lasate sa stea la intuneric timp de 6 minute,
apoi absorbanta la 734nm a fost cititd cu
spectrofotometrul UV-VIS T80 (PG Instruments
Limited, Leicestershire, Marea Britanie).
Rezultatele s-au calculat din curba de calibrare
Trolox (R2 = 0,9982), trasa pentru concentratii
in intervalul 0,01-0,4 mM, iar rezultatele au fost
exprimate in mM Trolox/g s.u.
Determinarea Extracte Rezultatele au fost exprimate in mg echivalent |lvanovaetal.,
continutului total de vegetale acid galic per g substanta uscata (S.u.) de extract 2010
polifenoli, metoda (mg GAE/g s.u.).
Folin-Ciocalteu
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Continuare tabelul 2.3

Analiza HPLC-DAD-
ESI-MS a
polifenolilor

Extracte
vegetale

Analiza a  fost efectuata  utilizdnd
cromatograful lichid Agilent HP-1200 echipat
Cu 0 pompa cuaternard, autosampler, detector
DAD si detector de electrospray API cu un
singur patrupol MS-6110. Modul de ionizare
pozitiva a fost aplicat pentru a detecta compusii
fenolici; au fost aplicate diferite fragmente, in
intervalul 50-100V. Coloana a fost un Eclipse
XDB-C18 (5 um; 4,5 x 150 mm i.d.) de la
Agilent. Faza mobila a fost (A) apa acidulata
cu acid acetic 0,1% si (B) acetonitril acidulata
cu acid acetic 0,1%. Cromatogramele au fost
inregistrate la lungimea de unda A = 280, 340
si 520 nm, iar achizitia datelor a fost realizata
cu software-ul  Agilent  ChemStation.
Continutul de polifenoli specifici a fost
determinat utilizand 0 comparatie a timpilor de
retentie si a varfurilor.

Popescu et al.,
2023

Spectroscopie in
infrarosu cu
transformata Fourier
(FTIR)

Extractul de
busuioc
incapsulat

Spectrele FTIR au fost inregistrate utilizand
un spectrometru FTIR FT/IR-6100 (JASCO
International Co., Ltd., Tokyo, Japonia) in
intervalul spectral 4000 pana la 400 cm™, cu
o rezolutie de 4 cm™! prin tehnica peletelor
KBr. in fiecare proba au fost dispersate 300
mg de KBr anhidru amestecat cu mortar de
agat. Peletele au fost obtinute prin presarea
amestecului intr-o matritd evacuatd. Spectrele
au fost colectate si analizate cu software-ul
Jasco Spectra Manager v.2.

Popescu et al.,
2023

Analize fizico-
chimice

Crema de
branza

Continutul de lipide a fost determinat prin
metode gravimetrice. Continutul de substanta
uscata a fost determinat folosind ISO 5534;
2004. Continutul de proteine a fost determinat
folosind metodele Kjeldahl. pH-ul a fost
masurat cu un Titrator SI Analytics
TitroLine® 5000 (Xylem  Analytics,
Letchworth, Marea Britanie) la 20°C.
Proprietatile fizico-chimice, cu exceptia pH-
ului, au fost determinate doar in prima zi de
depozitare.

ISO 1211:2010]
IDF 1:2010;
1SO 5534:2004|
IDF 4:2004

Analize senzoriale

Crema de
branza

Analiza senzoriald a probelor de crema de
branza a fost determinata utilizand scala de
notare de 5 puncte, conform unui grup de 11
evaluatori selectati, specializati in domenul
dat.

I1ISO 22935-
3:20009;
ISO 8586:2012

Analiza
caracteristicelor de
textura

Crema de
branza

Analiza profilului de texturd a probelor de
crema de branza a fost realizatd cu un analizor
de textura TA HD Plus C (Stable Micro
Systems, Godalming, Marea Britanie).
Parametrii texturali au fost determinati in
zilele 1, 7, 14, 21 si 28.

Popescu et al.,
2022

Nota: HPLC — cromatografie lichida de inalta performanta; CMI - cantitatea minima de inhibitie, CMB - cantitatea minimi

bactericida
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2.6 Caracteristica metodelor microbiologice utilizate pentru testari in vitro

Metoda microscopica a fost folosita pentru identificarea microbiana a implicat utilizarea
microscopului optic cu imersie pentru a observa morfologia microorganismelor. Aceastd metoda
permite sa descriem forma celulei, aranjamentul si unele elemente de structura endosporul si
capsula, precum si alte componente structurale. Metoda a fost utilizata pentru confirmarea
morfologica a tulpinilor luate in studiu. Ca material s-au utilizat coloniile crescute pe mediile de
nutritie cu identificarea morfologica prin tehnica Gram si coloratia simpla cu albastru de metilen.

Metoda difuzimetrici in godeuri a fost utilizata pentru determinarea efectului
antimicrobian al pudrelor si extractelor vegetale mentionate in tabelul 2.1. Pentru evaluarea
activitatii antimicrobiene a extractelor de plante si metabolitilor secundari se foloseste frecvent
metoda difuziei in godeuri cu agar. Suprafata placii cu agar este inoculata folosind un proces
similar cu abordarea metodei difuzimetrice cu discuri, in care un volum de inoculum microbian
este repartizat pe intreaga suprafata a agarului.

Pregatirea inoculului microbian. Un volum de 1 mL de solutie fiziologica se transfera cu
pipeta intr-0 eprubeta cu geloza in panta ce contine culturd bacteriana de 18 - 24 de ore, dupa care
aceasta se agita, astfel obtinandu-se 0 suspensie bacterianad de turbiditate inalta. Din suspensia
obtinuta se prepara inoculum ce va corespunde etalonului de turbeditate 0,5 McFarland.

Procedura. Prealabil au fost preparate mediile de nutritie (agarul Muller Hinton) conform
instructiunii producatorului si a fost sterilizat prin autoclavare, apoi repartizat in cutii Petri. Pentru
testarea sensibilitatii, in majoritatea cazurilor se foloseste mediul MullerHinton, care are o valoare
nutritiva ce permite dezvoltarea optima a unei mari varietati de bacterii si nu contine inhibitori ai
actiunii unor AB. Este mediu de culturd optim pentru majoritatea germenilor nepretentiosi
patogeni, folosit cu succes de multi ani, demonstrandu-si calitatile. Mediul trebuie sa aiba o
grosime de 4 £ 0,5 mm. Dimensiunile placilor pot varia in dimensiuni in dependenta de
producatori: placa circulara de 90 mm (~25 mL); placa circulara de 100 mm (~31 mL); placa
circulara de 150 mm (~71 mL) si placa patrata de 100 mm (~40 mL). Adancimea mediului nu
trebuie sa depaseasca valorile stabilite, deoarece compusul testat difuzeaza in mediu atat la
suprafata cat si in profunzime.

insimantarea plicilor, imersim tamponul de vati in inoculum etalonat. Stoarcem
exscesul de lichid prin rotire ferma a tamponului pe peretele tubului. Epuizam tamponul in striuri
paralele pe toata suprafata placii de geloza, succesiv in 3 directii pin intoarcerea placii cu cate 60
°C. In final se parcurge cu varful tamponului toata circumferinta plicii la limita cu sticla. Placa
insamantata se lasa timp de 3 - 5 min (nu mai mult de 15 min), pentru absorbtia inoculului. Se

decupeaza godeuri in placa de geloza prin intermediul unui cilindru cu diametrul de 8 mm,
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prealabil sterilizat. S-au efectuat un godeu sau trei, echidistant. Din momentul etalonarii culturii,
placile trebuie insamantate in maximum 15 min. Aplicam in godeuri substantele pentru testatare,
prealabil dizolvate in solutie fiziologica sterild. In fiecare godeu s-au picurat 3 picaturi. Plicile au
fost introduse in frigider timp de 30 de minute pentru a permite extractelor sa difuzeze mai bine in
geloza, apoi au fost incubate la temperatura de 37 °C timp de 16 - 18 ore.

Citirea si interpretarea: Masuram cu sublerul sau rigla gradata in mm diametrul zonelor de
inhibitie completa a cresterii. Lipsa cresterii Sau ,,activitatea antimicrobiana” se refera la toti
agentii care pot inhiba cresterea microorganismelor, pot preveni formarea de colonii microbiene
si, eventual, chiar le pot distruge. Cu cat diametrul zonei de inhibitie este mai mare, cu atat
compusul este mai activ (CLSI, 2018; 2019).

Produsele de testat au fost dizolvate: 1 g produs in 4 mL de solutie fiziologica. Doar
Paducelul a fost dizolvat: 1 g produs in 6 mL de ser fiziologic. Testari similare au fost efectuate in
laboratorul AgroBioTech, Nitra, Slovacia. In calitate de microorganisme de testat s-au utilizat
tulpini din Colectia Ceha de Microorganisme (CCM), mentionate in tabelul 2.1. Culturile au fost
reactivate conform instructiunilor producatorului. La 10 mL bulion Muller-Hinton s-a adaugat
tulpinile de testat, respectiv in fiecare tub (dryed disk (liofilizat) , cu exceptia S. Enteritidis -
100 pL. Culturile de microorganisme au fost lasate sa creasca intr-un incubator la 37 °C timp de
24 de ore. Trebuie de mentionat ca preparatele utilizate in aceste testari au fost cu o vechime de 3
ani (obtinute in a. 2019).

Procedeul: Din cultura microbiand de 18-24 ore, s-a preparat suspensia conform
standardului optic de opalescenta (OD). Initial s-a verificat densitatea optica a apei, ce trebuie sa
corespunda valorii zero, apoi s-a standardizata suspensiile din culturile de testat. Incipient s-a
agitat la 2500 rpm (shaker IKA VORTEX), ulterior s-a ajustat OD (densitatea opticd) 10°. Din
fiecare tulpina de testat s-au inoculat cate 100 uL pe placa cu Muller Hinton agar cu spatula (prin
inundare), pentru a obtine crestere uniforma. S-au efectuat godeuri (cu un cilindru steril) cu
diametrul de 6 mm. In fiecare godeu s-au introdus cate 0,1 g de pulbere de fructe de padure. Placile
au fost incubate la termostat la temperatura de 37 °C pentru 18 - 24 ore. Placile inoculate cu C.
perfringens s-au introdus in anaerostat (gaz pachet pentru generarea conditiilor de anaerobioza).
S-au interpretat rezultatele. Dupa expirarea timpului de incubare, placile se scot din termostat.

S-a observat 0 crestere bacteriana confluenta pe placi. Inhibarea cresterii bacteriene s-a
apreciat prin absenta cresterii bacteriene in jurul godeurilor (zona de inhibitie). S-a masurat
diametrul zonei de inhibitii cu ajutorul sublerului. Diametrul cel mai mare de inhibare (zona
transparenta in jurul godeului) a cresterii s-a considerat cel mai bun rezultat (cel mai activ

preparat).
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Masurarea ratei de crestere a tulpinilor individuale. Ratele de crestere specifice ale

tulpinilor individuale au fost calculate conform relatiei (Sandulachi et al., 2021):

W= lnX—lnXo1 (2.1)

Ar

unde:

X reprezintd numarul de bacterii la sfarsitul fazei de crestere exponentiala;

Xo - numarul de bacterii la inceputul fazei de crestere exponentiala;

At — intervalul de timp dintre observatii.

Metoda dilutiilor. Determinarea concentratiilor minime de inhibitie si concentratiilor
minime bactericide ale compusilor naturali. Metoda dilutiilor permite determinarea valorilor
CMI, deoarece ofera posibilitatea de a estima concentratia agentului antimicrobian testat in bulion
(macrodilutie sau microdilutie). Valoarea CMI inregistrata este definitd ca cea mai mica
concentratie a agentului antimicrobian testat care inhiba cresterea vizibila a microorganismului
testat si este de obicei exprimati in pg/mL sau mg/L. In studiu a fost utilizatd metoda dilutiilor
succesive (macrodilutii in tuburi). Bulionul nutritiv se repartizeaza in cantitate de 1mL in fiecare
eprubeta. Numarul de eprubete se selecteaza in conformitate cu numarul dorit de dilutii cu luarea
in calcul si a martorului negativ. Incipient s-a preparat solutia (amestecul) de baza, la 1g preparat
se adauga 1 mL solutie salind. Concentratia solutiilor de lucru este calculata pe baza concentratiei
maxime necesare intr-0 serie de dilutii in serie, luandu-se in calcul si dilutia preparatului care reiese
din adaugarea lui ulterioara in mediul nutritiv.

Solutia de baza, intr-0 cantitate de 1 mL, se introduce in primul tub care contine 1 mL de
bulion, prin intermediul unei pipete sterile. Se agita tubul, cu o pipetd noua sterila, se colecteaza
1 mL de bulion, care se transfera intr-un al doilea tub cu aceiasi cantitate de mediu nutritiv. Aceasta
procedura Se repetda pana cand se prepara numarul necesar de dilutii. Din ultimul tub se inlatura
1 mL de bulion. Astfel, in lucru vor fi luate o serie de eprubete cu solutii ale preparatului cu
proprietati antibacteriene, concentratiile carora difera in tuburi adiacente de 2 ori. Se prepara
inoculum din microorganismele de cercetat ce contine 1,5 x 108 UFC/mL, ce trebuie sa fie in
conformitate cu standardul de turbiditate 0,5 McFarland. Apoi in fiecare eprubeta se introduce
acelasi cantitate de suspensie microbiana (0,01 mL).

Eprubetele se inchid cu dopuri sterile din bumbac si tifon si se incubeaza la 0 temperatura
optima de 37 °C pentru 18 - 24 ore. Ulterior, a fost determinata valoarea CMI prin examinarea
macroscopica a tuburilor pentru a testa prezenta sau absenta cresterii microorganismelor testate.
Cea mai mica concentratie din tubul in care a fost inhibata cresterea vizibila a culturii reprezinta
valoarea CMI (mg/mL) pentru compusul testat. In celelalte tuburi si in tubul de control, turbiditatea

mediului este atestata ca urmare a multiplicari microorganismelor. Aceasta metoda a permis, de
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asemenea, determinarea valorii CMB pentru compusul testat. Pentru determinarea CMB, din
fiecare dilutie au fost subcultivate placi cu agar Miieller-Hinton si incubate ulterior in termostat la
0 temperatura de 37 °C pentru 18 - 24 ore. S-au interpretat rezultatele. Valoarea CMB este data de
cea mai mica concentratie a compusului testat care reduce numarul de colonii de pe placa cu pana
la 99,9 %. Toate testele au fost efectuate in trei repetitii (Balouiri et al., 2016; Lozan -Tirsu, 2016;
CLSI, 2018; 2019).

Metoda microdilutiilor in placi. Cele mai frecvent utilizate metode pentru determinarea
efectului antimicrobian al plantelor sunt testul de difuzie in geloza (metoda godeurilor), metoda
macodilutiilor si microdilutiilor. Metoda difuziei in geloza este 0 metoda cantitativa si nu
determina CMI si CMB. Metoda dilutiilor este utila pentru determinarea CMI si CMB a unui
numar mare de probe, care necesitad cantitati mici de substante. Acesta poate fi deosebit de
important daca antimicrobianul este limitat, asa cum este cazul pentru multe produse naturale.
Aceastd metoda poate fi folosita si pentru o mare varietate de microorganisme, nu este costisitoare
sl prezinta rezultate reproductibile. Scopul acestui studiu a fost evaluarea metodei microplacilor
pentru determinarea activitatii antimicrobiene ale extractelor si produselor naturale. in cercetare
pentru metoda calitativa difuzimetrica cat si pentru metoda microdilutiilor s-au utilizat preparate
cu o vechime de doi ani (2020).

Metoda de extractie etanolica. Pentru determinarea CMI si CMB prealabil a avut loc
extractia substantelor active. Prealabil din fiecare preparat s-au cantarit cate 2,5 g dupa care s-au
adaugat 25 mL de etanol de 96 %. Apoi preparatele s-au introduc in camera de incubare cu agitare
(incubator shaker) pentru o siptimani la temperatura 25 °C cu frecventa de 150 min™. A fost
utilizat dispozitivul ,,Shaker incubator GFL 3031”. Dupa agitare timp de o saptamana, s-au filtrat
preparatele (C6, R1, R4, AGA, Mr. Sandu) cele care au manifestat efect antibacterian, prin hartie
de filtru (hartie de filtru Whatman Nr. 1). Extragerea substantei active (obtinerea extractelor) s-a
efectuat cu ajutorul aparatului ,,Rotary Vacuum Evaporator (witegvapor HS2005S-N)” la baia de
apa la temperatura de 40 °C. Extractia s-a efectuat la 20 min in vid. Etanolul s-a obtinut prin
evaporare in vid. Ulterior DMSO (dimetil sulfoxid) 1 % s-a utilizat ca solvent. S-a adaugat
1000 pL de DMSO pentru fiecare extract.

Metode standard de verificare a indicatorilor. In lucrare s-au determinat: NGMAFA
(Numarul total de germeni mezofili, aerobi, facultativ anaerobi); bacterii coliforme; S. aureus;
Microorganisme patogene, inclusiv Salmonella spp. Verificarea, mai ales in caz de suspiciune de
contaminare, prezinta informatii despre gradul de incarcare bacteriana, tipul microorganismelor si

implicit cu prospetimea carnii. Se determina numarul total de germeni (NTG) aerobi mezofili, ce
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reprezinta un indicator sanitar; furnizeaza date privind gradul de contaminare al produsului
cercetat. Bacteriile coliforme indica contaminarea de origine fecala Salmonella.

Conform normativelor in vigoare crenvursti sunt cercetati la urmatorii indicatori:

e NGMAFA 1x10% UFC/g (nivel maxim admisibil).
e Bacterii coliforme in 1,0 g — absent.
o Clostridii sulfitreductoare in 0,01 g — absent.
e S. aureus in 1,0 g — absent.
¢ M/o patogene, inclusiv Salmonella spp. in 25,0 g — absent.
¢ L. monocytogenes in 25,0 g — absent.:
Toti indicatorii sunt investigati conform documentelor normative
Reguli specifice pentru pregatirea carnii si a produselor din carne — SM EN 1SO 6887-2:
e NGMAFA - SM EN ISO 4833-1 B. coliforme — SM ISO 4831 (metoda de detectie).
e S. aureus — SM SR EN ISO 6888-3 (metoda de detectie).
e Salmonella spp. — SM EN ISO 6579-1 (metoda de detectie).
e L. monocytogenes — SM EN 1SO 11290-1 (metoda de detectie).

NGMAFA (SM EN ISO 4833-1) Se iau 10 g de produs si 90 mL de solutie pentru dilutii
(0,1 % api peptona). Se agita bine intr-un mixer. Se obtine 0 dilutie10° (SM EN 1SO 6887-2). in
acest caz, nivelul maxim admis de mezofili aerobi si facultativi anaerobi este de 1x10° UFC/g.
Reesind din aceasta, se fac insimintiri pe doui plici din fiecare dilutie. Din 10 cate 1mL pe doui
plici si din 102 cate 1 mL pe dous plici. Peste inoculum se toarna 15 - 20 mL de agar nutritiv topit
si racit la 45 °C. Se agita placile prin rotatie, apoi se lasa agarul sa se raceasca si sa se solidifice
(15 - 20 de minute). Se incubeaza pentru 72 ore la temperatura de 30+1 °C. Dupa 72 de ore se
determina numarul de colonii.

Bacterii coliforme (SM 1SO 4831) Din proba preparati, adica din dilutia de 107, se
preleva 10 mL de proba (corespunzator unui gram material de inoculat) si se introduce in bulion
LST (lauryl tryptose broth), 90 mL concentratie standard sau 10 mL concentratie dubla. Se
incubeaza pentru 24 de ore la 37 °C. Daca in ziua urmatoare Se observa turbiditate si formarea de
gaz in proba testata, se fac insamantari pe mediu de confirmare. Se incubeaza pentru 24 - 48 ore
la 37 °C. Prezenta turbiditatii, formarea acidului (fermentatia lactozei) si a gazelor, indica prezenta
bacteriilor coliforme. Daca nu se constata aceste schimbari, atunci rezultatul se considera negativ.
Bacteriile coliforme intr-un gram produs trebuie sa fie lipsa.

S. aureus (SM SR EN ISO 6888-3) Metoda de detectie Din proba preparata, adica din
dilutia de 107, se prelevd 10 mL de probi (corespunzitor unui gram material de inoculat) si se
introduce in GC bulion - mediu de imbogatire (90 mL de concentratie standart sau 10 mL de
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concentratie dubla), se toarna ulei de vazelina pentru a crea conditii de anaerobioza. Se incubeaza
pentru 24 de ore la 37 °C. Dupa 24 - 48 de ore se inoculeaza pe geloza salina cu galbenus de ou.
Se incubeaza pentru 48 de ore la 37 °C. Coloniile caracteristice: diametru 1,5 - 2,5 mm, cu 0 zona
de lecitinaza (halou in jurul coloniei). Test de confirmare — plasmocoagulaza.

Salmonella (SM EN ISO 6579-1) Metoda de detectie Se cantareste 25 g de produs, la
care se adaoga 225 mL apa peptona de 1 %. Se termostateaza 24 de ore la 37 °C. A doua zi, se
efectuiaza insamintari pe medii lichide de imbogatire: 0,1 mL suspensie in 10 mL RVS. Se
termostateaza pentru 24 ore la 42 °C, dupa care 1,0 mL de suspensie se reinsamanteaza in 10 mL
mediu de imbogdtire cu incubare timp de 24 de ore la 37 °C. Daca se determina crestere
caracteristica, din fiecare placa se selecteaza minimum 5 colonii suspecte, care se repica pe mediu

Kligller, apoi se identifica prin determinarea proprietatilor biochimice si structurii antigenice.

2.7 Metode de testare in situ a efectului antibacterian al pulberilor si extractelor
vegetale

A fost determinatd actiunea antibacteriana in situ a produselor extractelor si pulberilor
vegetale (fructe de padure, tescovina de struguri, busuioc, cimbru si tarhon) pe produse din carne
(crenvusti) si lactate (crema de branza, inghetatd). Pentru realizarea testarilor, produsele cu
adaosuri vegetale si probele martor au fost infectate cu tulpini de referinta (S. aureus ATCC 25923,
S. Abony NCTC 6017 si E. coli ATCC 25922). Ulterior a fost testata capacitatea de proliferare a
microorganismelor inoculate. Incipient s-au pregatit probele de crenvursti. Cate 1,0 gr de fiecare
proba, s-a maruntit in mojar, apoi s-au adaugat suspensia de culturi bacteriene S. aureus, S. Abony
si E. coli cate 1 pl standardizate conform standardului de turbiditate 0,5 McFarland. Ulterior
probele s-au incubat in termostat la temperatura de 37 °C pentru 24 ore, timp pentru dezvoltarea
tulpinelor. Probele infectate ce contin diferite extrase vegetale (martor, busuioc, cimbru, tarhon,
catina, macese) au fost pregatite si mentinute 24 si 48 ore pentru a determina efectul antibacterian.

A doua zi s-au facut dilutii zecimale a fiecarei probe infectate. La 1g de proba infectata s-
a adaugat 9 mL solutie fiziologica. S-au efectuat sase dilutii. Ulterior, s-au facut repicari pe medii
optime tulpinelor de testat. Repicarile s-au facut din dilutiile -3 si -6, a cate 2 picaturi din dilutiile
respective si insamintate cu spatula Drigalski pe placi Petri. Placile inoculate au fost incubate la

temperatura de 37 °C pentru 24 ore, s-au interpretat rezultatele, s-a determinat numarul de colonii.

2.8 Modelarea matematica
Analiza informationald a datelor experimentale permite stabilirea influentelor dintre

diversele marimi experimentale (Fellin, 2005; Fellin, W. Analyzying Uncertainty in Engineering.
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Ed. Springer, Berlin, Germany, 2005). Informatia mutuala reprezintd 0 masura cantitativa a
interdependentei caracteristicilor unui sistem si constituie un concept ce ofera masura cantitativa
a reducerii incertitudinii. Unitatea de masura a informatiei este bitul, 0 masura a interdependentei
dintre variabile. Cu cat influenta factorilor analizati (temperatura, timp de pastrare) asupra
parametrilor de calitate este mai pronuntata, cu atat valoarea in biti este mai mare. Programul
MATLAB (MathWorks, Inc., Natick, MA, SUA) a fost aplicat pentr analiza informationala. Au
fost elucidate influenta timpului de pastrare si a concentratiei asupra parametrilor texturali, pH si

acceptabilitatea generala a probelor de crema de branza.

2.9 Analiza statistica a rezultatelor

Toate calculele au fost efectuate folosind Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft,
Redmond, WA, SUA). Datele obtinute in acest studiu sunt prezentate ca valori medii + eroarea
standard a mediei, calculata din trei experimente paralele. A fost calculata abaterea medie

patratica:

X = L (2.2)

(2.3)
S
S-=— 2.4
<~ In @4
Ulterior a fost evaluat intervalul de certitudine folosind testul Student:

- - t.-S
X+t -S-,  sau  xx- (2.5)

X \/ﬁ

A fost aplicat un prag de certitudine de 95 %.

Compararea valorilor medii s-a bazat pe analiza unidirectionala a variantei (ANOVA)
conform testului Tukey, la un nivel de semnificatie de p < 0,05, folosind programul Staturphics,
Centurion XVI1 16.1.17 (Statgraphics Technologies, Inc., The Plains, VA, SUA).

2.10 Concluzii la capitolul 2
1. Cercetarile au prevazut un studiu analitic complex, care a oferit posibilitatea evidentierii

efectului antimicrobian. Investigatiile au fost structurate si desfasurate in etape. Abordarile

66



microbiologice, sociologice si biochimice corespund principiilor si tendintelor actuale de
cercetare. Studiul a fost efectuat in mai multe etape cu utilizarea metodelor istorico-
bibliografice, matematico-statistice, analitice, microbiologice, chimice si de comparare.

2. Pentru realizarea tezei de doctor in calitate de obiecte de studiu au fost utilizare tulpini
de referinta ce provin din American Type Culture Collection (ATCC), oferite de Agentia Nationala
pentru Sanatate Publica si Colectia Ceha de Microorganisme, care au permis de a evidentia corect
si la nivel metodologic adecvat activitatea antimicrobiani a preparatelor biologice. In studiu au
fost incluse microorganisme Gram pozitive, Gram negative si fungi.

3. In cercetare au fost utilizate metode calitative si cantitative. Pentru determinarea
efectului antimicrobian au fost utilizate metoda difuzimetrica in godeuri si metoda dilutiilor
succesive. testarile au fost efectuate in vitro.

4. S-a determinat in vitro efectul microbiostatic si microbicid la contact direct cu diferite
tipuri de pulbere vegetala obtinute din fructe de padure (catina alba, maces, aronia, paducel) si srot
din fructe de catina alba, maces si tescovina de struguri, cu microorganisme patogene, care pot sa
cauzeze alterarea produselor alimentare.

5. S-a stabilit in situ a efectului microbiostatic a unor fractii vegetale bogate in compusi
fenolici pe diferite matrici de produse alimentare (carne si mezeluri, produse lactate).

6. Metodele, utilizate in cercetare au permis determinarea la grad stiintific aprofundat a
activitatii compusilor biologici asupra microorganismelor implicate in etiologia infectiilor
alimentare.

7. Rezultatele cercetarii au fost supuse analizei statistice detaliate cu utilizarea diverselor
metode matematice, ceea ce a permis aprecierea veridicitati. Strategia analizei datelor a fost
selectatd n raport cu obiectivele propuse si tipul de date analizate, ceea ce a facut posibila

formularea de concluzii si de recomandari practice.
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3. EFECTUL ANTIMICROBIAN AL PREPARATELOR DE
ORIGINE NATURALA

In lucrare a fost testat efectul antibacterian al preparatelor naturale pe diverse tipuri de
microorganisme Gram-pozitive si Gram-negative: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Aboni NCTC 6017, Bacillus cereus, ATCC11778,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Geobacillus stearothermophilus ATCC7953Bacillus subtilis
ATCC 6633, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Listeria monocytogenes ATCC 19118,
Candida albicans ATCC 10231 (Agentia Nationald pentru Sanatate Publica) si Staphylococcus
aureus CCM 2461, Listeria monocytogenes CCM 4699, Bacilus cereus CCM 2010, Bacilus
subtilis CCM 1991, Clostridium perfringens CCM 4991, Pseudomonas aerugenosa CCM 3955,
Shigella sonnei CCM 4421, Salmonella Enteritidis, CCM 4420, Escherichia coli CCM 3954
(Colectia Ceha de Microorganisme, Nitra, Slovacia). In calitate de preparate naturale cu efect
antibacterian au fost utilizate pulbere si extracte din urmatoarele fructe de padure: catina, macese,

tescovina din struguri, aronie, paducel si plante aromatice: busuioc, cimbru, rozmarin.

3.1 Determinarea activitiatii antimicrobiene a pulberilor vegetale prin metoda
godeurilor

Testarea in vitro a probelor s-a realizat pe tulpini ATCC, oferite de Agentia Nationala
pentru Sanatate Publica (ANSP) si Czech Collection of Microorganisms, din cadrul Centrului de
Cercetare AgroBioTeh, Nitra, Slovacia. Tulpinile ATCC utilizate au fost revigorate prin crestere
peste noapte in bulionul Mueller Hinton, la 37 °C. Tulpinile au fost apoi diluate la o densitate
optici (OD) de 0,5 McFarland standard (1,5 x 108 UFC/mL). Primul pas citre validarea eficacititii
produsului natural ca potential antibacterian este analiza activitatii antibacteriene in vitro, in care

Scopul studiului a fost de a determina daca agentii etiologici sunt rezistent sau sensibil la
agentii antimicrobieni naturali testati in conditii de laborator (in situ). Activitatea potentiala
antibacteriand a pulberilor din fructe de padure si a extractelor a fost initial determinata prin
metoda difuziei in godeuri cu agar. In conformitate cu obiectivele preconizate, pe parcursul
cercetarii s-a determinat in vitro efectul microbiostatic si microbicid la contact direct cu diferite
tipuri de pulbere vegetala obtinute din fructe de padure (catina alba, maces, aronia, paducel) si srot
din fructe de catina alba, maces si tescovina de struguri, cu microorganisme patogene, care pot
provoca alterarea produselor alimentare — Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus

subtilis si Klepsiella pneumoniae reprezinta cele mai frecvente cauze ale imbolnavirilor in masa a
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populatiei din cauza alimente contaminate cu aceste bacterii ce prezinta riscuri pentru sanatatea
umana (tab. 3.1). Klepsiella pneumoniae apartine familiei Enterobacteriaceae si prezinta un
patogen important, responsabil pentru infectiile associate asistentei medicale, urinare, a tractului
respirator si a infectiilor de flux sangvin, fiind responsabil pentru mai mult de 70 % din infectii,
contaminarea fiind posibila in urma manipularii alimentelor (Ghendov-Mosanu et al., 2018;
Sandulachi et al., 2021). Datele din tabelul 3.1 demonstreaza existenta impactului antimicrobian
a pulberilor din fructe de padure (catina alba, maces, aronia, paducel) si srot din fructe de catina
alba, macese si tescovina de struguri din soiuri rosii, impotriva bacteriilor Gram negative si Gram
pozitive.

Tabelul 3.1 Zonele de inhibitie a pulberilor vegetale asupra microorganismelor patogene

Pulbere Diametrul zonei de inhibitie completi a cresterii, mm

S. aureus B. subtilis E. coli K. pneumoniae

ATCC 25923 ATCC 6633 ATCC 25922 ATCC 13883
Catina 22,0+0,2 20,0+0,2 18,2+0,3 17,4+0,4
Srot de catina 18,0+0,1 17,1+0,3 15,2+0,3 13,2+0,3
Maces 16,0+0,3 15,1+0,2 10,3+0,4 9,3+0,3
Srot de macese 12,0+0,2 12,2+0,2 9,3+0,3 8,1+0,1
Tescovina de struguri 11,0+0,1 11,0+0,3 9,240,2 7,3+0,2
Aronia 10,0+0,2 9,4+0,4 7,1+0,1 7,2+0,2
Paducel 10,0+0,1 11,2+0,2 8,2+0,2 7,24+0,2

Nota: *Valorile fiecarui test realizat in triplicate si calculat ca medie +eroare standard (SE), analiza statisticd - ANOVA, (o< 0,05)
cu GraphPad 5

Actiunea pulberilor vegetale a fost studiata pe tulpini bacteriene Gram pozitive si Gram
negative. Toate preparatele au manifestat activitate antimicrobiana. Pulberile vegetale din catina
alba au manifestat efect inhibitor fata de toate tulpinile testate. Un efect accentuat au dovedit
pulberile din catina alba. Srotul de catina are de asemena actiune vadita asupra tuturor tulpinilor
luate 1n studiu. Catina si srotul de catina au fost foarte active fata de S. aureus, diametrul zonei de

inhibitie este de 22+0,2 mm si pentru srotul de catina de 18+0,1 mm in diametru (fig. 3.1).

Figura 3.1 Actiunea diferitor tipuri de materie vegetala asupra tulpinei de S. aureus.
a) 1 - paducel; 2 - srot de catina; 3 - maces; b) 4 - aronia; 5 - catind; 6 - tescovina de struguri.
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Conform figurii 3.1, pulberea din macese a demonstrat un efect mai moderat, diametrul
zonei de inhibitie 16+0,3 mm pentru S. aureus si 15+0,2 mm pentru B. subtilis. Aronia si paducelul
au o valoare de activitate antibacteriand mai redusa, diametrul zonei de inhibitie este 10+0,1 mm
pentru S. aureus si, respectiv, 9,3+0,3 si 11+0,1 mm pentru B. subtilis.

Aceleasi pulberi vegetale au fost utilizate pentru bacteriile Gram negative. E. coli si K.
pneumonie au fost mai sensibile fata de preparatele de catina, diametrul de inhibitie fiind 18+0,1
mm pentru E. coli si 17+0,3 mm pentru K. pneumonie. Macesul si tescovina au manifestat efect
moderat fata de aceste bacterii. Activitatea antibacteriana cu valori mai reduse au manifestat aronia
si paducelul cu un diametru inhibitor echitabil pentru ambele tulpini (tab. 3.1). Din datele obtinute
putem concluziona ca preparatele de catina sunt active asupra tulpinilor luate in studiu. Bacteriile
Gram pozitive s-au dovedit a fi mai sensibile, in special S. aureus.

Conform unor autori, aronia a fost activa asupra S. aureus si S. Typhimurium, dar asupra
E. coli nu a demonstrat eficacitate (Dilaranur, 2023). Potrivit Liepina si cercetatorii, Studiile
anterioare au aratat ca extractele de aronia poseda proprietati inhibitoare impotriva cresterii
bacteriilor gram-negative, in special P. aeruginosa si S. Typhimurium, dar nu au fost detectate
activitati inhibitorii impotriva E. coli (Liepina et al., 2013). Liepina si colegii au remarcat ca
extractele etanolice si lichide derivate din A. melanocarpa sunt efective asupra bacteriilor gram-
pozitive precum B. cereus si S. aureus. Autorii din Coreea au determinat activitatea antibacteriana
a aroniei asupra Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Cronobacter sakazakii si Salmonella
Enteritidis. Studiul lor a precizat ca extractul de Aronia melanocarpa a fost mai eficient impotriva
bacteriilor Gram-pozitive decat bacteriilor Gram negative (Kim, et al., 2018).

Prin metoda difuziei in godeuri s-a determinat activitatea antibacteriana a tescovinei de
struguri de catre cercetatorii Yixiang Xu, Sheanell Burton. Extractele au prezentat activitate
antibacteriand impotriva L. monocytogenes si S. aureus, dar nu a fost detectata activitate
antibacterianad impotriva E. coli O157:H7 si S. Typhimurium (Xu et al., 2016). Rezultatele noastre
concorda partial cu studiile anterioare ale tescovinei de struguri care au demonstrat activitate
antibacteriand atat impotriva bacteriilor Gram-pozitive, cat si impotriva bacteriilor Gram-negative
si ca extractele au fost mai eficiente impotriva bacteriilor Gram-pozitive. Nada El Darra si
colaboratorii (2012) au constatat ca activitatea antimicrobiana a fost mai eficienta impotriva
tulpinilor Gram-pozitive decat Gram-negative si a tulpinilor levuri. In plus, rezultatele noastre au
evidentiat un rol semnificativ al efectului antimicrobian asupra S. aureus in comparatie cu studiile
efectuate de Yousef I. Hassan si colegii (2019).

Studiul lui Ocksook Ya (Yi et al., 2007) a detectat activitatea antibacteriana la macese.

Cresterea bacteriilor Gram-pozitive, cum ar fi E. faecalis, B. subtilis si S. aureus, inclusiv o tulpina
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rezistentd la meticilind, a fost inhibata de extractele de maces, diametrul zonei de inhibitie
constituind 15+0,2, 18+0,3 si 17+0,3 mm, iar a bacteriilor Gram-negative, E. coli si P. aeruginosa
nu a fost inhibata de mices. In studiul nostru macesul a fost activ asupra B. cereus siS. aureus cu
0 zona de inhibitie de 16 si 15 mm, iar bacteriile Gram negative E. coli, K. pneumoniae au fost
sensibile (10 si 9 mm) la actiune macesului, dar mai moderat. Prerna et al. (2021) au aratat ca
preparatele din maces au 0 activitate antibacteriana puternica impotriva E. coli, P. aeruginosa.
Cercetatorii din Serbia au efectuat screeningul paducelului asupra bacteriilor Gram positive
(S. aureus, S. epidermidis, B. subtilis, L. monocytogenes, E. faecalis), Gram-negative (E. coli, P.
aeruginosa, P. talaasii, S. typhimurium, S. enteritidis, P. mirabilis) si levuri C. albicans prin
methoda difuzimetrica. Conform rezultatelor obtinute de ei paducelul a avut un efect bacteriostatic
mai moderat in special impotriva bacteriilor Gram-pozitive B. subtilis si L. monocytogenes. Pe de
alta parte, extractul nu a manifestat efect asupra levurilor C. albicans (Tadic et al., 2008). Alti
cercetatori au obtinut rezultate similare studiului nostru si demonstreaza 0 activitate diminuata a

paducelului asupra microorganismelor luate in studiu (Giiven et al., 2006).

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

In continuare au fost utilizate diverse tipuri de catina sub forma de pudra (R1, 2, 4, 5; C6,
AGG, AGA, Pomona, Mr. Sandu, Seirola). Spre testare au fost selectate tulpinile standart:
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Stafilococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, B.subtilis ATCC 6633, ce induc alterarea produselor alimentare (tab.3.2).

Tabelul 3.2. Zonele de inhibitie a diferitor soiuri de catina asupra microorganismelor

patogene
Diametrul zonei de inhibitie completi a cresterii, mm
Citina S. aureus B. subtilis S. Typhimurium E. coli C. albicans
ATCC 25923 | ATCC6633 | ATCC 14028 | ATCC 25922 | ATCC 10231
R1 22,0+0,2 19,3+0,4 Lipsa 12,4+0,5 Lipsa
R2 24,2+0,3 22,2+0,2 13,1+0,2 13,5+0,6 Lipsa
R4 26,1+0,3 24,3+0,2 15,2+0,1 15,2+0,3 Lipsa
R5 26,2+0,4 25,2+0,3 14,3+0,3 15,4+0,4 Lipsa
C6 24,2+0,3 26,4+0,5 14,3+0,3 17,4+0,2 Lipsa
AGG 29,2+0,5 28,2+0,3 18,2+0,3 18,2+0,4 Lipsa
AGA 30,3+0,4 29,4+0,4 18,2+0,5 18,4+0,2 Lipsa
Pomona 21,3+0,2 22,2+0,1 Lipsa 12,3+0,2 Lipsa
Mr. Sandu 28,2+0,3 27,4+0,3 11,3+0,2 18,3+0,4 Lipsa
Seirola 25,4+0,3 26,4+0,2 13,2+0,4 15,2+0,3 Lipsa

Nota: Valorile fiecarui test realizat in triplicate si calculat ca medie +eroare standard (SE), analiza statistica - ANOVA, (o <0,05)
cu GraphPad 5, Lipsa — lipsa efectului antimicrobian.
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In categoria fungilor patogeni a fost utilizata C. albicans ATCC 10231.Conform
rezultatelor obtinute s-a constatat, ca toate tipurile de catina au activitate pronuntatd asupra
microorganismelor testate, exceptie este C. albicans ATCC 10231.

Cea mai inalta activitate bacteriostatica asupra bacteriilor S. aureus ATCC 25923 au
manifestat-o preparatele din soiurile de catina AGA si AGG cu un diametru de 30 mm si respectiv
29 mm. Efectul antibacterian fata de B. subtilis a fost semnificativ mai ridicat in cazul AGA si
AGG, cu 0 zona de inhibitie de 29 si 28 mm (fig. 3.2).

Activitatea AGA si AGG Activitatea AGA si AGG
asupra B. subtilis

Activitatea AGA si AGG Activitatea C6 si R5 asupra Activitatea R2, R4 asupra
asupra S. Typhimurium ~ B. subtilis 'E. coli

on

Activitatea Seirol asupra Activitatea Seirol asupra Activitatea R2, R4 asupre
B. subtilis S. aureus ATCC 25923 S. aureus ATCC 25923

Figura 3.2 Actiunea diferitor soiuri de citina asupra bacteriilor Gram pozitive si Gram

negative.
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Alte tipuri de catina de asemenea sunt active asupra tulpinilor Gram pozitive cu o diferenta
de 2-3 mm. A fost remarcat, ca soiurile de catina alba AGA si AGG sunt foarte active, inclusiv si
pe tulpinile Gram negative, cu exceptia S. Typhimurium. In cazul tulpinilor Gram negative S.
Typhimurium si E. coli au dus la aparitia zonelor de inhibitie semnificativ mai mici in comparatie
cu tulpinile Gram negative. Insa fata de tipurile de catind AGA si AGG aceste tulpini au manifestat
acelasi nivel de sensibilitate. Soiurile de catina Pomona si R1 nu au inhibat cresterea S.
Typhimurium. Cea mai sensibila tulpina fata de aceste preparate este S. aureus. In concluzie putem
remarca ca aceste preparate au actiune antibacteriana diferita si depinde de tipul de microorganism.
Bacteriile Gram pozitive sunt mai sensibile fata de toate tipurile de catina. Efectul antifungic al
soiurilor noi de catina asupra C. albicans ATCC 10231 nu a fost scos in evidenta prin metoda

difuziei in gel.

3.1.2 Rezistenta in timp a activitdtii antimicrobiene a pulberilor vegetale

A fost evaluat efectul antimicrobian pulberilor vegetale dupa doi ani de pastrare (2020 -
2022). Prezentul studiu a fost realizat pentru a determina impactul antimicrobian cu posibilitatea
de-a evalua eficacitatea acestora la pastrare.

In acest scop au fost utilizate tulpinile de referinta prezentate in tabelul 2.1. Tulpinile au
fost oferite de Universitatea Slovaca de Agricultura din Nitra, Facultatea de Horticultura si
Inginerie Peisagistica si Agrobiologie, Centrul de Cercetare AgoBioTech, Nitra, Slovacia.
Testarile s-au efectuat pe tulpini Gram pozitive (Staphylococcus aureus CCM 2461, Listeria
monocytogenes CCM 4699, Bacillus cereus CCM 2010, Bacillus subtilis CCM 1991, Clostridium
perfringens CCM 4991) si Gram negative (Pseudomona aerugenosa CCM 3955, Schigella sonnei
CCM 4421, Salmonella. Enteritidis CCM 4420, Escherichia coli CCM 3954).

Pentru testare s-au utilizat pulberile naturale de macese, tescovina si soiuri noi de catina
cultivate in Republica Moldova. Pulberile vegetale au fost testate dupa o perioada de 2 ani de la
producerea acestora (2020-2022). Pentru a aprecia eficacitatea acestor preparate in timp, dupa o
perioadd de doi ani, s-au folosit metode cantitative (metoda dilutiilor) si calitative (metoda
difuzinetrica in godeuri) de determinare a activitatii antibacteriane (tab. 3.3).

In perioada de doi ani si pana la utilizare, aceste publeri naturale din fructe de padure si
tescovina din struguri rosii au fost pastrate in conditii de vacuum, in mediu uscat, la intuneric si
la temperatura camerei. Conform rezultatelor obtinute in tabelul 3.3, se constata ca diferitele
tipuri de tescovina din soiuri de struguri rosii nu au manifestat activitate asupra tulpinelor de
referinta testate mentionate in tabelul 3.3. Pe langa aceasta, pulberile de macese de asemena nu

au manifestat activitate atibacteriana asupra tulpinilor de referinta luate in studiu.
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Tabelul 3.3 Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale in timp* asupra

microorganismelor patogene

Diametrul zonei de inhibitie completa a cresterii (mm)
: N
n %2} <) v—
22 | S92 38|53 |28 |=2| Eg | S8 |28
Pulbere | & & L | 8|38 |&ES| 8| 53 | 8|3
3= c S . = 2 s o= | WS s s s s
Q 20 DO | oo | 20 O| ©0O <5 | Y5
@0 E O O O | oo O O a0 | vO
1-FN
tescovina Lipsa Lipsa | Lipsa Lipsa | Lipsa | Lipsa Lipsa Lipsa 6,8
Bugac
tz(;;:lgvr;:]?ca Lipsa Lipsa | Lipsa Lipsa | Lipsa | Lipsa Lipsa Lipsda | Lipsa
3- FN sem Lipsa Lipsa Lipsd | Lipsd | Lipsd | Lipsa Lipsa Lipsa Lipsa
tescovina
4-Micese Lipsa Lipsa Lipsa | Lipsd | Lipsa | Lipsa Lipsa Lipsa Lipsa
5-C6-catind | 15,2+0,1 | 6,8+0,4 |14,2+0,1|11,4+0,3| Lipsa |14,4+0,3| 15,4+0,3 | 16,2+0,3 | 14,2+0,1
6-R1 12,3+0,2 Lipsa |[11,3+0,1| 6,8+0,4 | Lipsa Lipsa | 12,2+0,2 | 12,5+0,3 | 16,4+0,3
catina
7- AGA - 18,3+0,1 | 13,2+0,3 |15,3+0,2|14,2+0,3| Lipsa |12,5+0,2| 19,3+0,3 | 15,2+0,4 | 18,6+0,5
catina
8 -R4 - 19,3+0,2 | 14,5+0,4 |16,4+0,6(/14,2+0,3| Lipsa |12,4+0,1| 17,0+0,3 | 16,5+0,5|18,2+0,3
catina
9 -Mr.Sandu| 17,5+0,4 | 13,5+0,3 |14,3+0.2|16,0=0,3| Lipsa |11,4+0,5| 14,4+0,3 | 19,2+0,3|17,0+0,2
- catina

Nota: * - dupa o perioada de pastrare de doi ani (2020 -2022), conditii ambientale. Lipsa efectului antibacterian. Valorile fiecarui
test realizat in triplicate si calculat ca medie +eroare standard (SE), analiza statistica - ANOVA, (a < 0,05) cu GraphPad 5.

Initial s-a efectuat screeningul difuzimetric pentru a determina efectul antibacterian al

tescovinei de struguri si maceselor, iar deoarece prin aceasta metoda nu s-a demonstrat activitate,

in continuare nu s-a apreciat CMI si CMB al acestor preparate.

Fig. 3.3 Actiunea preparatelor (pulberilor) din citina (5-C6); (6-R1); (7-AGA); (8-R4)
a) S. sonnei; b) S. aureus
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Un efect minim la demonstrat preparatul FN Bugac cu 0 zona de inhibitie de 6,8 mm pentru
S. Enteritidis CCM 4420. Macesele nu au manifestat efect antibacterian microorganismele testate.
Staphylococcus aureus a prezentat cea mai mare sensibilitate fata de preparatele de catina iar
zonele de inhibitie inregistrate au fost 15, 12, 18, 19 si 17 mm pentru C6, R1, AGA, si R4 respectiv,
Mr. Sandu (fig. 3.3b). Cu toate acestea, zonele de inhibare inregistrate ale Staphylococcus aureus
la pulberile AGA si R4 au fost mai pronuntat cu diametrul de 18 si 19 mm. In cazul Listeria
monocytogenes actiunea acestor preparate a dus la aparitia unor zone de inhibitie semnificativ mai
mici (13, 14 mm) iara fata de R1 nu este sensibila Listeria monocytogenenes. Tulpinele de Bacillus
subtilis si Bacillus cereus, ambele Gram pozitive, au manifestat sensibilitate echivalenta fata de
aceste pulbere vegetale.

Bacteriile Gram negative luate in studiu au demonstrat sensibilitate diferita fata de pulberile
vegetale. In urma testarilor in vitro s-a determinat ca cele mai mari zone de inhibitie dintre
preparatele vegetale au fost inregistrate la soiul de catina alba - preparatul AGA, iar zonele de
inhibitie au fost de 12, 19,15 si 18 mm la Escherichia coli, Schigella sonnei, Pseudomonas
aeruginosa (fig. 3.4a). Alte preparate din catina au demonstrat activitate antibacteriana

nesemnificativa.

a) b)
Fig. 3.4. Actiunea pulberilor din citina (5-C6); (6-R1); (7-AGA); (8-R4):
a) P. aeruginosa; b) B. cereuss

In figurile 3.3 si 3.4 prin cifrele 5, 6, 7, 8 sunt indicate soiurile de citina 5-C6;6-R1;7-
AGA;8-R4. Cel mai sensibil microorganism gram negativ fata de preparatele testate s-a dovedit a
fi S. Enteritidis cu un diametru ce a variat intre 14, 16, 18, 17 mm la preparatele C6, R1, AGA, R4
si respectiv M. Sandu, urmat de Pseudomonas aeruginosa si Shigella sonnei. Astfel din preparatele
testate cel mai activ s-a dovedit a fi preparatul din catina AGA, iar tulpina ce-a mai sensibila este
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Staphylococcus aureus dintre bacteriile Gram pozitive si Salmonella Enteritidis dintre bacteriile
Gram negative testate.
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Diametrul de inhibitie, mm

Soiurile de catina
® 2020 2022
Fig. 3.5 Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022)
a pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene S. aureus.

Daca se efectueaza un studiu comparativ a pulberilor vegetale incipient si dupa o perioada
de doi ani se poate mentiona ca unele din pulberile vegetale (soiuri de catind) si-au pastrat
activitatea antibacteriana (fig. 3.5 - 3.8). In studiu au fost utilizate si pulberi din macese si tescovina
(FN Bugac, FN masca, FN sem), la fel dupa o perioada de doi ani. Insa pulberile din tescovina si

macese NU au demonstrat activitate antibacteriana.
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Fig. 3.6 Studiu comparativ al evolutiei activititii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de catina asupra microorganismelor patogene B. subtilis.

Se atesta 0 activitate antibacteriana mai diminuata dupd 0 perioada de timp asupra
bacteriilor gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes) cu o
diferenta a diametrului zonei de inhibitie de aproximativ 10 mm (fig.3.6).

Remarcam ca soiurile de catina si-au pastrat activitatea antimicrobiana dupa o perioada de

doi ani cu o0 usoara diminuare a efectului antibacterian asupra bacteriilor Gram pozitive.
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Mentionam aceste soiuri de catina au avut un efect nemodificat asupra bacteriilor Gram
negative, cu exceptia soiului de catind R1 impotriva Escherichia coli CCM 3954 nu a manifestat
activitate antibacteriana. Valorile testelor realizate au fost triplicate, si prezentate ca medie+ eroare

standard, iar analiza statistica a fost efectuataprin programul ANOVA, (o < 0,05) cu GraphPad.
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Fig. 3.7 Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a

pulberilor de citina asupra microorganismelor patogene E. coli.
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Fig. 3.8 Studiu comparativ al evolutiei activitatii antibacteriene la pastrare (2020-2022) a
pulberilor de citina asupra microorganismelor patogene S. Typhymurium si S. Enteritidis
Se atesta 0 activitate antibacteriana mai diminuata dupa 0 perioadd de timp asupra
bacteriilor gram positive (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes) cu o
diferenta a diametrului zonei de inhibitie de aproximativ 10 mm (fig. 3.5; fig. 3.6).
S-a remarcat ca soiurile de catina si-au pastrat activitatea antimicrobiana dupa o perioada
de doi ani, cu o usoara diminuare mai pronuntatd asupra efectului fata de bacteriilor Gram

pozitive.
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S-a constatat ca activitatea antibacteriana a soiurilor de catina s-a diminuat in timp, iar
soiul de catina R1 nu a manifestat activitate antibacteriana asupra tulpinei de Escherichia coli

CCM 3954.

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

Prin metoda difuziei in godeuri, eficacitatea unei game de pulbere si extracte a fost
determinatd impotriva B. cereus, S. aureus, E. faecalis, G. stearothermophilus, E. coli, S. Aboni,
C. albicans (tab. 3.4). Extractul de cimbru a prezentat cea mai mare zona de inhibitie impotriva C.
albicans (29,3 mm) si pentru S. aureus cu 0 zona de inhibitie de 26,3 mm. Extractul de cimbru a
manifestat activitate impotriva tuturor microorganismelor luate in studiu. O activitate remarcata a
demonstrat-o si extractul de rozmarin cu 0 zonda de inhibitie de 27 mm pentru
G. stearothermophilus urmata de extractul de busuioc cu inhibitia zonei de crestere de 26,3 mm
pentru S. aureus. Rezultatele activitatii antibacteriene au aratat ca toate extractele din plante au
demonstrat activitate antibacteriana impotriva microorganismelor testate, cel mai activ extract s-a
dovedit a fi extractul din cimbru.

Tabelul 3.4. Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale si extractelor din busuioc,

rozmarin, cimbru asupra microorganismelor patogene

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

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

Extractele din busuioc au fost investigate pentru proprietatile lor antimicrobiene in vitro de
catre Ilhan Kaya si colegii (2008). Potrivit acestor cercetdtori, studiile anterioare au aratat ca
extractele de busuioc poseda proprietati inhibitorii impotriva cresterii bacteriilor Gram-negative:
Shigella spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa (pentru toate cu un diametru similar de

13 mm) si bacterii gram pozitive: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes (diametrul de
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inhibitie a constituit 15mm). Cand descoperirile lui [lhan Kaya si colegii sai (2008) sunt comparate
cu ale noastre, in studiul nostru s-au obtinut rezultate similare cu privire la bacteriile comune
testate. Cu exceptia activitatii impotriva C. albicans, busuiocul a provocat inhibarea acestui
microorganism, zona de inhibitie a constituit 11 mm.

Intr-o alta lucrare, cercetitorii Gema Nieto et al. (2018) au analizat extractul de rozmarin
si au determinat cea mai inaltd activitate inhibitorie impotriva E. coli, Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus si
Salmonella choleraesuis. Susceptibilitatea la biopreparate a fost efectuatd prin metoda
difuzimetrica. Cercetatorii Baydaa Hameed si colaboratorii (2018) au testat rozmary oil impotriva
tulpinilor multidrog rezistente: A. baumanni, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis. Uleiul de
rozmarin s-a dovedit a fi eficace impotriva tulpinelor rezistente la antibiotice.

A. baumanni s-a dovedit a fi cel mai sensibil la ulei de rozmarin cu un diametru al zonei de
inhibitie de 35 mm, urmat de P. aeruginosa (34 mm). S. aureus si E. faecalis s-au dovedit a fi mai

putin sensibile la uleiul de testat cu un diametru al zonei de inhibitie de 30 mm si 32 mm, respectiv.

3.1.4 Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC
19118, L. monocytogenes EGDe (godeuri)

Listeria monocytogenes este o bacterie facultativ anaeroba, temperatura optima de crestere
ce variaza intre limitele de la - 0,4 °C la 45 °C, cu un optim de 37 °C. Este capabila sa
supravietuiasca la o activitate a apei relativ scazuta (aw < 0,90) si pH intre 4,6 si 9,5, precum si sa
tolereze conditii hipersaline pana la 20 %. Aceste conditii de crestere au facut ca aceste bacterii sa
poata supravietui si sa Se inmulteasca in conditii de mediu nefavorabile care sunt adesea prezente
la unitatile de productie a alimentelor. L. monocytogenes este, prin urmare, un important agent
patogen alimentar responsabil de boala numita listerioza, care poate aparea ca infectii sporadice
sau focare de boala cu o rata semnificativa a mortalitatii de 20-30 % la nivel mondial (Osek et al.,
2022). Majoritatea cazurilor de listerioza umana par sa fie cauzate de consumul de alimente
refrigierate gata de consum. In Uniunea Europeana (UE), 1763 de cazuri umane confirmate de
listerioza au fost raportate in 2013 de catre 27 de state membre. Listeria monocytogenes este un
microorganism psicrotrofic (capabil sa creasca si sa se inmulteasca in timpul depozitarii la rece)
si doar cateva celule prezente in produsul final se pot inmulti pana la un nivel periculos pentru
consumatori. Cu toate acestea, aceste bacterii pot supravietui in produsul final pentru un timp
nedeterminat, in functie de tipul de produs, de caracteristicile acestuia (de exemplu, pH-ul,
microflora competitiva), conditiile de depozitare (temperatura) si alte circumstante de mediu
(Sandulachi et al., 2020).
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Reesind din datele prezentate in literatura, scopul studiului a fost de-a determina activitatea
antibacteriand a pulberilor si extractelor de fructe de padure pe L. monocytogenes. S-a utilizat
tulpina de referinta Listeria monocytogenes ATCC 19118. S-a testat activitatea antibacteriana a
pulberilor din fructe de padure: catina, aronia, macese, paducel si tescovina (tab. 3.5). Argumentele
capacitate de a se multiplica si a supravietui in conditii extreme a mediului.

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

Listeria monocytogenes ATCC 19118
Pulbere - . > »
Diametrul zonei de inhibitie completa a cresterii (mm)

Catina 22,5+0,3
Srot de catina 16,3+0,3
Aronia Lipsa

Tescovina 12,5+0,3
Macese 16,3+0,3
Srot de macese 17,8+0,4
Péaducel Lipsa

Conform rezultatelor obtinute observam ca cea mai inalta activitate inregistrata fata de
L. monocytogenes ATCC 19118 a fost demonstrata de pulberile de catind cu zona de inhibitie de
22,5 mm, urmata de maces srot Cu zona de inhibitie 17,8 mm. Catina srot si pudra de méacese au

fost la acelasi nivel de activitate ce au indus o zona de suprimare a cresterii de 16,3 mm.

Fig. 3.9 Activitatea pulberilor vegetale asupra L. monocytogenes ATCC 19118:
a) citina; b) paducel; c) macese.
Cel mai mic efect inregistrat impotriva L. monocytogenes ATCC 19118 I-a demonstrat
tescovina, cu zona de inhibitie de 12,5 mm in diametru (fig. 3.9).
Paducelul si aronia nu au activitate impotriva acestei tulpini. in concluzie putem afirma ca

asupra L. monocytogenes un efect semnificativ a demonstrat-o catina, dar impotriva actiunii
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paducelului si aroniei este rezistenta. De asemenea, activitatea antimicrobiana a extractelor
vegetale a fost determinata si pe tulpini din colectia EGDe (tab. 3.6).

Testari similare s-au efectuat asupra L. monocytogenes EGDe, oferita de universitatea
Galati. Pentru determinarea efectului antibacterian s-au utilizat extracte hidrosolubile si
liposolubile obtinute din catina, paducel, aronie, tescovind, macese. Ca si in cazul
L. monocytogenes ATCC 19118, efectul antibacterian s-a studiat incipient calitativ (difuzimetric).

Tabelul 3.6. Activitatea antimicrobiana a pulberilor vegetale asupra

L. monocytogenes EGDe

Extracte* Listeria monocytogenes EGDe
diametrul zonei de inhibitie a cresterii (mm)
Citina Mices Tescovina de Aronie Paducel
struguri
C1 32,4+0,3 20,5+0,5 20,5+0,5 12,4+0,5 0
C2 30,2+0,4 21,5+0,4 20,5+0,5 9,5+0,4 0
H1l 29,4+0,5 21,3+0,4 n/t 15,5+0,1 0
H2 30,2+0,3 22,2+0,3 n/t 16+0,2 0
P1 27,5+0,3 26,4+0,3 n/t n/t 0
P2 27,4+0,3 25,5+0,5 n/t n/t 0

Nota: C - concentrat 1,2; L — liposolubil 1,2; P. - proba 2016 1,2; n/t nu s-a testat din cauza extractelor nedisponibile, 0-efect

Drept preparate vegetale naturale cu efect antibacterian s-au utilizat aceleasi mostre din
catind, macese, tescovind, paducel sub forma de extracte hidrosolubile si liposolubile. Conform
datelor obtinute putem relata, catina este cea mai activa asupra L. monocyrtogenes EGDe.
Extractul C1 din catina a prezentat cel mai pronuntat efect fata de L. monocytogenes EGDe (cu 0
zona de inhibitie de 32 mm), urmata de C2 si H2, H1 (cu 0 zona de inhibitie echivalenta de 30,29
mm pentru ambele) (fig. 3.10).

Activitatea antibacteriand manifesta fatd de L. monocyrtogenes EGDe au manifestat-o
preparatele din catind P1 si P2 cu un diametru de 27 mm. De remarcat este si efectul preparatelor
de macese. Se atesta practic 0 zona de inhibitie echivalenta pentru toate extractele (20-21 mm) cu
0 activitate mai pronuntata a P1 si P2 (diametrul 26,3 mm).

Extractele de tescovina Cl si C2 au prezentat activitate mai redusa impotriva L.
monocytogenes EGDe, cu zona de inhibitie de 20 mm. Actiunea extractelor din aronie consta in
aparitia unor zone de inhibitie semnificativ mai mici comparativ cu cele induse de catina si macese,
diametrul variaza intre 9,5 si 16 mm.

In cazul L. monocytogenes ATCC 19118, este de remarcat faptul ca preparatele din paducel
nu au fost active si la fel impotriva L. monocytogenes EGDe (tulpina de referinta oferita de
universitatea Dunarea de jos), desi, conform altor studii, extractele de Crataegus monogyna
conduc la modificarea morfologiei bacteriilor (in special Gram pozitive); dereglarea

permeabilititii membranei celulare cu pierdere de K*, Ca®" Na*; diminuarea potentialului
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membranar; dereglarea integritatatii membranei celulare si reducerea activitatii enzimatice cu

diminuarea metabolizmului energetic (Puupponen-Pimia et al., 2005).

Fig. 3.10 Efectul extractelor vegetale asupra L. monocyrtogenes EGDe:

a) extract concentrat 1, b) catina 2, c) extract de paducel, d) extract de micese.
Mecanismul de actiune presupune si producerea speciilor reactive de oxigen (SRO).

Efectul a fost testat asupra speciilor S. aureus, B. subtilis, E. coli, S. Typhimurium, P. aeruginosa).

3.2 Determinarea concentratiilor minime inhibitoare a pulberilor vegetale

Exista diferite tehnici in vitro pentru a testa concentratiile minime inhibitorii (CMI) si
concentratiile minime bactericide (CMB) pentru a determina sensibilitatea sau rezistenta la
antimicrobiene a microorganismelor. Scopul studiului a fost de-a determina daca agentul etiologic
este rezistent sau sensibil la agentii antimicrobieni naturali testati. CMI, fiind cea mai mica
concentratie care inhiba cresterea vizibila a organismului, a fost determinata in functie de nivelul
de inhibitie de 90 %. Agentul antimicrobian trebuie sa inhibe 90 % din cresterea microbiana
vizibila pentru a fi considerat MIC al agentului antimicrobian impotriva organismului utilizat.
Astfel, organismul testat a fost numit ,,susceptibil (sensibil)”.
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3.2.1 Determinarea CMI si CMB ale pulberilor vegetale prin metoda dilutiilor succesive
in medii lichide

Testarile au fost efectuate prin metoda dilutiilor succesive in medii lichide, cu repicarea
ulterioara pe mediul in placi. Efectul antimicrobian a fost testata atat asupra bacteriilor gram-
pozitive cat gram-negative. in urma testarilor efectuate s-a constatat ca pulberile din catina alba si
srot de catina alba realizeaza 0 activitate antimicrobiana mai pronuntata fata de toate
microorganismele patogene cercetate (tab. 3.7).

S-a demonstrat ca cea mai mica concentratic inhibitorie si bactericida asupra
Staphylococcus aureus ATCC 25923 o au pulberile vegetale din catina alba, cu 0 concentratie
minima inhibitorii de 1,95+0,12 mg/mL, urmata de srot si de pulbere de maces (3,91+0,15 mg/mL)
si tescovina de struguri (7,8120,19 mg/mL). in cazul Escherichia coli si Klebsiella pneumoniae
concentratii minime inhibitorii si bactericide manifesta doar pulberea de catina alba. Aronia nu
manifesta activitate asupra bacteriilor Gram negative luate in studiu. Preparatele din macese si
paducel atesta actiune slaba asupra E. coli ATCC 25922, dar K. pneumonie ATCC 13883 este
rezistenta la paducel. Este de remarcat ca aceste preparate au efect manifest si asupra B. subtilis.

Tabelul 3.7. Concentratii minime inhibitoare (CMI*) si concentratii minime bactericide

(CMB*) a pulberilor vegetale asupra microorganismelor patogene.

Pulberi S. aureus E. coli K. pneumoniae B. subtilis
ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 13883 ATCC 6633
CMI* CMB* | CMI* | CMB* | CMI* | CMB*m| CMI* | CMB*
mg/mL | mg/mL | mg/mL| mg/mL | mg/mL| g/mL mg/mL | mg/mL
Citina 1,95+ 3,90+ 7,81+ 15,6+ 15,6+ 31,25+ 3,90+ 7,81+
0,12 0,23 0,37 0,7 0,5 1,25 0,15 0,21
Srot de 15,63+ 31,25+ | 62,50+ 125+ 62,5+ 125+ 7,81+ 15,62+
catina 0,33 1,03 2,37 5,0 2,1 5,0 0,19 0,41
Aronia 15,63+ 31,25+ 31,25+ | 62,5+
0,37 0,62 i i ) i 0,98 1,8
Tescovina de| 7,81+ 15,62+ | 62,50+ 125+ 7,81+ 15,6+
struguri 0,19 0,41 1,57 5,0 i i 0,37 0,7
Micese 3,91+ 781+ | 3125+ | 62,5+ 62,5+ 125+ 7,81+ 15,6+
0,15 0,21 0,98 18 2,1 5,0 0,37 0,7
Paducel 41,67+ 83,33+t | 62,50+ 125+ - - 41,67 + | 83,33+
0,56 1,23 1,87 5,0 0,56 1,23
Srot de 3,91+ 7,81+ 31,25+ 62,5+ 62,5+ 125+ 7,81+ 15,62+
macese 0,23 0,29 0,71 2,5 2,1 5,0 0,19 0,41

Nota: *Valorile testelor realizate in triplicate, medie eroare standard, analiza statistici — ANOVA, (o < 0,05), GraphPad 5.

S-au determinat concentratiile minime inhibitoare si concentratiile minime bactericide a
pulberilor vegetale analizate asupra B. subtilis prezentate in tabelul 3.7. S-a demonstrat ca cea mai

micd concentratie inhibitoare si bactericida asupra B. subtilis o au pulberea din catina alba
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(3,940,15 mg/mL) urmata de srot de citina alba, tescovina de struguri, mices si srot de maces. In
comparatie cu S. aureus susceptibilitatea fata de aceste preparate este mai redusa.

Rezultatele obtinute atesta faptul, ca desi toate pulberile examinate sunt extrem de bogate
in compusi biologic activi, efectele lor directe asupra microorganismelor patogene depind de o
serie de factori. In primul rand, este extrem de importanti capacitatea de aderenta bacteriana a
compusilor biologic activi, care depinde de caracterul lor hidrofil.

In cazul microorganismelor examinate, capabile sa colonizeze rapid produsele din carne si
care au, evident un grad sporit de hidrofobicitate, efectul inhibitor si bactericid maxim a fost atestat
pentru pulberile din catina alba si macese, in care continutul de compusi biologic activi lipofilici
(lycopen, b-caroten, zeaxantina, clorofile) este considerabil mai inalt decat pulberile de aronia si
tescovina de struguri, in care predomina flavonoidele. Dar si in cazul paducelului continutul de
compusi biologic activi lipofilici este important, insa efectul inhibitor si microbicid a fost mai

redus decat pentru pulberile din catina alba si macese (fig. 3.11).
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Caitina, Srot de macese, Macese,
S. aureus K. pneumoniae K. pneumoniae
Fig. 3.11 Determinarea CMI si CMB a preparatelor vegetale asupra bacteriilor patogene.

Aceste rezultate atesta faptul, ca un rol extrem de important il are prezenta acizilor organici
si aciditatea activa, care influenteaza direct aderenta bacteriana si, finalmente, procesul de inhibitie
a proliferarii microorganismelor patogene.

Tanwar et al. 2022, au constatat ca, pulbere de citina a prezentat efecte antimicrobiene
impotriva bacteriilor Gram-pozitive precum B. cereus si S. aureus, unde S. aureus a prezentat o
inhibare completa a cresterii bacteriene la 250 pg/mL, B. cereus la 125 ug/mL, E. coli la 4 pg/mL
si P. aeruginosa la 300 ug/mL. Pulbere din fructe de Hippophae rhamnoides inhiba E. coli la
concentratie foarte mici si a fost gasit mai sensibila. Intr-o0 alta lucrare, cercetatorii au analizat
extractul de macese si au determinat cea mai mare activitate inhibitorie impotriva a 5 tulpini de
bacterii Gram pozitive (B. cereus ATCC 11778, E. faecalis ATCC 29212, S. aureus ATCC 25923,
S. epidermidis ATCC 12228) si 5 tulpini de bacterii Gram-negative (E. coli ATCC 25922,
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K. pneumoniae ATCC13883, P. mirabilis ATCC 35659, P. aeruginosa ATCC 27853 S. Enteritidis
13076 ATCC (Cendrowski et al., 2020).

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

Datele obtinute prin difuzie in godeuri a pulberilor brute si extractelor au sugerat ca acestea
au avut o activitate antibacteriana potentiala impotriva bacteriilor Gram pozitive si Gram negative.
Cu toate acestea, preparatele vegetale au aratat activitate antibacteriana impotriva bacteriilor
testate in diferite grade, cu diametrul zonelor de inhibitie divers. Din acest motiv, aceste extracte
au fost testate in continuare practic pe aceleasi specii bacteriene pentru a determina concentratiile
minime inhibitie si concentratiile minime bactericide. O evaluare precisa este determinarea
concentratiei minime inhibitorii produsului natural sau a antibioticului impotriva organismelor in
cauzi. In acest scop se utilizeaza macro si microdilutii in medii lichide. Dupi obtinerea extractelor
din pulberile vegetale (macese, tescovina si catind) dupa o perioada de timp de pastrare s-a
determinat activitatea lor antimicrobiand prin metoda microdilutiilor, tabelul 3.8. Obtinerea
extractelor s-a efectuat conform metodologiei mentionate in capitolul 2.

Tabelul 3.8. Determinarea CMI* si CMB™* ale extractelor vegetale prin metoda

microdilutiilor asupra microorganismelor patogene

Tulpini de referinta CMI/CMB | ExtrC6 | Extr Rl | Extr AGA| ExtrR4 | Ms.S
() (6) () (8) (9)

E. coli CCM 3954 CMI50 65,21 15,46 15,46 15,46 15,46

CMB90 67,18 18,12 18,12 18,12 18,12

B. cereus CCM2010 CMIS50 5,82 15,46 8,26 8,26 8,26

CMB90 7,23 18,12 10,42 10,42 10,42

L. monocytogenes CMI50 34,83 15,46 8,26 15,46 5,82

CCM 4699 CMB90 37,23 18,12 10,42 18,12 7,23

B. subtilis CCM 1991 CMI50 34,83 34,83 15,46 8,26 8,26

CMB90 37,23 37,23 18,12 10,42 10,42

P. aeruginosa CCM3955 CMI50 34,83 65,21 15,46 15,46 8,26

CMB90 37,23 67,18 18,12 18,12 10,42

S. Enteritidis CMI50 15,46 8,26 8,26 8,26 8,26

CCM4420 CMB90 18,12 10,42 10,42 10,42 10,42

S. sonnei CMI50 34,83 15,46 129,26 15,46 8,26

CCM 4421 CMB90 37,23 18,12 131,46 18,12 10,42

C. perfringens CMI50 15,46 15,46 34,83 15,46 15,46

CCM 4991 CMB90 18,12 18,12 37,23 18,12 18,12

S. aureus CMI50 34,83 34,83 15,46 5,82 8,26

CCM2461 CMB90 37,23 37,23 18,12 7,23 10,42

Notéa: CMI - concentratia minima inhibitie, CMB - concentratia minima bactericida; p <0,05.
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Rezultatele obtinute (tab. 3.8) au indicat niveluri diferite a CMI in functie de tulpina
bacteriana testata. Astfel activitatea extractelor ale celor cinci tipuri de preparate naturale (obtinute
din catind), CMI a variat de la 67,18 ug/mL la 5,82 pg/mL. Extractul C6 a prezentat cele mai slabe
CMI dintre toate extractele testate. Extractul C6 a dat valori CMI de 65,2; 34,83; 15,46 ug/mL la
E. coli, S. aureus, B. subtilis. Exceptie este B. cereus, ce a realizat cea mai mica valoare CMI de
5,82 pug/mL pentru acest extract. Toate bacteriile testate au prezentat niveluri diferite de CMI la
R1 si C6. Cea mai scazuta CMI observata in extractul R1 a fost de 8,26 pg/mL pentru S. Enteritidis,
in timp ce extractul AGA din aceeasi plantd a avut cel mai mic CMI pentru B. cereus, L.
monocytogenes si S. Enteritidis de 8,26 pg/mL. Extractele R4 si Ms. Sandu au demonstrat o
activitate pronuntata fata de tulpinile luate in studiu.Valoarea minima CMI pentru R4 a fost
5,82 pg/mL la S. aureus, iar M. Sandu a fost CMI de 5,82 pg/mL impotriva L. monocytogenes.

Cea mai mica valoare a CMB (7,23 pg/mL) a fost inregistratd la R4 impotriva
Staphylococcus aureus si C6 cu aceeasi valoare de 7,23 ug/mL pentru Bacillus cereus. in timp ce,
CMB pentru Ms. Sandu a constituit 7,23 ug/mL pentru Listeria monocytogenes. Mentionam ca
aceste preparate peste un interval de timp au demonstrat activitate antibacteriana, ceea ce a fost

demonstrat prin metodele calitative si cantitative (tab. 3.8).

3.2.3 Determinarea CMI si CMB a extractelor din busuioc, cimbru, rozmarin

Analiza concentratiei minime inhibitoare a demonstrat ca toate extractele de plante testate
au prezentat activitate antibacteriana impotriva tulpinelor de testat B. cereus, E. faecalis,
C. albicans, G. stearothermophilus cu valori CMI variind de la 0,7 mg/mL pana la 45 mg/mL.

Extractele testate au prezentat niveluri diferite de activitate antimicrobiana in functie de
speciile testate, asa cum se indica in tabelul 3.9.

Tabelul 3.9. CMI si CMB ale extractelor din busuioc, cimbru, rozmarin

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

Notd: CMI — concentratia minima inhibitoare; CMB — concentratia minima bactericida; p <0,05.

Cel mai activ dintre extractele mentionate in tabelul 3.9 a fost extractul de rozmarin. Acesta
la concentratia de 0,7 mg/mL are actiune bacteriostattica si bactericida asupra B. cereus si G.
stearothermophilus (CMB 1,4 mg/mL) si extractul de cimbru a demonstrat valori CMI intre 1,4 si

5,6 mg/mL (fig. 3.12). Efect antibacterian vadit acest extract il poseda asupra
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G. stearothermophilus. Cele mai joase valori CMI a prezentat extractul de busuioc cu valori
cuprinse intre 11,2 si 45 mg/mL. Extractele de cimbru, busuioc si rozmarin au un efect pronuntat
asupra G. stearothermophilus. Dintre toate preparatele naturale testate in acest studiu, doar
extractele de cimbru, rozmarin si busuioc au manifestat activitate asupra C. abicans (tab. 3.9).

Extractul derivat din rozmarin (fig. 3.12) a demonstrat proprietati inhibitoare fata de
proliferarea B. cereus, E. faecalis, G. stearothermophilus si C. albicans. Aceasta investigatie a
demonstrat ca extractul din cimbru si busuioc prezinta proprietati inhibitoare mai reduse impotriva
cresterii microorganismelor sus numite. Concluziile studiului indica faptul ca extractul de

rozmarin, busuioc cimbru poseda o eficacitate antimicrobiana larga, impiedicand proliferarea atat

B. cereus C. albicans

Fig. 3.12 Activitatea antibacteriana a extractelor asupra B. cereus si C. albicans:
1) busuioc, 2) rozmarin, 3) cimbru.

Conform Walid Yeddes et al. (2022), activitatea antibacteriana a extractului etanolic de
rozmarin prin masurarea diametrelor de inhibare a cresterii bacteriene a aratat ca acest extract a
prezentat activitate antibacteriana semnificativa impotriva C. jejuni (2 = 18,50 mm), S. enterica
(2 = 19,50 mm), B. subtilis (z = 14,33 mm), S. aureus (2 = 16,00 mm), P. aeruginosa
(2 = 17,33 mm), E. faecalis (2= 16,50 mm) si E. coli (2= 15,33 mm). Studiile evidentiaza
potentialul extractelor ca agenti antimicrobieni naturali cu aplicatii diverse in conservarea

alimentelor, ingrijirea sanatatii si alte industrii conexe.

3.2.4 Determinarea concentratiilor minime de inhibitie a pulberilor vegetale asupra L.
monocytogenes ATCC 19118

Scopul acestui studiu a fost de a evalua efectele antimicrobiene ale pulberii si extractelor
de fructe de padure (macese, aronia, catina, tescovina de struguri si paducel) asupra dezvoltarii

L. monocitogenes, rezistente la antibiotice. Dupa ce s-a determinat activitatea antibacteriana a
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preparatelor calitativ prin metoda difuzimetrica in godeuri, s-au determinat si valorile CMI si CMB
prin metoda dilutiilor succesive in bulion asupra L. monocytogenes (tab. 3.10). Acest
microorganism este considerat unul dintre cei mai importanti agenti patogeni responsabili de
infectiile alimentare. L. monocytogenes este un agent patogen bacterian oportunist care are
capacitatea de a supravietui in conditii extreme de mediu intalnite in natura si in lantul alimentar,
cum ar fi concentratii mari de sare, interval mare de pH, uscare si temperaturi scazute (Sandulache
et al., 2020).
Tabelul 3.10. Determinarea CMI si CMB a pulberilor vegetale asupra Listeria
monocytogenes ATCC 19118

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

*Nota: CMI- cantitatea minima de inhibitie, CMB - cantitatea minima bactericida, p <0,05.

Rezultatul testului de determinare a concentratiei minime de inhibitie a indicat diferite
valori a CMI in functie de preparatul testat (pulbere vegetala). Cel mai puternic efect dintre
preparate o are catina. Acest preparat la concentratia de 62,5 mg/mL are actiune bactericida asupra
L. monocytogenes ATCC19118. Rezultatele obtinute coreleaza pozitiv cu datele bibliografice.
Astfel, catina (Hippophae rhamnoides L.) asigura destabilizarea si permeabilizarea membranei
citoplasmatice, inhibarea enzimatica de catre produsii oxidati (Negi et al., 2004). Are loc inhibarea
sintezei acizilor nucleici a bacteriilor Gram-negative si Gram-pozitive. Se produce bacteriostaza
prin deteriorarea a membranelor celulare (Cristi et al., 2020).

Tescovina de struguri manifesta efect moderat asupra L. monocytogenes ATCC 19118, cu
valorile CMI si CMB respective de 125 mg/mL si 250 mg/mL. Conform datelor bibliografice,
tescovina de struguri poate actiona asupra microorganismelor patogene prin destabilizarea
permeabilitatii membranei citoplasmatice (Hassan et al., 2019). Se produce inhibarea enzimei de
catre produsii oxidati, ceea ce duce la inhibarea sintezei acizilor nucleici de catre bacteriile Gram-
negative si Gram-pozitive. Flavonoidele din struguri formeaza complexe cu proteinele, fie prin
legaturi covalente, fie prin legaturi de hidrogen, afectand adeziunea microbiana si proteinele de
transport ale anvelopei celulare. Taninurile din struguri au capacitatea de a priva bacteriile de
nutrienti si metalele necesare, cum ar fi fierul (Ghendov-Mosanu et al., 2022).

Pulberele vegetale de macese si srot de macese au realizat un efect bacteriostatic si bactericid
asupra L. monocytogenes la 0 concentratic de 62,5 mg/mL 125 mg/mL. Efectul bactericid al

fructelor de macese (Rosa canina L.) este asigurat de incorporarea gruparilor OH™ in membrana si
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peretele celular al bacteriei, ceea ce duce la schimbarea fluiditatii si permeabilitatii acestora (Rovna
etal., 2015). Efectul a fost atestat pentru un grup mare de patogeni (B. cereus, S. aureus, L. innocua,
E. coli, S. Enteritidis, K. pneumoniae, P. Aeruginosa). Conform altor grupuri de autori, actiunea
extractelor de Rosa canina produce inhibarea sintezei de ADN si ARN, a polizaharidelor, enzimelor
si proteinelor. Dezechilibrarea sistemului enzimatic, diminuarea stabilitatii biochimice a

membranei, ce contribuie la moartea celulei microbiene (Cendrowski et al., 2020).

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

Preparatele utilizate pentru a determina efectul antibacterian asupra L. monocytogenes
ATCC19118 au fost testate si asupra tulpinei de L. monocytogenes EGDe. Au fost utilizate extracte
si pulberile de catind, macese, aronia si tescovina de struguri. S-a determinat CMI
spectrofotometric la A= 600 nm. Valoare > 0,1 se considera crestere microbiana (tab. 3.11).

Tabelul 3.11 CMI a extractelor de fructe de padure si tescovina asupra L. monocytogenes EGDe

Preprat DO, 600 nm Concentratia minima inhibitorie, mg/mL
Citina| Macese| Tescovind| Aronia Citina Micese| Tescovind| Aronia

C1 0,071 | 0,059 0,051 0,052 2,6 4,2 15,6 7,8
C2 0,047 | 0,053 0,062 0,047 5,2 16,7 15,6 7,8
H1 0,061 | 0,020 nd 0,055 2,6 4,2 nd 1.95
H2 0,072 | 0,024 nd 0,077 2,6 4,2 nd 3,9
L1 0,091 | 0,058 nd nd 2,6 4,2 nd nd
L2 0,059 | 0,071 nd nd 2,6 4,2 nd nd

Nota: C - concentrat 1,2, H — hidrosolubil 1,2, L-liposolubil 1,2, nd — nu s-a determinat; DO — densitate optica; p <0,05.
Rezultatele studiului (tab. 3.11) au aratat ca extractele hidroalcoolice de catina si macese
au prezentat rezultate benefice asupra efectului inhibitor si bactericid al L. monocytogenes EGDe.
Catina a demonstrat proprietati antimicrobiene pentru L. monocytogenes mai pronuntate decat
macese. CMI a extractelor hidroalcoolice pentru fiecare dintre C1, H1, H2, proba 1, 2, impotriva

L. monocytogenes au fost 2,6 mg/mL si respectiv pentru C2 — 5,2 mg/mL (fig. 3.13).
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Fig. 3.13 Concentratia minima inhibitorie a extractelor vegetale pentru L. monocytogenes
EGDe a) micese, b) citina.
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Extractele hidroalcoolice de macese au manifestat un efect mai diminuat asupra L.
monocytogenes cu valori echitabile ale CMI de 4,2 mg/mL pentru C1, H1, H2, L1 si L2. Comparativ
cu tescovina de struguri, aronia a fost mai activa CMI constitui e 1,9; 3,9 si 7,8 mg/mL pentru H1,
H2, C1,2 (fig. 3.13). Probabil ca aceste proprietati se datoreaza compozitiei chimice a catinii si a

maceselor (Sandulache et al. , 2020).
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Fig. 3.14 Concentratia minima inhibitorie a extractelor vegetale pentru L. monocytogenes
EGDe a) aronia, b) tescovina de struguri.

In studiile anterioare s-a constatat ca macese si citina au efecte antimicrobiene asupra
microorganismelor patogene (Efenberger et al., 2021; Sandulachi et al., 2020; Shah et al., 2020).
Conform datelor obtinute (fig. 3.14), s-a observat ca, catina are cel mai pronuntat efect asupra L.
monocytogenes, in special extractul concentrat 1 si 2 urmat de macesele si tescovina de struguri
din soiuri rosii.

Extractele de aronia au indicat o activitate slaba asupra listeriei, desi, conform datelor
bibliografice, aroniei a demonstrat activitate antibacteriana si antioxidanta, inhiband generarea de
SRO in celulele bacteriene si inducerea modificarilor morfologice a celulei bacteriene (Zhao et al.,
2014; Kim et al., 2018; Efenberger-Szmechtyka, et al., 2021). Totusi, in aceste studii efectele
bacteriostatice au fost obtinute asupra altor tipuri de microorganism patogene (E. coli, S.
Typhimurium, S. aureus, L. monocytogenes, B. cereus, B. thermosphacta, P. fragi).

Efectul antimicrobian amplificat se datoreaza prezentii gruparilor hidroxil in polifenoli,
compusilor fenolici si alcoolici. Sensibilitatea bacteriilor la substante fitochimice fluctueaza odata
cu diferentele in structura invelisului celular bacterian si difera intre bacterii. Invelisul celular are
rol de protectia osmotica a celulei bacteriene. Bacteriile Gram-negative au 0 membrana externa
lipopolizaharidica care impedica penetrarea polifenolilor la straturile de peptidoglicani.

(Suriyaprom et al., 2022; Peabody, et al., 2016). Extractele de fructe de padure au fost responsabile
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pentru o activitate antibacteriana puternica prin dezintegrarea membranei exterioare si cresterea

permeabilitatii membranei citoplasmatice (Nohynek et al., 2006; Peabody et al., 2016).

3.3 Activitatea antimicrobiana si antioxidanta a extractelor — mecanisme de
interactiune

Polifenolii si carotenoidele servesc drept conservanti in procesarea alimentelor. Mai multe
studii au aratat ca substantele antioxidante pot actiona in diferite moduri, inclusiv ca captatori de
radicali liberi sau chelatori, prevenind oxidarea lipidelor si, prin urmare, prevenind pierderile de
nutrienti si inhiband formarea potentiala de compusi toxici (Finley et al., 2011; Poljsak et al.,
2021). Alterarea alimentelor si toxiinfectiile alimentare cauzate de cresterea bacteriilor patogene
sunt probleme majore in industria alimentara. Exista un interes din ce in ce mai mare pentru
utilizarea conservantilor naturali activi. Astfel, prezinta un interes deosebit cercetarea

mecanismelor de actiune antimicrobiana si antioxidanta a compusilor bioactivi din plante.

3.3.1 Comporzitia extractelor din tescovina de struguri si fructe de padure

Efectele antioxidantilor naturali depind de absorbtia hidrogenului fenolic in reactiile
radicalice, de stabilitatea radicalului antioxidant natural format in timpul reactiilor radicalice si de
substituentii prezenti in structura. Un antioxidant este 0 moleculd care scade sau previne oxidarea
altor substante chimice. Oxidarea face parte dintr-o reactie redox si consta in transferul de electroni
de la o substanta la un agent oxidant. Aceasta reactie poate produce radicali liberi, care provoaca
reactii distructive in lant. Antioxidantii sunt capabili sd opreasca aceste reactii in lant prin oxidarea
cu radicalii liberi si blocand astfel actiunea lor. Aceste proprietati sunt caracteristice mai multor
familii de compusi chimici: tioli, fenoli, carotenoizi etc.

In tabelul 3.12 este prezentati compozitia polifenolilor individuali, identificati in extracte
hidroetanolice din fructe de padure si tescovina de struguri (metoda HPLC) (Sandulachi et al.,
2020; Ghendov-Mosanu et al., 2022).

Extractele hidroetanolice din fructe de catind contin cantititi semnificative de acid salicilic
(24,48 mg/100 mL), hiperozida (38,53 mg/100 mL), ester metilic al acidului ferulic (25,43 mg/100
mL), polidatina (5,4 mg/100mL), acid ferulic (2,19 mg/100 mL), acid clorogenic (1,43
mg/100mL), cis-resveratrol (4,17 mg/100mL) si trans- resveratrol (1,2 mg/100 mL). Extractele
din macese au cantititi importante de subtante, precum derivatii acidului hidroxibenzoic (salicilic,
galic, protocatehic), acidului hidroxicinamic (ferulic), flavone (catehind, epicatehind), flavonoide
(procianidina B2 si procianidind B1) si esterul metilic al acidului ferulic. Principalii compusi

fenolici detectati in extractul de aronia au fost catechina (15,41 mg/100 mL), epicatechina (4,7
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mg/100 mL), acizii feruluc (5,51 mg/100mL), salicilic (2,65 mg/100 mL), protocatehic (1,88
mg/100 mL), polidatina (1,27 mg/100 mL), esterul metilic al acidului ferulic (1,48 mg/100 mL),

dar si acizii galic, para- si metabenzoic, procianidind B1 si B2.

Tabelul 3.12. Polifenoli individuali identificati in extracte hidroetanolice din fructe de

padure si tescovina de struguri

Polifenoli Catina, Macese, Aronia, Tesc_ovinﬁ de
mg/100mL mg/100mL mg/100mL struguri, mg/100mL

Acid galic 0,16+0,01 0,85+0,01 0,39+0,01 1,95+0,01
Acid m-hidroxibenzoic 0,020+0,002 0,020=+0,00ul 0,13+0,01 0,010+0,002
Acid protocatehic 0,98+0,01 0,43+0,01 1,88+0,01 0,32+0,01
Acid p-hidroxibenzoic 0,21+0,01 0,19+0,01 0,21+0,01 0,34+0,01
Acid gentisic 0,15+0,01 0,27+0,01 - -
Acid vanilic 0,17+0,01 0,13+0,01 0,09+0,01 -
Acid salicilic 24.48+0,05 1,07+0,01 2,65+0,02 -
Acid siringic - - 0,05+0,01 0,19+0,01
Acid p-cumaric 0,010+0,002 0,010+0,001 0,06+0,01 -
Acid ferulic 2,19+0,01 0,32+0,01 5,51+0,03 0,82+0,01
Acid cafeic 0,006+0,001 - 0,09+0,01 -
Acid sinapic 0,1340,01 - 0,08+0,01 0,008+0,001
Catehina - 2,05+0,01 15,41+0,15 1,34+0,01
Epicatehina 0,37+0,01 0,49+0,01 4,7+0,02 -
Quercetina 0,030+0,005 0,020+0,001 - 0,19+0,01
Hiperozida 38,53+0,02 0,41+0,01 0,97+0,01 0,37+0,01
Procianidina B1 0,19+0,01 0,70+0,01 0,27+0,01 1,33+0,01
Procianidina B2 0,10+0,01 1,75+0,01 0,12+0,01 15,34+0,15
Acid clorogenic 1,43+0,02 - - -
Polidatina 5,40+0,01 0,06+0,01 1,2740,01 -
Trans-resveratrol 1,20+0,01 - 0,00540,001 -
Cis-resveratrol 4,17+0,01 0,010+0,001 0,011+0,001 -
fEeSrtjlri‘é' metilic al acidului |5 431 02 1,44+0.01 1,48+0,02 0,74+0,01

Nota:*rezultatele sunt prezentate ca mediet+abatere standard

Astfel, s-a constatat, ca extractele utilizate prezintd surse bogate in substante bioactive.
Extractele de tescovina de struguri contin cantitati semnificative de procianidina B2, acid galic,
catehind, procianidina B1, acidul ferulic si esterul sau metilic. Numeroase studii bibliografice
demonstreaza efectul antimicrobian al acestora (Palombo et al., 2011; Daglia, 2012; Borges et al.,
2012; Abreu et al., 2013). Un rol deosebit este atribuit compusilor bioactivi naturali in combaterea

rezistentei la antibiotice (LeBel, 1988).

3.3.2 Comporitia si activitatea antioxidanta a extractelor de busuioc

Continutul total de polifenoli determinat din extractul de busuioc (Ocimum basilicum L.) a
fost de 26,18 + 0,21 mg GAE/g s.u. Comparand rezultatul obtinut cu cel din literatura, s-a constatat
ca acestea sunt comparabile. Astfel, Nguyen et al., 2021 a determinat in frunzele de busuioc un

contitut total de polifenoli de 29,60 mg GAE/g. in functie de soiuri si de partea de planta din care
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a fost obtinut extractul, acesta a variat intre 2,30 — 7,11 mg GAE/g masa proaspata (Prinsi et al.,
2019). Continutul total de polifenoli din busuioc colectat din diferite regiuni ale lumii a variat intre
20, 86 — 25,593 mg GAE/100 g s.u. (Aburigal et al., 2017).

Compusii polifenolici individuali din extractele de busuioc au fost identificati utilizand
cromatografie lichida de inalta performanta cuplata cu mass-spectometrul ESI echipata si matrice
de fotodiode (HPLC-DAD-ESI-MS) (tab. 3.13). Activitatea antioxidanta a extractului a fost
evaluata folosind doud metode spectrofotometrice diferite: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) si
ABTS (2,2'-Azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-acid sulfonic).

Dupa cum se arata in tabelul 3.13, un total de noua compusi fenolici au fost detectati in
extractul de busuioc. Compusii au fost atribuiti acizilor fenolici (metil-rosmarinat, acid rosmarinic,
rosmadial, carnosol, acid dehidrodiferulic si acid cicoric) si clasei de flavonoide (luteo-lin-
glucozida, querectin-rutinozida si epigalocatechina).

Tabelul 3.13 Continutul de polifenoli totali si individuali si activitatea antioxidanta a

extractului de busuioc utilizat pentru experimente.

Indicatori Valoare

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

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

Metil-rosmarinatul si acidul rosmarinic s-au dovedit a fi cele mai abundente
(17,08 mg/g s.u. si respectiv 13,81 mg/g s.u.). Rezultatele obtinute in acest studiu sunt in acord cu
alte studii (Khatib et al., 2021; Romano et al., 2022) unde acidul rosmarinic este raportat ca fiind
cel mai reprezentat acid fenolic in busuioc. Continutul acidului cicoric si acidului dehidro-diferulic
reprezinta 1,3 mg/g s.u. si, respectiv, 3,1 mg/g s.u.

In ceea ce priveste flavonoidele, au fost detectate luteolin-glucozid (0,85 mg/g s.u.),
querectin-rutinozid (0,75 mg/g s.u.) si epigalocatechina (0,72 mg/g s.u.). Continutul de quercetina

si catechine in extractele de frunze de busuioc dulce raportat in studiile realizate de Ghasemzadeh
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si colab. a fost de 2,73 si, respectiv, 2,61 mg/100 g s.u.; luteolina nu a fost identificata
(Ghasemzadeh et al., 2016).

Continutul de polifenoli totali si individuali ai extractului de busuioc este corelat cu
activitatea sa antioxidanta. Capacitatea antioxidanta a fost determinata folosind metodele DPPH
si ABTS. Valorile experimentale au constituit 644,75 mM TE/g s.u. si, respectiv, 8,95 mM TE/g
s.u.. Alti autori au detectat 19,91 mM TE/g in extract de busuioc prin metoda DPPH (Vlaicu et al.,
2021); 492,22 mM TE/g extract in 96 % extract de busuioc in etanol folosind metoda DPPH si
extract de 541,16 mM TE/g folosind metoda ABTS (Chulova, 2016).

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

Activitatea antioxidanta a extractelor de fructe de padure si tescovina a fost determinata
dupa o perioada de pastrare de 2 ani. Capacitatea de captare a radicalilor liberi a extractelor a fost
evaluata utilizand testul DPPH care ofera un mod usor si rapid de estimare a activitatii
antioxidante. Reducerea DPPH-ului in prezenta unui antioxidant sau a unui amestec de
antioxidanti duce la formarea formei neradicale DPPH-H de culoare galbena sau galbuie. Culoarea
amestecurilor finale poate fi violet deschis sau galben, in functie de concentratia de antioxidanti.
Cea mai importanta etapa a dezvoltarii procedurii analitice a activitatii antioxidante totale méasurate
prin testul DPPH este selectarea volumului unui extract sau a dilutiei sale adecvate pentru
determinarea activitatii antioxidante totale fiabile a extractului (Hudz et al., 2017). Astfel, au fost
efectuate testari ce vizau analiza comparativa a activitatii antioxidante a extractelor de catina si
tescovina de struguri in functie de concentratia lor. Rezultatele testelor efectuate pentru extractul
din soiul B1 (Bulgac) sunt prezentate in figura 3.15.
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Fig. 3.15 Activitatea antioxidanta a extractului de tescovina de struguri (soiul B-1):
a) extract pur (1 g extract uscat + 25 mL 96 % etanol); b) raport 1:2 (1 parte extract + 2 parti
etanol).
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S-a constatat, ca extractul pur (fig. 3.15a) a asigurat o activitate oxidanta de 80 % DPPH
inhibat. In cazul extractului diluat cu etanol in proportie de 1:2, activitatea antioxidanta a constituit
60 % (fig. 3.15b). Astfel, reducerea concentratiei extractului la 50 % poate fi asociata scaderii
potentialului antioxidant cu 25 %. Astfel, dilutia finala selectata a fost 1:2 (y = 0,6334x + 34,755,
R?=0,9097). in cazul extractului de catina, soiul RH-4 s-au efectuat dilutiile 1:2 si 1:4 (fig. 3.16).
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Fig. 3.16 Activitatea antioxidanta a extractului de catina (soiul RH-4):
a) extract pur (1 g extract + 25 mL 96% etanol); b) raport 1:2 (1 parte extract + 2 parti etanol);
c) raport 1:4 (1 parte extract + 4 parti etanol).

In cazul extractului nediluat (RH-4) se atestd 0 activitate antioxidanta de maxim 80 %
(y = 0.4344x+62,148, R? = 0.9554, fig. 3.16a). Dilutia 1:2 asigura atesta 0 activitate antioxidanta
de 55 % (y = 0,29443x + 43,064, R? = 0,9475; fig. 3.16b). Dilutia 1:4 asigura inhibarea a doar 30
% radicali liberi DPPH (y = 0,6633x + 41,005, R?=0,8447; fig. 3.16c). Testele efectuate au permis
stabilrea dilutiei optime — 1:2.

Cercetarile efectuate au demonstrat, cu cat rata consumului de DPPH este mai mare, cu atat
potentialul antioxidant este mai puternic. Prin urmare, este necesara diluarea probei, adica

selectarea conditiilor optime, ceea ce a fost realizat in prezentul studiu.
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Una dintre functiile importante atribuite antioxidantilor polifenolici este participarea
acestora la reactiile de aparare impotriva microorganismelor patogene, bacteriilor sau ciupercilor.
Un interes deosebit de mare in utilizarea microbiologica a polifenolilor se refera la utilizarea
acestora in industria alimentara ca bactericide pentru agentii patogeni alimentari, dar si ca agenti
de sustinere a antibioticelor disponibile in medicind. Rezultatele arata ca extractele de plante
polifenolice au adesea proprietati antibacteriene atractive impotriva speciilor individuale de
diferite tulpini bacteriene, cum ar fi streptococi, bacili, stafilococi si chiar multe altele (Nieto et
al., 2018; Bouarab-Chibane et al., 2019; Mucha et al., 2021).

Insa exista vreo relatie intre activitatea antioxidanti si cea antimicrobiana? Multi CBA, in
special polifenolii prezinta atat proprietati antioxidante, cat si antimicrobiene. Activitatea
antioxidantd se refera la reducerea sau eliminarea radicalilor liberi si a oxigenului in curs de
dezvoltare dintr-un mediu. Pe de alta parte, multe bacterii ar putea depinde si de acest oxigen in
curs de dezvoltare pentru supravietuirea in orice mediu dat. Astfel, prin implicare, reducerea sau
indepartarea radicalilor liberi sau a oxidantilor ar putea avea legatura cu activitatea antimicrobiana.
Acest lucru ar putea explica in parte de ce proprietatile antioxidante s-ar putea corela pozitiv cu

activitatea antimicrobiana.

3.3.4 Mecanisme de inhibare a activitdtii antioxidante si antimicrobiene

Fructele de padure se disting de alte alimente gratie compusilor lor unici cu efecte
bioprotectoare si proprietati antimicrobiene si prebiotice. Substantele fitochimice din fructe de
padure au interactiuni si efecte sinergice impotriva bacteriilor patogene, cu toate acestea
mecanismul exact de actiune ramane necunoscut. Investigatiile prezente referitoar la inactivarea
microbiana de compusii plantelor nu redau un mecanism concret de actiune, dar indica dependenta
acestor mecanisme de conditiile de mediu si microorganismele specifice implicate in testari.
Actiunile directe sunt considerate reactii fitochimice cu membrana celulara care provoaca
inactivarea enzimelor celulare esentiale. Actiunile indirecte sunt considerate a fi efecte fitochimice
metabolismului si functiei microorganismului tinta (Lacomb et al., 2017).

Efectul antimicrobian amplificat se datoreaza prezentii gruparilor hidroxil in polifenoli,
compusilor fenolici si alcoolici. Sensibilitatea bacteriilor la substante fitochimice fluctueaza odata
cu diferentele in structura invelisului celular bacterian si difera intre bacterii. Invelisul celular are
rol de protectia osmotica a celulei bacteriene. Bacteriile Gram-negative au 0 membrana externa
lipopolizaharidica care impedica penetrarea polifenolilor la straturile de peptidoglicani.

(Suriyaprom et al., 2022; Peabody et al., 2016). Nohynek si colegii au raportat ca extracte fenolice
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din fructe de padure si zmeura in cantitatea de 1 mg/mL, descompun membrana externa a tuturor
tulpinilor de Salmonella luate in studiu. Extractele fenolice de fructe de padure, zmeura si capsuni
bogate in elagitanini au fost responsabile pentru o activitate antibacteriana puternica prin
dezintegrarea membranei exterioare, eliberarea de LPS si cresterea permeabilitatii membranei
citoplasmatice (Nohynek et al., 2006; Peabody et al., 2016). Efecte bactericide au demonstrat si
moleculele hidrofobe din uleiurile esentiale de citrice. Aceste molecule se pot segrega in
membrana bacteriana, ducand la distrugerea membranei, expansiunea membranei, fluiditatea si
permeabilitatea membranei crescute, pierderea materialului citoplasmatic, inhibarea respiratiei si
alterarea transportului ionic. Uleiurile esentiale functioneaza ca dezinfectanti, ce denatureaza
proteinele si perturba membrana exterioara, ducind la scurgeri de K*, inhibarea respiratiei si liza
celulara a microorganismelor patogene (Suriyaprom et al., 2022).

Un element esential pentru fiziologia celulei bacteriene este pH-ul celular. Unele activitati
intracelulare ca replicarea ADN-ului, reactiile enzimatice, sistemele de transport de nutrienti,
sinteza si rotatia flagelilor si sinteza proteinelor, pot fi modificate si alterate cand o forma
nedisociata de acid organic difuzeaza prin membrana celulara si scade pH-ul intracelular, dupa
disociere a ionilor de hidrogen acid. pH-ul fructelor de padure este in intervalul 3-4, gratie
prezentei acizilor organici, care pot traversa membranele celulare bacteriene mai activ decat acizii
tari, din cauza valorilor pKa variabile (pH de echilibru intre formele nedisociate si disociate).
Acizii nedisociati pot difuza liber prin membranele hidrofobe.

Extractele naturale derivate din grapefruit, mandarina, bergamota si portocala sunt toate
bogate in acid citric. Extractele pot inhiba cresterea S. enterica, E. coli la concentratii incredibil de
scazute si pot duce la scurgeri de material intracelular dupa 90 de minute de tratament, reflectand
pierderea integritatii membranei. Tinta celulard esentiala este membrana, deoarece extractul de
citrice poate modifica grupele carboxilice ale acizilor grasi membranari (Lu et al., 2011; Salmond
et al.,1984). Cercetatorii au investigat efectele antimicrobiene ale diferitelor flavonoide asupra
cresterii celulelor E. coli O157:H7 si au descoperit ca quercetina si hesperetina afecteaza
morfologia E. coli O157:H7 perturband integritatea membranei, ce a condus la pierderea vadita a
materialului celular dens in electroni. Quercetina creste permeabilitatea membranei citoplasmatice
a S. pyogenes, rezultand un efect bacteriostatic asupra bacteriilor Gram-pozitive la CMI de
128 pg/mL (Qing-Yang Ji et al., 2023).

S-a demonstrat, ca diversi polifenoli manifesta efecte inhibitoare asupra activitatii
B. subtilis. Alte abordari denota ca diferite taninuri si compusi polifenolici sunt inhibitori ai
enzimelor NADH-ubichinona-1 oxidoreductaze in Paracoccus denitrificans, B. subtilis,

Photobacterium phosphoreum si Thermus thermophilus. Substantele fitochimice din fructe pot
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inhiba activitatea toxinelor bacteriene (Suriyaprom et al., 2022). Studiile au demonstrat aspectele
anti-adezive ale fructelor de padure impotriva E. coli uropatogena. Se considera ca gradul de
polimerizare a proantocianidinelor este principala caracteristica care contribuie la proprietatile lor
anti-adezrente. Cu toate acestea, multi compusi, inclusiv acizi organici, alti compusi polifenolici
si glicozide de flavonol, au fost specificati drept compusi anti-adezivi. Taninurile hidrolizabile si
condensate din boabele de Vaccinium contin structuri similare cu cele implicate in aderarea
microorganismelor (bacteriilor) de suprafata celulelor vezicii urinare si a rinichilor (Lacomb et al.,
2017).

Conform datelor din literatura, exista trei mecanisme principale de actiune a polifenolilor:
a) inhibarea functiei membranei citoplasmatice; b) inhibarea sintezei acidului nucleic; c) inhibarea
metabolismului energetic. Polifenolii modifica morfologia celulelor bacteriene, deterioreza
peretele celular, declanseaza scurgerea materialului intracelular. Polifenolii genereaza aparitia de
ROS (specii reactive de oxigen) si, in consecinta, pot induce stres oxidativ in celulele bacteriene.
Ei afecteaza biosinteza proteinelor, ceea ce duce la modificari ale proceselor metabolice. A fost
demonstrat ca polifenolii inhiba sinteza ATP si suprima sinteza ADN-ului prin inhibarea activitatii
ADN girazei (Efenberger-Szmechtyka et al., 2021).

Cunostintele despre compusii bioactivi din fructe de padure, in special compusii fenolici,
au crescut foarte mult in ultimii ani. Studiile demonstreaza ca compusii din fructe de padure inhiba
dezvoltarea bacteriilor patogene umane (de exemplu Salmonella spp., Staphylococcus spp.,
Helicobacter spp. si E. coli 0157:H7). Intrebuintarea activitatii antimicrobiene a compusilor
fenolici ai fructelor de padure ca agenti antimicrobieni naturali ofera posibilitati noi pentru
industria alimentara si medicind. Utilizarea conservantilor naturali pentru alimentele ce usor sunt
contaminate de bacterii, cum ar fi Salmonella spp. si Staphylococcus spp., sunt foarte cautati.
Dezvoltarea unui regim alternativ folosind compusi de fructe de padure pentru prevenirea si
controlul infectiilor cauzate de bacterii rezistente la antibiotice va fi 0 problema foarte importanta
in viitor (Puupponen-Pimii et al., 2005). Au fost studiate si determinate diverse mecanisme de
actiune a extractelor din plante vegetale (tab. 3.14).

Efectele moleculare responsabile pentru proprietatile antioxidante ale polifenolilor sunt
recunoscute prin trei mecanisme principale, care decurg din reactia directa cu radicalii liberi si din
chelatare de metale libere, acestea din urma implicate in reactii, generand in final radicali liberi

(fig. 3.17) (Costa et al., 2021).
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Tabelul 3.14. Mecanisme de actiune a extractelor din fructe de padure ca si agenti

antimicrobieni

Extracte Bacterii tinta Mecanisme si efect asupra celulei bacteriene Referinte
vegetale
Aronia E. coli, Reducerea viabilitatii bacteriilor, au demonstrat | (Zhao et al.,
melanocarpa | S.Typhimurium | activitate antioxidanta, inhiband generarea de SRO | 2014; Kim et
S. aureus, in celulele bacteriene. al., 2018;
L. Deteriorarea peretelui celulelor bacteriene cu | Efenberger-
monocytogenes, | eliberarea componentelor intracelulare, cum ar fi | Szmechtyka,
B. cereus, acizii nucleici (ADN, ARN) si proteine, etal., 2021)
B. Inducerea modificarilor morfologice a celulei
thermosphacta, | bacteriene.
P. fragi
Hippophae | B. cereus, Destabilizarea si  permeabilizarea membranei | (Negi et al.,
rhamnoides | B. coagulans, citoplasmatice, inhibarea enzimatica de catre | 2004; Cristi
L. B. subtilis, produsii oxidati. et al., 2020)
L. Inhibarea sintezei acizilor nucleici a bacteriilor
monocytogenes, | Gram-negative si Gram-pozitive.
S.aureus, Bacteriostaza prin deteriorarea peretelui celular si a
P. aeruginosa, membranelor celulare.
Y. enterocolitica
Rosa canina | B. cereus, Gruparile OH se incorporeaza in membrana si | (Rovnaetal.,
S. aureus, peretele celular al bacteriei, ceea ce duce la 2015;
L. innocua, schimbarea fluiditatii si permeabilitatii acestora. Cendrowski
E. coli, Inhibarea sintezei de ADN si ARN, polizaharidelor, | etal., 2020)
S. Enteritidis, enzimelor si proteinelor.
K. pneumoniae, | Dezechilibrarea sistemului enzimatic, diminuarea
P. aeruginosa stabilitatii biochimice a membranei, ce contribuie la
moartea celulei microbiene.
Crataegus | S. aureus, Modificarea morfologiei bacteriilor (in special Gram | (Puupponen-
monogyna B. subtilis, pozitive). Pimi4 et al.,
L. monocytogene,| Dereglarea permeabilitatii membranei celulare cu | 2005; Zhang
E. coli, pierdere de K+, Ca2+, Na+. etal., 2020)
S. Typhimurium, | Diminuarea potentialului membranar.
P. aeruginosa Dereglarea integritatatii membranei celulare.
Reducerea activitatii enzimatice cu diminuarea
metabolizmului energetic.
Producerea speciilor reactive de oxigen (SRO).
Tescovina de | B. subtilis Destabilizarea permeabilitatii membranei | (Hassan et
struguri S. aureus citoplasmatice. al., 2019;
E. faecium Inhibarea enzimei de catre produsii oxidati, ce duce Ghendov-
E. faecalis la inhibarea sintezei acizilor nucleici de catre | Mosanu et
E. coli bacteriile Gram-negative si Gram-pozitive. al., 2022)
K. pneumoniae | Flavonoidele din struguri formeazd complexe cu
L. proteinele, fie prin legaturi covalente, fie prin
monocytogenes | legaturi de hidrogen, afectind adeziunea microbiana

S. Typhimurium

si proteinele de transport ale anvelopei celulare.
Taninele din struguri au capacitatea de a priva
bacteriile de nutrienti si metalele necesare, cum ar fi
fierul.
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Ca antioxidanti primari, polifenolii inactiveaza radicalii liberi conform transferului de atom
de hidrogen (HAT) (1) si prin mecanisme de transfer de electroni (SET) (2) (Santos-Sanchez et
al., 2019). In mecanismul 1, antioxidantul, ArOH, reactioneaza cu radicalul liber R transferandu-

1un atom de hidrogen prin ruptura omolotica a legaturii O—H:

ArOH +Re — ArO+ + RH

Ruptura OH

0 homolitica @]
Re H RH
+ +
—
A

a) Transferul de atom de hidrogen

r

(HAT) (1)
Extragerea/donar: o
.0 electronilor - -
R. * H @\ R * H
— e
Ar Ar
b) Transfer de electroni (SET) (2)
__Mn* site 1
OH
Chelatarea ionilc
metalelor
— e

c) Chelatarea metalelor de tranzitie

Fig. 3.17 Mecanisme responsabile pentru proprietitile antioxidante ale polifenolilor.
Produsii reactiei sunt speciile inofensive RH si radicalul ArO« oxidat (fig. 3.17a). Chiar
daca reactia duce la formarea unui alt radical, acesta este mai putin reactiv fata de R, fiind stabilizat

de mai multi factori. Entalpia de disociere a legaturilor (EDL) al legaturii fenolice O—H este un
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parametru important in evaluarea actiunii antioxidante. Cu cat valoarea EDL este mai mica, cu atat
mai usor decurge disociatia legaturii fenolice O—H si reactia cu radicalul liber.

Mecanismul SET (2) prevede donarea unui electron radicalului Re:

ArOH +Re — ArOH*" +R°

Anionul R este o specie stabila energetic cu un numarul par de electroni, in timp ce
radicalul cationic ArOHe" prezinta specii radicalice mai putin reactive, in special deoarece
polifenolii sunt structuri aromatice in care electronul impar, provenit din reactiile cu radicalii liberi,
are posibilitatea de a fi distribuit in intreaga moleculd, rezultdnd o stabilizare radicalica
(fig. 3.17b) (Olvera-Aguirre et al., 2023). In mecanismul SET, potentialul de ionizare este cel mai
semnificativ parametru pentru evaluarea activitatii de captare. Cu cat este mai mic potentialul de
ionizare, cu atat este mai usoara extragerea/donarea electronilor si reactia cu radicalii liberi.

Un alt mecanism antioxidant constd in chelatarea metalelor de tranzitie, capabili de a
genera radicali liberi. lonii metalelor de tranzitie pot fi chelatati de polifenoli, conducand la
compusi complesi stabili (fig. 3.17c) (Flora, 2009). Unele metale in starea lor redusa de oxidare
(in principal, ionul Fe?") pot fi implicate in reactiile Fenton, din care rezulti specii reactive de

oxigen (ROS) foarte periculoase (Olufunmilayo et al., 2023).
H202 + M™ — HO +HO- + MM

HO- este in general acceptat ca fiind unul dintre cei mai reactivi radicali. Are un timp de
injumatatire foarte scurt (aproximativ 109 s) si o reactivitate foarte mare. Hidroperoxizii sunt
metabolizati de superoxid dismutazd, darradicalii hidroxil nu pot fi eliminati prin reactii
enzimatice.

Metalele de tranzitie precum cuprul, manganul, cobaltul sunt capabile sa catalizeze aceasta
reactie, in anumite conditii cand ionii acestor metale nu sunt legati de proteine sau chelatori.
Reactii similare pot provoca o acumulare specifica de radicali liberi, care initiaza procesele de
deteriorare a biomoleculelor. Agentii de chelare a metalelor diminueaza potentialele lor redox
facandu-le inactive. Mai mult, chelatorii naturali ai metalelor, cum ar fi flavonoidele, manifesta
efecte benefice asupra organismului, in timp ce chelatorii sintetici pot prezenta unele probleme de
toxicitate. In cadrul mecanismului de transfer de electron, cei mai eficienti sunt compusii care
prezintd conformatie plana si delocalizare electronica extinsa, astfel incat valorile potentialelor de
ionizare sd fie mai mici decat a fenolul de referinta, asa cum apare in tocoferol, reseveratrol,
quercetina.

Majoritatea polifenolilor par sa elimine radicalii liberi prin mecanismul de transfer al

atomului de hidrogen, deoarece in procesul de transfer al unui singur electron sunt implicate
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energii inalte. Flavonolii prezinta efect antiradicalic mai puternici decat flavonele corespunzatoare
datorita prezentei gruparii 3-hidroxil. Compusii polifenolici cei mai acizi sunt cei caracterizati
print-un grad ridicat de delocalizare a electronilor p, pentru care deprotonarea cedeaza speciilor
anionice stabilizate prin fenomene de rezonanta, stabilitatea lor fiind e sporita de prezenta unui
model de formare a legaturilor de hidrogen.

Polifenolii sunt capabili sd chelateze metalele de tranzitie prin intermediul gruparilor OH
multiple si fragmentului carbonil. Flavonolul quercetind, spre exemplu, poate forma complecsi
stabili cu cationii Fe?* si Cu?" atat in forma neutrd, cat si in forma ionizata. Printre posibilele locuri
de chelatare, pozitiile 3-OH/4-ceto si 5-OH/4-ceto sunt cele care prezinta o capacitate mai mare
de complexare, in timp ce catecolul pare a fi un agent de chelatare slab.

Mecanismele activitatii antibacteriene a antioxidantilor polifenolici nu sunt inca pe deplin
explorate si sunt propuse mai multe cai posibile ale mecanismelor moleculare (Finley et al. 2011).
Diversitatea chimica a antioxidantilor, precum si studiile efectuate nu pe substante unice, extrase,
Ci pe extracte ce contin mai multe clase de compusi, fac dificila identificarea clara a mecanismelor
moleculare responsabile de inhibarea inmultirii microorganismelor si a mortii acestora.

Studii recente indica relatia dintre structura chimica si activitatea antibacteriana a
antioxidantilor. Se crede ca factorul cheie in modularea proprietatilor microbiene este numarul si
pozitia gruparilor hidroxil si metoxil in structura antioxidanta. Un studiu cantitativ al relatiei
structura-activitate a aratat ca activitatea microbiana a polifenolilor este legata de caracterul
hidrofob si amfifil al moleculei si al gruparii OH din pozitia 3 a inelului C (Wu et al., 2013;
Bouarab-Chibane et al., 2019). S-a sugerat ca bacteriile Gram negative sunt in general mai
rezistente la efectele antioxidantilor. Acest lucru se poate datora prezentei unei membrane
exterioare lipofile formate din fosfolipide in aceste bacterii, ceea ce face peretele lor celular
impermeabil. Mai mult, este indicat ca bacteriile Gram-negative pot descompune chimic
polifenolii de catre enzimele lor (Konat¢ et al., 2012).

Unul dintre mecanismele propuse de actiune antimicrobiand a antioxidantilor este
interactiunea cu proteinele bacteriene prezente pe peretele lor celular. Efectul interactiunii este
deteriorarea membranelor bacteriene si permeabilizarea acestora, pierderea controlului
chimiosmotic, scurgerea componentelor intracelulare, scurgerea componentelor citoplasmatice si
eventuala moarte celulara (Bhattacharya et al., 2018; Cao et al., 2019). Mai mult decat atat, studii
recente subliniaza proprietatile inhibitoare ale polifenolilor in legatura cu producerea de biofilm
de catre bacterii, care sunt realizate prin suprimarea cvorumului sensing si miscarea bacteriilor
(Antolak et al., 2017; Pellegrini et al., 2019).
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In mod interesant, compusii polifenolici utilizati in mod obisnuit drept antioxidanti
excelenti par sa induca stres oxidativ endogen in celulele bacteriene si sa conduca la formarea
ROS. Potrivit lui Xiong et. al, care a testat proprietatile microbiologice ale epigalocatechin galat
impotriva Escherichia coli, s-a demonstrat ca ROS generat in celulele bacteriene sunt responsabile
de deteriorarea oxidativa a acizilor grasi din membranele bacteriene si in cele din urma duc la
moartea agentilor patogeni (Xiong et al., 2019). Rezultate similare care confirma proprietatile pro-
oxidative ale polifenolilor in raport cu celulele bacteriene au fost obtinute in alte studii (Tang et
al., 2016; Zhang et al., 2021).

Se constata, ca activitatea de protectie microbiologica a polifenolilor rezulta si din
capacitatea acestor compusi de-a influenta biosinteza proteinelor care sunt cheie pentru procesele
metabolice si pentru buna functionare a bacteriilor. Modificarile de expresie in functie de
antioxidantii proteinelor bacteriene respective implicate, de exemplu, in metabolismul energetic si
in ciclul acidului tricarboxilic, metabolismul ADN si biosinteza acizilor grasi au dus la modificari
ireversibile ale metabolismului lor si moartea finala (Yi et al., 2010; Ulrey et al., 2014). Fara
indoiala, o proprietate importanta in contextul activitatii antibacteriene a compusilor polifenolici
este capacitatea acestora de a inhiba enzima ADN- giraza, care la randul sau duce la inhibarea
sintezei ADN-ului bacterian (Wu et al., 2013). O alta enzima esentiala pentru metabolismul
energetic al bacteriilor este ATP sintaza, care, asa cum a demonstrat Chinnam si colab (Chinnam
etal., 2010) si Dadi si colab (Dadi et al., 2009), sufera o inhibare dependenta de polifenol, ducand

la moartea microorganismelor.

3.4 Concluzii la capitolul 3

1. S-a demonstrat, ca multi compusi naturali gasiti in plante, ierburi si condimente
(catina, aronia, paducel, macese, tescovina de struguri), poseda actiune antimicrobiana si Servesc
drept sursa de agenti antimicrobieni impotriva germenilor patogeni. Extractele din plante
reprezintd 0 solutie alternativa, naturald, cu actiune antibacteriana asupra compusilor chimici de
sinteza. Rezultatele au aratat ca compusii fenolici testati au efecte antimicrobiene diferite
impotriva bacteriilor responsabile de alterarea alimentelor. Au fost observate diferite grade de
sensibilitate antimicrobiana a bacteriilor Gram-negative (E. coli si Salmonella etc.) Gram-pozitive
(S. aureus, B. subtilis, L. monocytogenes, etc.) la preparatele naturale.

2. Difuzimetric s-a determinat activitatea pulberilor vegetale la contactul direct asupra
tulpinilor de referinta luate in studiu, mentionam ca toate pulberile au manifestat activitate
antibacteriand. Un efect accentuat au demonstrat pulberile din catina alba asupra bacteriilor testate,

preponderent au manifestat activitate asupra tulpinilor Gram pozitive S. aureus ATCC 25923 si
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B. cereus ATCC 6633. Preparatele din macese au efect mai moderat fata de microorganismele
Gram pozitive testate, iar aronia si paducelul au o valoare de activitate antibacteriana mai redusa
fatd de aceste microorganisme. Prin aceiasi metoda s-a demonstrat efectul antibacterian asupra
bacteriilor Gram negative. Pulberile de catina au fost mai active asupra Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, iar aronia si paducelul au demonstrat activitate mai
redusa.

3. S-aefectuat screeningul calitativ a soiurilor noi de catind (R1, R2, R4, R5, C6, AGG,
AGA, Pomona, Mr. Sandu, Seirola) asupra bacteriilor Gram negative, Gram pozitive si levurilor.
Efect antibacterian au demonstrat toate soiurile de catina. Activitate remarcabila au manifestat
soiurile AGA si AGG asupra microorganismelor luate in studiu cu exceptia C. albicans.
Sensibilitate pronuntata impotriva acestor preparate au avut bacteriile Gram pozitive.
Concluzionam ca aceste preparate au actiune antibacteriana diferita si depinde de specia de
microorganism. Bacteriile Gram pozitive sunt mai susceptibile fata de toate tipurile de catina.
Constatam ca catina AGA si AGG sun foarte active, inclusiv si pe tulpinile Gram negative,
exceptie pentru S. Typhimurium. C. albicans ATCC 10231 a fost rezistenta la toate tipurile de
catina.

4. Afost determinat efectul antibacterian a tescovinei, maceselor si soiurilor noi de catina
(C6, R1, R4, AGA, Mr. Sandu) dupa o perioada de doi ani. Gradul de inhibitie a acestor preparate
asupra bacteriilor Gram negative si Gram pozitive practic nu a fost modificat in timp (dupa 2
ani). Soiurile de catina si-au pastrat activitatea antimicrobiana dupa o perioada de doi ani cu o
usoara diminuare a efectului antibacterian asupra bacteriilor Gram pozitive. Activitatea in timp a
diverselor soiuri de catina nu a fost modificata esential, iar asupra bacteriilor Gram negative s-a
determinat o activitate mai inalta. Pulberile de macese si tescovina (tescovina de struguri rosii) nu
au fost active asupra tulpinilor testate.

5. S-a constatat, ca pulberile de catina, maces si tescovina sunt semnificativ eficiente
impotriva inhibarii cresterii Listeria monocytogenes ATCC 19118. Pulberile de aronie si paducel
nu au manifestat activitate impotriva acestei tulpini. Extractele hidrosolubile si liposolubile
obtinute din pulberile vegetale (catina, macese, tescovind) au demonstrat activitate antibacteriana
asupra tulpinei de L. monocytogenes EGDe. Efect considerabil asupra L. monocytogenes EGDe
le-au avut extractele de catina urmate de macese si tescovina. Activitatea inhibitorie a aroniei
asupra acestei tulpini a fost mai redusa. Ca si in cazul L. monocytogenes ATCC 19118 este de
remarcat faptul ca preparatele din paducel nu au fost active impotriva L. monocytogenes EGDe.

6. Rezultatele obtinute prin metoda dilutiilor duble succesive au aratat ca diferite specii
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observat ca bacteriile Gram pozitive (S. aureus, B. cereus, L. monocytogenes) sunt mai sensibile
decat bacteriile Gram negative (E. coli, S. Abony, K. pneumoniae). In urma testarilor efectuate s-
a constatat ca pulberile din catina alba si srot de catina alba realizeaza CMI pronuntata fata de toate
microorganismele patogene cercetate, preponderent asupra microorganismelor Gram pozitive.
Pulberile de maces poseda activitate antimicrobiana foarte inalta fata de S. aureus ATCC 25923 si
B. subtilis ATCC 6633. Bacteriile Gram negative sunt mai putin sensibile la efectul pulberilor
vegetale. Activitatea antimicrobiand a paducelului este foarte redusa, iar K. pneumoniae este
rezistenta.

7. Activitatea pudrelor si extractelor din soiurile noi de catind a fost determinata
cantitativ. Cum a fost mentionat anterior s-a dovedit ca extractele de catina au fost active dupa o
perioada de 2 ani si au demonstrat nivel diferit de inhibare a cresterii bacteriilor luate in studiu.
Valori mici de inhibitie au demonstrat extractul din soiul de catina Mister Sandu, R4, urmat de C6
si R1. Bacteriile Gram pozitive sunt mai sensibile la aceste extracte in comparatie cu bacteriile
Gram negative. Mentionam ca aceste preparate peste un interval de timp demonstreaza activitate
antibacteriana, ceea ce a fost demonstrat si prin metodele calitative si cantitative.

8. Studiul nostru indica faptul ca extractul de rozmarin, busuioc cimbru poseda o
eficacitate antimicrobiana larga, impiedicand proliferarea atat a speciilor bacteriene Gram
pozitive, cat si a celor Gram negative, precum si a levurilor. Extractul de rozmarin a demonstrat
cea mai inalta activitate asupra tuturor tulpinilor luate in studiu.

9. Efect minim inhibitor asupra L. monocytogenes ATCC 19118 I-au demonstrat pulberile
de catina, urmat de maces si tescovina. Aronia si paducelul nu au demonstrat efect antibacterian
asupra acestui microorganism. Extractele hidroalcoolice de catina si maces au prezentat rezultate
vadite asupra efectului inhibitor si bactericid al L. monocytogenes EGDe. Catina a demonstrat
proprietati antimicrobiene mai pronuntate asupra L. monocytogenes decat macesul. Paducelul nu
a avut activitate inhibitorie asupra L. monocytogenes EGDe.

10. A fost testata activitatea antioxidanta a extractelor de fructe de padure (catina, macese,
aronia) si tescovina de struguri pentru diferite grade de dilutie (1:1 — 1:8). S-a constatat, ca desi la
scaderea concentratiei compusilor biologic activi se atesta reducerea activitatii antioxudante (testul
DPPH), se pastreaza capacitatea lor de inhibare a radicalilor liberi. A fost determinata compozitia
polifenolilor individuali din extractele utilizate. Au fost analizate mecanismele probabile de

inhibare a activitatii antioxidante si antimicrobiene ale extractelor.
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4. ANALIZA IN SITU A ACTIUNII MICROBIOSTATICE SI
MICROBICIDE A UNOR EXTRACTE SI PULBERI VEGETALE

O problemda cardinala care amenintda industria alimentara este contaminarea cu
microorganisme a produselor alimentare ca rezultat a manipularii si procesarii necorespunzatoare.
Contaminarea microbiana reduce perioada de valabilitate si calitatea alimentelor care duc la
infectii alimentare si la izbucniri de toxiinfectii alimentare, ce pot fi letale. Desi activitatea
microbiostatica a unor plante vegetale reprezinta o0 sursa promitatoare de solutii alternative pentru
utilizarea lor in scopul diminudrii contaminarii microbiene a materiei prime si produselor
alimentare, eficacitatea acestor compusi se demonstreaza a fi semnificativ mai redusa in situ, dupa
includerea lor in matricea alimentelor reale, decat in vitro. Astfel, necesitatea conservarii
functionalitatii biocomponentelor pe parcursul pretratarii materiei prime si a incorporarii
extractelor in matricea alimentului implica cercetarea mecanismelor de interactiune compusi
bioactivi-matrice alimentara in situ, in matricea alimentului contaminat. Astfel, in cadrul tezei au
fost examinate efectele microbiostatice si microbicide ale unor extracte si pulberi vegetale in

diferite categorii de produse contaminate cu microorganisme, capabile sa le colonizeze accidental.

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

Monitorizarea continua a prelucrarii produselor alimentare este esentiala pentru a evita
eventualele probleme de sanatate. Staphylococcus aureus este unul dintre principalii agenti
patogeni din produse alimentare, care cauzeaza frecvent boli ca rezultat al consumului de alimente
contaminate cu toxina stafilococica. E. coli poate contamina carnea in timpul procesarii. Daca
carnea contaminata nu este tratata la temperatura de 71°C, bacteriile pot supravietui si infecta
consumatorul. Orice produs alimentar care a intrat in contact cu carnea cruda poate fi, de asemenea
infectat. Pe baza evaluarii riscurilor, producatorii trebuie sa decida ce masuri Sau combinatie de
masuri trebuie sa fie aplicate pentru a realiza obiectivul de reducere a riscului microbiologic. Unele
dintre aceste masuri pot fi aplicate cu usurinta, in timp ce altele necesita investitii Semnificative.
in ultimul timp tot mai mult se vorbeste despre utilizarea adaosurilor din fructe de padure pentru
diminuarea riscului microbiologic si tinerea sub control a calitatii si sigurantei produselor
alimentare (Cojocari et al., 2019; Macari et al., 2021).

Initial s-a efectuat analiza sanitar-microbiologica a crenvurstilor pentru determinarea

indicatorilor sanitar - microbiologici, conform standardelor in vigoare enumerate in capitolul 2.
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Conform normativelor in vigoare crenvurstii sunt cercetati la urmatorii indicatori:
NGMAFA 1x10° UFC/g (nivel maxim admisibil); Bacterii coliforme in 1,0 g — absent; S. aureus
in 1,0 g — absent; Microorganisme patogene, Salmonella spp. in 25,0 g — absent; L. monocytogenes
in 25,0 g —absent (tab. 1, Anexal).

Ulterior a fost analizat in situ efectul microbiostatic a pulberilor din fructe de maces,
paducel aditionati in produse din carne (crenvursti), precum si tarhon, busuioc, cimbru. S-a
constatat, ca adaugarea acestora in produsele din carne ofera rezultate optimiste din punct de
vedere bacteriologic. Au fost obtinute probele de crenvursti cu adaosuri de pulbere din fructe de
catina alba, maces si paducel in concentratii de 0,25; 0,5 si 1 % raportate la masa carnii utilizate.
S-a constatat ca asupra dezvoltarii microorganismelor in timpul pastrarii crenvurstilor influenteaza
tipul si concentratia adaosului vegetal utilizat.

Probele analizate corespund standardelor in vigoare, nu s-au depistat bacterii inadmisibile.
S. aureus si bacterii coliforme nu au fost detectate intr-un 1 g produs dupa I, Il si a VII zi de
pastrare (din momentul prepararii). Bacterii din genul Salmonella si L. monocytogenes nu au fost
depistate in 25 g in toate trei loturi examinate.

In studiu a fost analizat un lot de produse alimentare: crenvursti, in care au fost adiugate
diferite concentratii din aceste preparate biologice. A fost determinata actiunea antibacteriana in
situ (crenvursti) a extractelor de maces, paducel si probelor martor, crenvurstii prealabil fiind
infectate cu S. aureus, S. Abony, K. pneumoniae, E. coli. Dupa ce probele au fost pregatite dupa
cum s-a mentionat in capitolul 2, ulterior au fost contaminate cu bacterii ce adesea contamineaza
produsele alimentare. Drept substrat de contaminare au servit mostrele de crenvursti obtinute in
conditii de laborator la Departamentul Tehnologia Produselor Alimentare. Testarile au fost
realizate in laboratorul Disciplinei de microbiologie si imunologie a Universitatii de Stat de

Medicina si Farmacie ,,Nicolaie Testemitanu” din Republica Moldova (fig. 4.1).

Fig. 4.1 Crenvursti cu diferite adaosuri vegetale.
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S-a determinat cresterea tulpinelor microbiene in situ (crenvursti), atat in mostrele martor
(fara adaos de pulbere de fructe de padure), cat si in cele cu adaos de macese si paducel. Probele
contaminate s-au incubat in termostat la temperatura de 37 °C pentru 24 ore, 48 ore, 72 ore si 96
ore. In tabelul 4.1 sunt prezentate rezultatele monitorizarii cresterii tulpinilor patogene in situ.

Tabelul 4.1. Numarul de colonii microbiene dezvoltate in probele de crenvursti contaminati

Tulpini* S. aureus S. Abony K .pneumoniae E. coli
ATCC 25923 ATCC 6017 ATCC 13883 ATCC 25922
Ziua/Pro 103 10° 103 10° 103 10° 10°° 10°
Ziual| PM 552 78 difuz >700 difuz 168 difuz 488
Micese 228 16 difuz 120 difuz 88 difuz 64
Paducel 96 1 difuz 248 difuz 103 difuz 88
Ziua 2| PM >1000 268 difuz >800 difuz 346 difuz 596
Macese 440 23 difuz 228 difuz 114 difuz 264
Paducel 176 3 difuz 480 difuz 144 difuz 152
Ziua 3| PM >1000 396 difuz difuz difuz 412 difuz >700
Macese 560 49 difuz 392 difuz 300 difuz 960
Paducel 222 4 difuz >1000 difuz 760 difuz 344
Ziua 4| PM difuz 416 difuz difuz difuz 560 difuz difuz
Macese difuz 280 difuz >1000 difuz 372 difuz difuz
Paducel 144 3 difuz >1000 difuz 896 difuz 364

Nota: PM — proba martor; * tulpini de referinta, difuz- crestere confluenta

Dupa 24 de ore in mostrele in care s-au inoculat suspensii ale tulpinii
S. aureus ATCC 25923 s-au obtinut urmitoarele rezultate: pentru dilutia 10 in proba martor au
crescut 552 colonii, pe cand in proba cu adaos de paducel, doar 96 colonii, iar in cea cu adaos de
micesi 228 colonii. Pentru suspensia de microorganisme cu dilutia 10°° in proba martor au crescut
78 colonii, in proba cu adaos de micesi 16 si in cea cu adaos de paducel respectiv o colonie. In
urmatoarele zile de incubare rata de crestere a microorganismelor patogene de asemenea a fost
diferita. In unele placi Petri s-a depistat o crestere abundenti ce s-a extins pe toata suprafata. S-a
numarat numarul total de colonii care au crescut pe fiecare placa Petri dupa 24 ore, 48 ore, 72 ore
sl 96 ore, rezultatul a fost exprimat in UFC.

In probele de crenvursti ce au fost contaminate cu Salmonella Abony ATCC 6017 s-au
determinat urmitoarele rezultate: dupi 24 ore din toate probele cu dilutia 10 atestd 0 crestere
difuza pe suprafata placilor. Un numar mai mic de colonii (120) se observa in proba cu maces din
dilutia 106, In cazul S. Abony, dupa 48, 72, 96 ore in probele cu micese se constati un numar mai
mic de colonii (228, 392, mai mult de 1000 colonii) in comparatie cu probele martor si paducel.

In cazul Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 din dilutia 10 se observa o crestere difuza
pentru toate probele si perioadele de timp. Pentru K. pneumoniae din dilutia 10® se constati un

numar mai mic de colonii in probele cu maces pentru toate perioadele de timp (24, 48, 72, 96 ore).
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Paducelul a demonstrat o activitate mai redusa asupra K. pneumoniae, se observa un numar mai
mare de UFC.

S-a demonstrat ca in crenvurstii cu adaos de paducel, macese si proba martor ce au fost
contaminati cu E. coli ATCC 25922, se constata un numar mai mare de colonii in toate perioadele
de timp, preponderent peste 96 ore.

Comparand rezultatele obtinute s-a constatat ca probele ce contin adaos de macese si
paducel au o capacitate mai mare de-a inhiba dezvoltarea tulpinilor testate in comparatie cu proba
martor. Probele ce contin paducel au demonstrat un efect mai pronuntat de inhibitie asupra
tulpinilor de S. aureus ATCC 25923 (fig. 4.2). Probele cu adaos de fructe de padure au efect mai
diminuat asupra tulpinilor de bacterii Gram negative ce au fost luate in studiu (fig. 4.3),
preponderent asupra tulpinelor de S. Abony ATCC 6017.

Fig. 4.2 Colonii de S. aureus ATCC 25923 dezvoltate din probele de crenvursti testate dupa

24 ore: a) proba martor; b) proba cu paducel.

Fig. 4.3 Colonii de Klebsiella pneumoniae dezvoltate din probele de crenvursti testate

dupa 96 ore: a) proba martor; b) proba cu paducel.
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Conform rezultatelor obtinute la numararea coloniilor pe placa de mediu (fig. 4.3), s-a
calculat numarul de microorganisme in dependenta de dilutiile suspensiilor de tulpini inoculate si
s-a construit curba de crestere a fiecarei tulpini pe o perioada de patru zile (96 ore). Curba de
crestere bacteriana reprezinta numarul de celule vii dintr-o populatie bacteriana intr-0 perioada de
timp. In figura 4.4 sunt prezentate fazele Lag si faza Exponentiali de crestere a microorganismelor
testate. Din aceste faze ale curbii de crestere a microorganismelor este vizibila influenta diferitor
adaosuri de fructe de padure asupra diminuarii cresterii tulpinelor de microorganisme patogene
care pot contamina produsele din carne.

Faza Lag este definita ca perioada initiala din viata unei populatii bacteriene cand celulele
se adapteaza la un nou mediu inainte de a incepe cresterea exponentiala. Un mic grup de celule
sunt plasate intr-un mediu bogat in nutrienti, care le permite sa sintetizeze proteine si alte molecule
necesare pentru replicare. Aceste celule cresc in dimensiune, dar in faza nu apare nici o diviziune
celulara (Cojocari et al., 2019). Faza de lag este cea mai insuficient inteleasa faza de crestere din
cauza lipsei de date care sa descrie procesele fiziologice si moleculare subiacente (Matthew et al.,
2012). Dupa faza de intarziere, celulele bacteriene intra in faza exponentiala sau logaritmica.
Acesta este momentul in care celulele se impart prin divizare binara si se dubleaza dupa timpul de
generatie. Activitatea metabolica este ridicata, deoarece componentele ADN, ARN, componentele
peretelui celular si alte substante necesare cresterii sunt generate pentru divizare. In aceasta faza
de crestere, antibioticele si dezinfectantele sunt cele mai eficiente, deoarece aceste substante
vizeaza in mod obisnuit peretele celular sau procesele de sinteza a proteinelor de transcriere ADN
si de translatic a ARN (Cojocari et al., 2019).
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Fig. 4.4 Faza Lag si Faza Exponentiala a tulpinelor patogene in probele de crenvursti
(perioada de testare 96 h): a) S. aureus ATCC 25923; b) S. Abony ATCC 6017; c) K.
pneumoniae ATCC 13883; d) E. coli ATCC 25922.

Faza Lag bacteriana a fost relatata pentru prima data la sfarsitul secolului al X1X-lea, cand
"perioada latenta" a fost descrisa in studiile privind efectele temperaturii asupra Salmonella
enterica serovar Typhi Typhimurium. S-a presupus ca faza de intarziere permite adaptarea
necesara pentru ca celulele bacteriene sa inceapa sa activeze in noile conditii de mediu (Matthew
etal., 2012; Cojocari, et. al., 2019). In lucrarea realizata noi am testat efectul substantelor biologic
active asupra fazei Lag al unor tulpini microbiene patogene.in baza analizei datelor
experimentale au fost trasate curbele cinetice de crestere a microorganismelor patogene (fig.
4.4). Din figura 4.4 este vizibil ca adaosurile de paducel si maces in probele de crenvursti au marit
faza de Lag pentru tulpinele de microorganisme inoculate si au diminuat rata de crestere a
microorganismelor patogene. in cazul S. aureus (fig. 4.4a) adaosul de pudri de paducel inhiba
vadit cresterea microorganismelor in perioada evaluata. Pentru E. coli (fig. 4.4d) paducelul este,
de asemenea, cel mai eficient pentru stagnarea dezvoltarii microorganismelor patogene in
produsele din carne. In cazul Klebsiella pneumoniae (fig. 4.4c) efectul pulberii de macese este cel
mai marcant. Pentru Salmonella Abony faza Lag este observata pe parcursul a 80 ore (crenvusti
cu pudra de macese) si de cca 40 h pentru produsele cu adaos de paducel (fig. 4.4b). Rezultatele
experimentale obtinute in acest studiu confirma rezultatele altui studiu vizavi de proprietatile
antimicrobine ale pulberelor de macese si paducel asupra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae. Pulberile de plante investigate au aratat un potential antimicrobian
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promitator impotriva microorganismelor patogene si pot fi utilizate in industria alimentara pentru
areduce contaminarea microbiana a materiilor prime si a alimentelor.

In rezultatul testirilor efectuate s-a constatat ca adaosul de mices si paducel in reteta de
fabricare a crenvurstilor poate tine sub control rata de crestere a microorganismelor, inclusiv a
celor patogene. Acest lucrua fost constatat prin evaluarea multiplicarii unor tulpini de
microorganisme precum ar fi: S. aureus ATCC 25923, S. Abony ATCC 6017, K. pneumoniae
ATCC 13883 si E. coli ATCC 25922. Prin studierea fazei Lag si fazei Logaritmice de crestere a
tulpinelor microbiene patogene s-a constatat ca paducelul are un efect bacteriostatic mai mare
asupra tulpinelor de S. aureus ATCC 25923 si E. coli ATCC 25922, iar macesul are un efect
bacteriostatic mai inalt asupra tulpinelor de S. Abony ATCC 6017 si K. pneumoniae ATCC 13883.

Utilizare adaosurilor de fructe de padure in reteta de fabricare a produselor din carne poate
avea douda semnificatii: ameliorarea valorii nutritive a produselui si cresterea terminului de
valabilitate al produsului prin tinerea sub contol al riscului microbiologic. Prelungirea fazei Lag
in mostrele de crenvursti cu adaos de pulbere de fructe de padure demonstreaza ca aceste produse
pot avea 0 durata mai mare de pastrare (conservabilitate), factor extrem de important din punct de

vedere al sigurantei alimentelor.

4.2 Analiza microbiologica a crenvurstilor cu adaos de busuioc, cimbru, tarhon

Utilizarea extractelor de plante drept sursa de compusi bioactivi devine o strategie atractiva
pentru imbunatatirea calitatii si a caracteristicilor carnii proaspete si ale produselor din carne.
Datorita originii naturale, compusii bioactivi obtinuti din plante sunt candidatii ideali pentru a
inlocui antioxidantii sintetici si pentru a creste durata de conservare a produselor din carne. In
acelasi timp, pot imbunatati, fie direct, fie indirect, valoarea functionald a produselor din carne.
Compusii antimicrobieni sunt utilizati pentru a inhiba dezvoltarea microorganismelor care induc
deteriorarea alimentelor, iar antioxidantii pentru a intarzia oxidarea lipidelor si decolorarea
alimentelor (Macari et al., 2021).

Sectorul produselor din carne s-a confruntat ani la rand cu crize frecvente in ceea ce
priveste siguranta, calitatea si publicitatea negativa. Alterarea microbiana a produselor din carne
tocata este un proces eterogen care implica dezvoltarea unor comunitati microbiene diverse si slab
caracterizate. In pofida faptului ca dezvoltarea bacteriana este unul dintre principalii factori care
fac carnea inacceptabild pentru consumul uman, se cunoaste mai putin despre dinamica
comunitatilor acestora. Cercetatorii de la Universitatea Aarhus din Danemarca si de la Institutul
danez de cercetare a carnii au sugerat utilizarea ierburilor si a fructelor de padure in produsele

din carne ecologica, bazinduse pe faptul ca unele fructe de padure, frunze, bulbi, radacini si tulpini
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ale unor plante sunt cunoscute pentru continutul lor in substante cu proprietati antibacteriene si
antivirale. In unele plante, concentratia acestor compusi este atat de mare incat, probabil, pot fi
folosite pentru conservarea alimentelor (Macari et al., 2021).

Crenvurstii cu adaos de extracte de plante liofilizate au fost supusi examenului
microbiologic cu investigarea numarului total de microorganisme aerobe mezofile (tab.4.2).

Tabelul 4.2. Microorganisme identificate dupa o perioada de timp de la fabricarea

mezelurilor
Probe NMMAFA, UFC/g Bacte%lrll |1c;ollform S. ag;elu; Salmoigeélissgp.
Dupi 24 h
Proba martor 10° - - -
SBE 0,1 % 103 _ N .
SBE 0,2 % 10° N - -
SBE 03 % 10° - - -
SSE 0,05 % 103 - ;
SSE 0,1 % 102 _ 3 -
SSE 0,2 % 108 3
SET 0,1 % 103 - - -
SET 0,2 % 103 - - -
SET0,3% 102 - - -
Dupi 96 h
Proba martor 104 - N -
SBE 0,1 % 103 - - -
SBE 0,2 % 10° - - -
SBE 0,3 % 107 - - -
SSE 0,05 % 103 - ; :
SSE0,1% 10° - - -
SSE 0,2 % 10° ) - -
SET0,1% 107 - - -
SET 0,2% 103 - - -
SET 0,3% 10 _ n -
Dupa 168 h
Proba martor 10° - - _
SBE 0,1 % 10 - - -
SBE 0,2 % 103 - - -
SBE 0,3 % 10 _ - -
SSE 0,05 % 10* - - -
SSE 0,1 % 10* - - -
SSE 0,2 % 10° 3 - -
SET 0,1 % 10 - - -
SET 0,2 % 10 - - -
SET 0,3% 10° - - -

Notd: NMMAFA - numadrul total de microorganisme mezofile aerobe si facultativ anaerobe; "-" absenta cresterii; UFC - unitati

formatoare de colonii; SBE - crenvursti cu extract de busuioc; SSE - crenvursti cu cimbru; STE - crenvursti cu tarhon.
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Tabelul 4.2 ofera date despre gradul de contaminare a produsului, a bacteriilor coliforme
care indicd contaminarea fecala si detectarea microorganismelor patogene din genul
Staphylococcus si Salmonella, corespunderea probelor standardelor in vigoare. Datele
experimentale reprezinta rata de crestere a microorganismelor identificate dupa 24 h, 96 h (4 zile)
si 168 h (7 zile) de la fabricare. Dupa 24 de ore de la fabricatie, toate probele corespund
indicatorilor microbiologici standard; nu au fost detectate bacterii coliforme, S. aureus sau
Salmonella spp. Dupa 96 de ore (4 zile) de la fabricare, in proba de control si in cea cu continut de
0,3% tarhon si au fost identificate un numar de 10* UFC; acest lucru depiseste cerintele normative.
Nu au fost detectate bacterii coliforme, S. aureus sau Salmonella spp. Dupa 168 h de la fabricatie,
in toate probele a fost identificat un numar de UFC care depasea cerintele normative, cu exceptia
probei cu 0,2% busuioc. Nu au fost detectate bacterii coliforme, S. aureus sau Salmonella spp.

Ulterior a fost efectuata analiza microbiologica a crenvurstilor contaminati cu tulpini de
referinta (tab. 4.3). Activitatea antibacteriana a extractelor de busuioc, cimbru si tarhon adaugate
la crenvursti a fost determinata in situ. Proba de control si probele cu adaos de extracte de plante
liofilizate au fost infectate in prealabil cu tulpini bacteriene: S. aureus, E. coli si S. Abony. Probele
au fost incubate la 37 °C timp de 24 h. Conform rezultatelor obtinute, se observa un numar mai
mic de colonii in probele care contin extracte in comparatie cu probele martor (fig. 4.6).

Tabelul 4.3. Rezultatele monitorizarii in situ a cresterii tulpinilor patogene in crenvusti
contaminati cu tulpini de referinta

Probe Dilutii S. aureus E. coli S. Abony
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
Proba 10°° difuz difuz difuz difuz difuz difuz
Martor 10 320 650 528 788 546 1000
Busuioc 10°° difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,1% 10° 312 26 67 232 424 812
Busuioc 1073 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,2% 10® 286 160 52 184 384 404
Busuioc 103 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,3% 10® 242 74 46 242 228 156
Cimbru 103 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,1% 10® 263 316 216 244 218 840
Cimbru 1073 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,2% 10® 146 136 104 103 224 755
Cimbru 103 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,3% 10® 102 216 88 196 186 184
Tarhon 1073 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,1% 10® 316 236 146 702 364 976
Tarhon 1073 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,2% 10 206 256 128 248 282 805
Tarhon 1073 difuz difuz difuz difuz difuz difuz
0,3% 10 112 221 106 256 208 232

Nota: difuz - crestere difuza a tulpinelor pe placa
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In probele SBE (busuioc) s-a observat un numar mai mic de colonii pentru S. aureus dupa
48 h (160 coloniii), iar pentru bacilii Gram negativi extractele de busuioc au prezentat o activitate
mai mare dupa 24 h (67 colonii pentru E. coli) pentru S. Abony o capacitate redusa cu un numar
de 424 colonii. Extractele de busuioc in concentratii de 0,1 % si 0,3 % au fost mai active asupra
Staphylococcus aureus (160 colonii), dar concentratiile de 0,2 % si 0,3 % au avut activitate asupra
bacililor Gram-negativi, 184 colonii pentru E. coli si 404 S. Abony. in probele cu busuioc
contaminate cu bacterii gram negative se observa un numar mai mic de colonii, in special pentru
E. coli. O activitate mai pronuntata asupra tuturor bacteriilor testate a fost remarcata in crenvurstii
cu concentratia de 0,3 % (tab. 4.3).

Ratele de crestere specifice ale tulpinilor individuale a bacteriilor Salmonella Abony pe
diferite substraturi nutritive sunt prezentate in tabelul 4.4.

Tabelul 4.4. Ratele de crestere specifice ale tulpinilor individuale S. Abony

) Timpul de incubare, h
Proba |“OnContrAtie g 24 48 72
InX | Inx | eM*u [ Inx | oMu [ Inx | oM, u
nﬁ;‘;ﬁf‘r 1221 | 20,11 | 0,33+0,01 | 20,72 |0,18 +0,02| 20,99 | 0,12+ 0,01
0.1 1221 | 1987 | 0,32+0,02 [ 20,52 [0,17 +0,01[ 19,30 [ 0,10+ 0,01
Busuioc 0,2 1221 | 1976 | 0,31+0,01 [ 19,24 0,15 +0,02[ 19,03 | 0,09+ 0,01
0.3 1221 | 1082 | 0,32+0,01 [ 18,87 [0,14 0,01 18,40 [ 0,09+ 0,01
0,1 1221 | 1920 [ 0,29+0,01 [ 20,55 [0,17 =0,01[ 19,37 | 0,10+ 0,01
Cimbru 0,2 12,21 | 19,23 [ 0,29+0,01 [ 20,44 [0,17 +0,01] 18,79 | 0,09 = 0,01
03 1221 | 19,04 | 0,28+0,02 [ 19,03 ]0,14£0,02 [ 17,18 [ 0,07+ 0,01
0.1 1221 | 1971 | 0,31+0,01 [ 20,70 [0,18 0,01[ 20,18 | 0,11 % 0,01
Taragon 0,2 1221 | 1946 | 0,30+0,02 [ 20,51 [0,17+0,01[ 19,80 [ 0,11 % 0,01
0.3 1221 | 19,15 | 0,29+0,01 [ 19,26 [0,15 0,01 [ 17,69 | 0,08 0,01
Nota: p <0,05.

Dupa 24 de ore, rata de crestere a bacteriilor S. Abony a fost de 0,3 in toate probele. Dupa
48 si 72 de ore de incubare la 37 °C s-au obtinut rezultate diferite. In proba martor rata de crestere
a S. Abony a fost de 0,18 si respectiv 0,12; in probele cu adaos de busuioc, cimbru si tarhon rata
de concentratie de 0,3% a fost de 0,14 - 0,15 si respectiv 0,07 - 0,09 (Sandulachi et al., 2021).

Extractele de cimbru si tarhon au avut o activitate mai vadita dupa 24 h asupra tuturor
speciilor de bacterii testate. Extractul de cimbru in concentratii de 0,1 % si extractul de tarhon in
concentratii de 0,2 % si 0,3 % au prezentat o activitate antimicrobiana mai pronuntata (fig. 4.6).
Probele cu extract de cimbru de 0,3 % au fost cele mai active asupra tulpinelor luate in studiu. Un
efect manifest s-a constatat asupra Staphylococcus aureus (102 si 26 colonii) (fig. 4.5).
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Figura 4.5 Cresterea tulpinelor de S. aureus ATCC 25923 in probele de crenvursti:
a) proba martor; b) proba cu cimbru.
In probele de crenvursti cu tarhon 0,1 % s-a observat un numar mai mare de colonii pentru
toate tulpinele testate. Probele cu extract de tarhon 0,3 % au avut un efect manifest asupra S. aureus

- 112/221 colonii (fig. 4.6).

3

Fig. 4.6 Cresterea tulpinilor de S. Abony si S. aureus in probele de crenvursti: a) proba cu
busuioc martor; b) proba cu tarhon.

In concluzie se remarca ci extractele de plante pot fi utilizate ca ingredient sau ca o
componenta de ambalare pentru perioade de depozitare scurte sau lungi (cum ar fi carnea proaspata
si crenvursti). In cele din urma, ciutarea unor solutii eficiente si practice pentru implementarea
acestor extracte in ambalaje active este recomandabila si ar putea gasi un interes imens in viitor.

In urma testelor efectuate, s-a stabilit ca aditivii vegetali-extracte liofilizate de busuioc si

cimbru din reteta de fabricare a crenvurstilor pot controla rata de crestere a microorganismelor,
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inclusiv a celor patogene. Acest lucru a fost determinat prin evaluarea inmultirii unor tulpini de
microorganisme precum Staphylococcus aureus (fig. 4.6), Escherichia coli si S. Aboni.
NMMAFA in probele cu aditivi vegetali in diferite concentratii este mult mai mica in
comparatie cu proba martor. Tulpinile infectate din aceste probe prezintd 0 crestere progresiva
dirijata si 0 dezvoltare a coloniilor de microorganisme. Prin urmare, utilizarea aditivilor vegetali
in reteta produselor din carne poate imbunatati calitatea produsului si durata de conservare a

produsului prin mentinerea sub control a riscului microbiologic.

4.3 Evaluarea in situ a actiunii antimicrobiene a unor extracte si pulberi vegetale in
crema de branza

Crema de branza prezinta un mediu favorabil pentru cresterea microorganismelor patogene
si ofera conditii facile de alterare a produsului (Popescu et al., 2023). Laptele si produsele lactate
datorita compozitiei si proprietatilor lor unice, favorizeaza cresterea multor microorganisme
patogene. Contaminarea microbiana a alimentelor precum laptele a fost remarcata si abordata in
mai multe cercetari. Majoritatea cercetarilor includ influenta tratamentului termic sau a sarii in
monitorizarea acestui risc de contaminare microbiana. Obiectivul studiului a fost investigarea altor
metode de reducere si control al riscului microbiologic in alimente (Sturza et al., 2019). Studiile
anterioare au remarcat ca pulberea de fructe de padure are un efect inhibitor asupra
microorganismelor patogene (S. aureus, E. coli, K. pneumoniae, B. mesentericus), inclusiv
produsele din carne (Ghendov-Mosanu et al., 2018; Cojocari et al., 2019). Pasteurizarea eficienta
a laptelui elimina riscul dezvoltarii organismelor patogene, dar nu distruge organismele cu crestere
lenta sau produc spori. Pasteurizarea distruge microorganismele din lapte, dar manipularea
necorespunzatoare dupa pasteurizare il poate recontamina. Atat laptele crud, cat si cel pasteurizat
pot fi contaminati in timpul imbutelierii, transportului si depozitarii. Pasteurizarea nu distruge
decat agentii patogeni din lapte in momentul prelucrarii, daca conditiile insalubre permit agentilor
patogeni sa reintre mai tarziu in lapte, acesta va fi din nou contaminat (Sturza et al., 2019).

Scopul acestui studiu a fost de-a evalua efectul adaugarii de pulberi de fructe de padure la
reteta de crema de branza asupra microorganismelor patogene care pot infecta accidental produsul
finit. Initial sa-au testat probele conform urmatoarelor standarde indicate in tabelul 4.5. Toti
indicatorii sunt investigati conform documentelor normative:

1. NGMAFA- SN EN ISO 4833-1.

2. B. coliforrme — SM ISO 483 (metoda de detectie).

3. Levuri si micete — TTOCT 10444, 12.

4. Salmonella — SM EN ISO 6579-1 (metoda de detectie).
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Tabelul 4.5. Determinarea NGMAFA si a micetelor conform standardului

Proba Dilutia 10 Dilutia 103 Micete
crema de branza NGMAFA UFC NGMAFA UFC UFC
Proba Martor 32 10 4
Macese 13 3 1
Citina 8 llc 1
Aronia 4 I/c 0
Paducel 15 2 5

Nota: NTMFC - Numarul total de germeni mezofili aerobi si facultativi anaerobi, L/c - lipsa cresterii, UFC - unititi formatoare de

colonii.

Se denota lipsa bacteriilor coliforme in 1 g produs pentru toate probele luate in studiu. La
fel nu s-au determinat specii de stafilococi din probele studiate din dilutiile 107 si 103, Toate
probele corespund standardelor in vigoare. in proba Nr 12 (proba cu pulbere de paducel) s-au
depistat 4 colonii de fungi filamentosi si 0 colonie de levuri. Conform standardelor nu s-au depistat
microorganisme patogene (tab. 4.5).

O cerere in crestere pentru produse alimentare sigure si naturale fara conservanti sintetice
ii determind pe cercetatori sa dezvolte noi alternative si abordari durabile pentru conservarea
alimentelor. Crema de branza este o branza moale proaspata folosita ca ingredient in multe aplicatii
alimentare. Crema de branza este considerata un mediu favorabil pentru cresterea
microorganismelor patogene. Adaugarea de conservanti este una dintre cele mai utilizate metode
de asigurare a stabilitatii antimicrobiene a branzeturilor. Inlocuirea eficienti a conservantilor (de
exemplu, sorbati, etc.) este in centrul atentiei diferitelor studii, revizuite recent. Adaugarea directa
a plantelor aromatice la produsele alimentare este cea mai comuna metoda aplicata in industrie.
Cu toate acestea, utilizarea lor este inca limitata in produsele alimentare deoarece pot afecta
negativ caracteristicile senzoriale si fizico-chimice ale produselor, pot interactiona Ccu
componentele din matricea alimentara, precum si sunt instabile la variatiile de pH, temperatura,
prezenta de lumina etc. (Popescu et al., 2023).

Dupa evaluarea activitatii antibacteriene la contact direct (calitativ si cantitativ) a
extractelor si pulberilor din diverse fructe de padure si plante, s-a determinat efectul lor
bacteriostatice in situ, pe crema de branza (tab. 4.6). Au fost investigate microbiologic urmatoarele

probe cu adaos de pulbere de fructe de padure (tab. 4.6).
* Crema de branza — proba de control — (S1);
* Crema de branza cu 2 % pudra de macese — (S3);
* Crema de branza cu 2 % pudra de catina — (S6);
* Crema de branza cu pulbere de aronia 2 % — (S9);

* Crema de branza cu 2 % pudra de paducel — (S12).
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Tabelul 4.6. Reducerea cresterii microbiene in probele cu crema de branza cu adaos

de pulberi de fructe de padure

Staphylococcus aureus Salmonella Abony Escherichia coli
ilutii ATCC 25923 ATCC 6017 ATCC 25922

Proba | zi, UFC I1zi,UFC |1zi,UFC | llzi,UFC |1z, UFC 1l zi, UFC
S1 10 >1000 171 >1000 432 242 125
S3 10 38 1 11 I/c 12 I/c
S6 10 40 28 42 5 l/c I/c
S9 106 71 51 I/ic I/c 2 l/c
S12 10 28 lic 66 10 6 I/c

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

Pentru contaminarea probelor experimentale de crema de branza s-au utilizat tulpinile
microbiene (Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella Abony ATCC 6017, Escherichia
coli ATCC 25922). Probele infectate au fost incubate in termostat la temperatura de 37 °C pentru
48 ore. Dupa prima zi de incubare in proba martor (S1) s-a constat un numar mai mare de colonii
pentru toate tulpinile testate in comparatie cu probele nr 3, 6, 9, 12. Un efect mai pronuntat asupra
tulpinilor de Staphylococcus aureus au manifestat-o probele cu citini (40 colonii din dilutia 10°)
si paducel (28 colonii din dilutia 10%). In ziua a doua (48 ore) in proba de control se constati 0
diminuare a numarului de colonii (171) si la fel 0 scadere a numarului de colonii in toate probele,
peponderent in probele cu mices si paducel -11 colonii, din dilutia 105, unde a fost constatat

absenta cresterii (fig. 4.7).

a) b)
Fig. 4.7 Efectul pulberilor incorporate in crema de branza asupra S. aureus:

a) proba S1 - maces, martor; b) proba S12 — martor, paducel).

Asupra S. Abony un efect vadit a avut-o proba S9 (aronia). Pe placi au lipsit coloniile din
ambele dilutii, atat in prima cat si in a doua zi. S-a remarcat ca in proba S6 (catina) coloniile au
fost mai putine (42 si respectiv 5 din dilutiile respective) in comparatie cu proba martor.

Probele cu adaos de preparate vegetale s-au dovedit a fi mai active asupra speciei E. coli.
La fel ca si in cazul S. aureus si S. Abony in proba martor se observa o0 crestere mai intensa pe
placi (242 colonii in prima zi si 125 in a doua zi). Un efect mai diminuat asupra E. coli s-a remarcat
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la probele S3 si S12. Efect pronuntat au demonstrat probele S6, S3 si S9 (tab. 4.6). Dupa a doua zi
de testare conform datelor obtinute am constatat ca a scazut numarul de colonii, prepondirent in
cazul E. coli, cresterea lipseste in toate probele cu exceptia probei martor. Cele mai efective sunt
probele S6, S9, S3 (fig. 4.7).

Diverse studii publicate au aratat ca mai multi agenti patogeni de origine alimentara sunt
prezenti in laptele crud din diferite categorii de lactate, iar acesti microbi patogeni pot fi prezenti
si in produsele fabricate, deoarece pot patrunde oportunist in produsele fabricate in timpul
proceselor de procesare, ambalare, distributie si depozitare. Eficienta unei anumite solutii
antimicrobiene va depinde, de asemenea, de tipul, genul, speciile si tulpina microorganismului
tintd. De asemenea, va depinde si de factorii de mediu, cum ar fi pH-ul, activitatea apei,
temperatura, compozitia atmosferei, incarcarea microbiana initiala si aciditatea substratului

alimentar.

Fig. 4.8 Efectul pulberilor incorporate in crema de branza asupra E. coli
(proba S3 -proba martor).

Rezultatele testelor au evaluat efectul antimicrobian al pulberilor de fructe de padure asupra
microorganismelor patogene (Salmonella Abony ATCC 6017, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 si Escherichia coli ATCC 25922). S-a stabilit ca adaugarea de pulberi de fructe de
padure (méaces, aronia, catind si paducel) poate mentine sub control rata de crestere a
microorganismelor, inclusiv a agentilor patogeni. Majoritatea microorganismelor inoculate in
probele de crema de branza testate cu adaos de pulberi de fructe de padure au fost distruse dupa
48 de ore de termostatare la 37 °C.

Cel mai relevant efect antimicrobian a fost observat in cazul pulberilor de fructe de padure
adaugate in crema de branza asupra tulpinilor testate de E. coli. Pulberile de maces si aronia
adaugate in crema au manifestat un efect antimicrobian major asupra tulpinilor de Salmonella.

Adaugarea pulberilor de paducel a manifestat un efect antimicrobian major asupra S. aureus.
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4.4 Efectul extractului de busuioc microincapsulat asupra calitatii si stabilitatii
cremei de branza

Extractul de busuioc se caracterizeaza printr-o activitate antioxidanta si antimicrobiana
ridicata (Leri et al., 2020; Romanoet al., 2022) contribuind la reducerea populatiei de
microorganisme patogene si la extinderea termenului de valabilitate al produselor alimentare
perisabile (Fratianni et al., 2013). Adaugarea directa a plantelor aromatice la produsele alimentare
este cea mai comund metoda aplicatd in industrie (Eghbal et al., 2022). Insa utilizarea lor este
limitata In produsele alimentare deoarece pot afecta negativ caracteristicile senzoriale si fizico-
chimice ale produselor (Nwabor et al., 2020), interactioneaza cu componentele din matricea
alimentara (Haratifar et al., 2014) si sunt instabile la variatiile de pH, temperatura, prezenta. de
lumina etc. (Massounga Bora et al., 2018). Necesitatea compusilor bioactivi este, indispensabil,
legata de biodisponibilitatea acestora (Soltanzadeh et al., 2021). Microincapsularea este
consideratd o tehnologie eficientd care asigurd o stabilitate mai mare a compusilor bioactivi in
timpul fabricarii branzeturilor, pastrand activitatea lor antioxidantd si antimicrobiana pe toatd
durata de valabilitate a produselor (Saikia et al., 2015; Gouvea et al., 2017). Recent, a fost raportata
activitatea functionald a compusilor bioactivi din extracte de plante Incapsulate in diverse produse
lactate, in special branzeturi si iaurturi (Caleja et al., 2016; EI-Messery et al., 2019; Farrag et al.,
2020; Soliman et al., 2022). Obiectivul studiului a fost de-a evalua activitatea antioxidanta si
antimicrobiand a extractului de busuioc (Ocimum basilicum L.), eficienta microincapsularii
acestuia si efectul adaugarii extractului de busuioc microincapsulat asupra efectelor senzoriale,
fizico-chimice si proprietatile texturale ale cremei de branza in timpul termenului de valabilitate.

Extractul de busuioc (EB) a fost incapsulat in alginat de sodiu (Alg) folosind tehnica
picaturii. Parametrii fizico-chimici ai extractului de busuioc microincapsulat (MBE) obtinut au
fost umiditatea — 6,21 + 0,08 %, indicele de umflare — 87,4 + 0,4 % si solubilitatea — 22,1 = 1,1 %.
Imaginile extractului de busuioc microincapsulat (EBM) obtinute la microscopul electronic cu

scanare (MES) sunt prezentate in figura 4.9.

Fig. 4.9 Micrografii MES ale probei de extract de busuioc microincapsulat.
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Analiza imaginilor SEM a aratat cd EBM se caracterizeaza ca microsfere cu suprafatd
rugoasa. Microsferele au fost deformate usor in timpul masuratorilor SEM datorita credrii vidului,
dimensiunile medii variind de la 0,81 = 0,13 mm pana la 1,08 = 0,42 mm. Rezultate similare au
fost obtinute si de alti autori (Petchsomrit et al., 2013, Yang et al., 2019).

Picurile de absorbtie caracteristice Alg (fig. 4.10) pot fi atribuite dupa cum urmeaza:
3434 cm™? (vibratii de intindere ale grupurilor -OH), 2924 si 2855 cm™ (varfurile de intindere
asimetrice si simetrice ale grupelor CHa), 1624 si 1416 cm™ (picurile de intindere asimetrice si
simetrice ale grupelor COO"), 1301 cm™ (intinderea C-0), 1173 si 1124 cm™ (intinderea C—C),
1095 si 1031 cm™ (intinderea grupelor C-O si C-O—C in unititi manuronice si guluronice,
respectiv) (Sarker et al., 2014) 946 cm™ (intinderea C—O a inelului piranozic si intinderea C—O cu
contributii in deformarea C—-C—H si C-O-H), 818 cm™ (vibratia C-O a grupurilor in configuratia
a a unitatilor glucuronice) (Derkach et al., 2019).
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Fig. 4.10 Spectrele FT-IR ale alginatului de sodiu (Alg), extractului de busuioc (BE)
si extractului de busuioc microincapsulat (MBE), domeniu spectral 4000—400 cm™ si 2700—
1800 cm™™.

Spectrul infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) al EB (fig. 4.10) a evidentiat benzile de
vibratie caracteristice ale grupelor functionale O-H fenolice la 3395 cm™!, alcanilor C-H la 2851
$1 2923 cm™!, grupdrilor carbonil -C=0 — la 1728 cm!, alchenelor -C=C-la 1615 cm™!, grupdrilor
aromatice -C=C- la 1518 cm™!, grupdrilor de eter C-O—C la 1265 cm™!, grupirilor alcoolice -C-O
la 1154 si 1103 cm ™' si gruparilor C-Cl la 622 cm™' (Sukardi et al., 2020).

Spectrul FT-IR al EBM (fig. 4.10) prezinta benzi de absorbtie mai largi de intensitate mai
mica, dar benzile de vibratie caracteristice Alg si EB se regasesc in spectru, usor deplasate. Astfel,
intinderea -C=0 este deplasati de la 1728 cm™ pani la 1740 cm™, iar -C=C- ale extractului si

vibratia -COO- ale alginatului s-au deplasat de la 1615 cm™ pani la 1624 cm™ si 1629 cm™!,
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respectiv. Benzile de vibratie ale EB de la 1103 cm™ si 1072 cm™ au fost deplasate si apar ca o
bandi largi cu un maxim la 1086 cm™.

Modificarile identificate in spectrul EBM in comparatie cu spectrele componentelor sale,
Alg si EB, pot fi atribuite existentei unor interactiuni fizice slabe intre componente. Prin urmare,
prin incapsularea extractului de busuioc cu alginat de sodiu ca material de acoperire,
microcapsulele formate pot servi ca purtatori de polifenoli pentru alimente.

Spectrul FTIR al MBE (fig. 4.10) prezintd benzi de absorbtiec mai largi de intensitate mai
mica, dar benzile vibrationale caracteristice ambelor componente se regdsesc in spectru, usor
deplasate. Astfel, intinderea -C=0 este deplasatd de la 1728 cm™ la 1740 cm, iar -C=C- a
extractului si vibratia -COO- a alginatului s-au deplasat de la 1615 cm™ si, respectiv, 1624 cm?,
la 1629 cm™!. Benzile vibrationale ale BE de la 1103 cm™ si 1072 cm™ au fost deplasate si apar ca
o bandi largd cu un maxim la 1086 cm™. Modificirile identificate in spectrul amestecului MBE
(extractului de busuioc microincapsulat) in comparatie cu spectrele componentelor sale, Alg si BE,
pot fi atribuite existentei unor interactiuni fizice slabe intre componente. Prin urmare, prin
incapsularea extractului de busuioc cu alginat de sodiu ca material de acoperire, microcapsulele
formate pot servi ca purtatori de polifenoli pentru alimente.

Eficienta de incapsulare a MBE a fost de 78,59 + 0,01 %, indicand un nivel ridicat de
eficienta in procesul de incapsulare. Conform studiilor efectuate de Tomé si colegii (2022)
eficienta de incapsulare a extractelor hidroetanolice de busuioc, patrunjel, rozmarin, cimbru a
variat de la 68,24 % la 93,39 %, cu rezultate mai pronuntate pentru rozmarin. Eficienta ridicata de
incapsulare a MBE demonstreaza formarea de interactiuni stabile intre situsurile reactive ale Alg
si BE. Parametrii fizico-chimici ai cremei de branza fortificate cu MBE in prima zi de depozitare
sunt prezentati in tabelul 4.7.

Tabelul 4.7. Parametrii fizico-chimici ai cremei de branza fortificate cu extract de

busuioc microincapsulat*

Parametrii Probe

CB 0.3% CBMBE | 0.6% CBMBE | 0.9% CBMBE | 1.2% CBMBE
Substanta 34,32+ 0,02 34,50+ 0,01 34,69 + 0,02 34,89 + 0,03 35,09 + 0,03
uscata, %
Continut de 5,82 +0,00 5,78 £ 0,01 5,77 £ 0,01 5,75+ 0.01 5,73 £0,01
proteine, %
Continut de 23,04 +£ 0,00 22,93+ 0,01 22,86+ 0,01 22,79+ 0.01 22,72+ 0,02
grasime, %

Nota: * CB - cremd de branza fard extract de busuioc microincapsulat; CBMBE - crema de branza cu extract de busuioc

microincapsulat; mediile a trei incercari + abaterea standard (p < 0,05)

Parametrii fizico-chimici ai cremei de branza nu au fost influentati nesemnificativ de

adaugarea de MBE. Cresterea concentratiei de MBE in cremd de branzd a condus la o scadere
usoard a continutului de proteine si grasimi in intervalele de 5,82 — 5,73 % si, respectiv,
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23,04 - 22,72 %. Alginatul de sodiu din compozitia MBE a condus la retinerea apei libere si la
zbircirea(smochinirea) continutului de substantd uscata a probelor de crema de branza. Efectul
pozitiv al hidrocoloizilor asupra retentiei de apa in branza Labneh fortificata cu extracte de ardei
incapsulate in alginat a fost observat si de Balabanova si colab. (2020). Un efect similar a fost
raportat anterior in branzeturile de vaci cu extract de fenicul microincapsulat (Caleja et al., 2016),
branza moale suplimentata cu compusi fenolici de masline incapsulate (Farrag et al., 2020) si
branza ultrafiltrata cu extracte fenolice vegetale incapsulate (Soliman et al., 2022).

Evolutia caracteristicilor cremei de brianza fortificati cu extract de busuioc
microincapsulat in timpul depozitarii. Proprietatile senzoriale ale cremei de branza imbogatita
cu MBE, inclusiv aspectul, textura, mirosul, gustul si acceptabilitatea generala, au fost evaluate in

timpul de depozitare de 28 de zile la 4 °C, iar rezultatele sunt prezentate in tabelul 4.8.

Tabelul 4.8. Evolutia proprietatilor senzoriale (scor) in cremi de branza fortificata cu

extract de busuioc microincapsulat, in timpul depozitarii.

Durata Probe
Proprietiti de 0.3% 0,6% 0,9% 1,2%
senzoriale depcz’izl';are’ CB CBEBM CBEBM | CBEBM CBEBM
Aspect 1 500+0,0° [500+0,0° [500+0,0° |500+0,0° |500+0,0°
7 500+0,0° [500+0,0° [500+0,0° |500+0,0° |500+0,0°
14 500+0,0° [500+0,0° [500+00° |500+0,0° |500+0,0°
21 500+0,0° [500+0,0° [500+0,0° |500+0,0° |500+0,0°
28 3,53+0,012 [3,60+0,12 |500+0,0° |[500+0,0° |500+0,0b
Textura 1 500+0,0°¢ [500+£0,0°¢ [500+00° |[500+00°¢ |[500+0,0°¢
7 500+0,0°¢ [500+£0,0°¢ |[500+00°¢ [500+00°¢ |500+0,0°
14 500+00°¢ [500+£0,0¢ [500+£0,0¢ |[500+00°¢ |500+0,0°¢
21 500+0,0°¢ [500+£0,0¢ [500+£0,0¢ |[500+00°¢ |500+0,0°¢
28 442+0,01%|4,69+0,01°]500+0,0¢ |500+0,0¢ |500+0,0°¢
Miros 1 500+0,0¢ |[500+£00°¢ |[500+00° |[500+00°¢ |4,62+0,02¢9
7 500+0,0¢ [500+£0,0¢ |500+0,08 |[500+00°¢ |4,50+0,01¢
14 500+0,0¢ [500+£0,0¢ |500+£0,08 |500+00° |4,42+0,01°¢
21 500+00°¢ [500+£0,0¢ |500+£0,08 |[500+00°¢ |4,12+0,01°2
28 448+0,1° |4,62+0,019]500+0,0% |500+0,0¢ |4,10+£0,012
Gust 1 500+0,0" [500+00" [500+00" |[500+0,0" |420+0,01¢
7 500+0,0" [500+0,0" |500+0,0" |500+00" |4,18+0,019¢
14 500+0,0" [500+0,0" |500+0,0" [500+00" |4,10+0,02¢
21 432+0,017(456+0,019|500+0,0" |500+0,0" [4,00£0,01¢
28 3,60+ 0,02 2% 3,68 +£0,01° [ 500+0,0" |500+0,0" |4,00+0,01¢
Accepta- 1 500+0,0" [500+0,0" [500+0,0" |[500+0,0" |4,71+0,019%¢
bilitate 7 500+0,0" [500+0,0" [500+0,0" |[500+0,0" |4,67+0,019%
totala 14 500+0,0" [500+£00" [500+£0,0" [500+00" |4,63+0,01¢1
21 483+0,01F[489+0019]500+00" [500+0,0" |453+0,01¢
28 401+0,012|4.15+0.01°|500+0,0" |500+0,0" [4,53+£0,01¢

Notda: CB—crema de branza fara extract de busuioc microincapsulat; CBMBE—cremd de branza cu extract de busuioc
microincapsulat; mediile a trei incercéri + abaterea standard (p < 0,05). Litere diferite (a—g) desemneazi rezultate
diferite din punct de vedere statistic (p <0,05).
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Aspectul cremei de branza in prima zi de depozitare s-a caracterizat printr-o pasta
omogena, usor galbuie, fara indepartarea zerului, in cazul cremei de branza fortificatd cu MBE —
o distributie uniformd a microcapsulelor in masa crema de branza. Toate probele de crema de
branza au fost evaluate cu 5,00 puncte. Textura CB, precum si cea fortificata cu MBE in prima zi
de depozitare, a fost caracterizatd de o pasta find, cremoasa. Adaugarea de extract incapsulat de
busuioc de 1,2 % a dat cremei de branza un miros persistent si un gust de busuioc care s-au
intensificat in timpul depozitarii, ducand la o scadere a scorului de gust la 4,20.

In a 21-a zi, gustul de CB si 0,3 % CBEBI (cremi de branzi cu extract incapsulat de
busuioc) a devenit usor mai acru si, ca urmare, acceptabilitate totald acumulatd a fost de 4,83,
respectiv 4,15 puncte. In a 28-a zi de depozitare, textura acestor probe a devenit putin mai moale,
iar la nivel de gust a aparut un gust usor ranced ca urmare a reactiilor chimice si oxidative ale
lipidelor.

in cazul probelor de 0,6 % CBMBE si 0,9 % CCMBE, nu s-au observat modificari ale
calitatii senzoriale pe parcursul celor 28 de zile de depozitare. Adaugarea de MBE la concentratii
mai mari de 0,3 % a avut un impact favorabil asupra stabilitatii la pastrare a cremei de branza in
comparatie cu CB. Acest fapt se datoreaza stabilitatii si eliberarii treptate a compusilor polifenolici
din microcapsule cu efect antioxidant si antimicrobian din branzeturi (Sturza et al., 2019).

Conform rezultatelor analizei senzoriale, concentratia optimd de MBE in cremd de branza
este in intervalul 0,6 — 0,9 %, un adaos de 0,3 % MBE la crema de branza nu asigura o stabilitate
suficientd a produsului In timpul depozitarii si cand concentratia de MBE creste peste 0,9 %, apare
un gust rezidual de busuioc chiar si 1n prima zi de depozitare. Aceste constatari sunt in conformitate
cu cele ale studiului efectuat de Azarashkan si colab. (2022), in care s-a demonstrat ca fortificarea
branzei ricotta cu extract nano-incapsulat de germen de broccoli nu a avut un efect semnificativ
asupra texturii, culorii si mirosului branzeturilor in prima zi. Cercetarile privind efectul fortificarii
branzei moale albe cu capsule polifenolice de masline albe (Farrag et al., 2020) si branzei
ultrafiltrate cu extracte fenolice de sfecla rosie alba, broccoli si frunze de spanac incapsulate prin
coacervare complexa (Soliman et al., 2022) au remarcat ca probele fortificate au obtinut o
acceptabilitate generala mai mare comparativ cu proba martor. Valorile pH-ului cremei de branza
imbogdtite cu extract incapsulat de busuioc in timpul de depozitare de 28 de zile la 4 °C sunt
prezentate in tabelul 4.9.

Ulterior, in timpul de pastrare, pH-ul probei de CB martor, cét si al cremei de branza cu
MBE a scazut treptat. Desi pH-ul initial al probei martor a fost mai mare decét cel al probelor
CBMBE, la sfarsitul depozitarii, pH-ul a fost mai mic decat cel al restului probelor. in a 28-a zi de
pastrare, valorile pH-ului cremei de branza au variat intre 5,12 (CB) si 5,20 (1,2 % CBMBE).
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Adaugarea de MBE 1n probele de crema de branza de la 0,6 la 1,2 % a inhibat procesul de post-
fermentare in timpul depozitarii, scdderea pH-ului fiind mai evidentd in CB. Prin urmare, MBE
previne dezvoltarea microorganismelor in timpul depozitérii, ceea ce demonstreaza potentialul lor

de conservare.

Tabelul 4.9. Evolutia valorii pH crema de bréanza fortificata cu extract de busuioc

microincapsulat in timpul pastrarii.

Termen de Probe

pastrare zile CB 0.3% CBMBE | 0.6% CBMBE | 0.9% CBMBE | 1.2% CBMBE
1 541+0,0" 5,35+0,019 531+0,01F 5,30 + 0,02 of 5,26 0,019
7 541+0,0" 5,34 +0,019 530+0,01%" | 528+0,0109% 5,24 + 0,02 ¢4
14 5,35+0,019 531 +0,01F 530+0,018" | 527+0,02% 5,21+0,01 b,c
21 524+0,01% |527+0,01% |528+0,01% |5,26+0,01¢ 5,21+0,01 P¢
28 5,12+0,012 5,19+0,01° 5,27+0,01% |525+0,01 ¢ 5,20+0,01°

Nota: CB—cremd de branza fard extract de busuioc microincapsulat; CBMBE—crema de branzd cu extract de busuioc

microincapsulat. Valorile din tabel reprezinta mediile a trei incercari replicate + abaterea standard. Litere diferite (a—h) desemneaza

rezultate diferite din punct de vedere statistic (p < 0,05).

In mod similar, Weragama et al. (2021) au observat ci crema de branza netratati a prezentat
valori mai scazute ale pH-ului in comparatie cu mostrele de branzeturi crema fortificate cu pulbere
din frunze uscate de curry (Murraya koenigii L.) in timpul pastrarii. Azarashkan si colab. (2022)
au raportat ca valoarea pH-ului probelor de branza ricotta cu extract de germen de broccoli nano-
incapsulat a fost mai mare decit cea a martorului. In studiul lui Balabanova si colab. (2020),
incorporarea extractelor de ardei incapsulate in branza Labneh nu a aratat un efect semnificativ
asupra pH-ului probelor.

Analiza profilului texturii (APT) a fost determinatd de tipul de branza si a corespuns
caracteristicilor sale senzoriale (Soodam et al., 2015).

Tabelul 4.10 prezinta parametrii de textura (duritate, elasticitate, coezivitate, adezivitate si
gumozitate) ai cremei de branza analizate in timpul de depozitare de 28 de zile 1a 4 °C.

Tabelul 4.10 Evolutia parametrilor de texturi a cremei de branzi fortificati cu

extract de busuioc microincapsulat in timpul pastrarii.

Parametrii Dura?a de Probe
de texturs depo_2|tare, CB 0,3% 0,6% 0,9% 1,2%
zile CBEBM CBEBM CBEBM CBEBM
Fermitate, 1 1914,1 + 1914,8 + 1913,5 + 1891,2 + 1439,8 +
g 435" 34,1° 28,6° 10,2 ° 42,32
7 2951,8 2568,8 + 2476,1 2405,1 = 1960,9 +
60,2 ¢ 25,2 ¢ 25,44 278¢ 52,3b
14 4123,5 * 2807,2 + 26373 + 2506,9 + 2034,01 +
32,50 19,7¢ 32,5¢ 31,5¢ 39,6°
21 4180,3 £ 32543 2962,4 + 2960,8 + 2502,2 +
22 i 26,8 f 316¢ 26,8°¢ 44349
28 2424.6 + 3512,01 £ 3280,9 + 3225,6 £ 3016,9 +
17,4¢ 35,69 18,8f 3447 36,8 ¢f
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Continuare tabelul 4.10

Elasticitate, 1 1,001 + 1,000 + 1,000 + 1,002 + 1,000 +
% 0,0001° 0,0001 2 0,00012 0,0001 ¢ 0,0001 2
5 1,000 + 1,001 + 1,000 + 1,001 + 1,002 +
0,00012 0,0001° 0,0001 2 0,0001° 0,0001 ¢
1 1,001 + 1,001 + 1,001 + 1,002 + 1,000 +
0,0001° 0,0001° 0,0001° 0,0001 ¢ 0,0001 2
21 1,001 + 1,001 + 1,001 + 1,001 + 1,000 +
0,0001 ° 0,0001° 0,0001° 0,0001° 0,0001 2
08 1,001 + 1,001 + 1,001 + 1,001 + 1,001 +
0,0001° 0,0001° 0,0001° 0,0001° 0,0001°
Coezivitate, 1 0,462 + 0,476 + 0,489 + 0,534 + 0,568 +
% 0,008 " 0,004 0,009 0,004 1 0,002 &
7 0,214 + 0,295 + 0,315+ 0,390 + 0,386 +
0,005 b¢ 0,004 ¢ 0,007 ¢ 0,004 9 0,006 "9
1 0,148 + 0,241+ 0,313 + 0,360 + 0,367 +
0,006 2 0,007 ¢ 0,009 ¢ 0,009 f 0,008 f
21 0,199 + 0,204 + 0,245 + 0,282 + 0,307 +
0,007 b 0,009 ° 0,006 ¢ 0.,006 ¢ 0,005¢
08 0,327 + 0,202 + 0,210 + 0,247 + 0,279 +
0,007 ¢ 0,005 ° 0,005 be 0,005 ¢ 0,007 ¢
Adezivitate, 1 2252,0 + 2217.0 + 22162 + 21345+ 16483 +
g-s 26,7 ¢d 31,2¢ 29,7°¢ 26,3°¢ 35,42
5 3589,8 + 3048,8 + 2914.6 + 2772,6 + 2276,0 +
30,2" 25,7f 32.3f 34,7°¢ 18,0 ¢
14 48339 + 31754 + 3104,8 + 2821,7 + 2336,0 +
5,2k 34,89 24,8 9 29,8 ef 22,41
21 4903,0 + 3895,1 = 3606,3 + 3125,6 + 2841,6 +
18,6 ¥ 28,6 275" 25,5 f9 32,6 ¢f
28 1929.,6 + 4079,9 + 3916,5 + 38414 + 33184 +
356" 31,91 31,71 31,31 25,19
Gumozitate, 1 884,3 + 888,8 + 897,8 £ 935,7+ 1009,9 +
% 6,71 10,21 9,71 10,9 76"
7 631,7 + 756,9 + 757.8 + 9272 + 980,0 +
8,52ab 11,3¢ 9,6°¢ 9,61 11,5
1 618,5 +8.,6 673,7 + 752,6 + 902,5 + 923,7+
ab 9,1¢ 9.4¢ 11,74 10,51
1 6119+ 663,9 + 725.8 + 834,9 + 899,1+
9,22 10,6 be 11,5 de 9,2 gh 11,31
28 7928 + 634,9 + 7171 + 819,3 + 843 4+
10,1 F 11,9 2b 10,19 10,39 12,4 9h

Notéd: CB — crema de branza, CBEBM - crema de branza cu extract de busuioc microincapsulat. Valorile din tabel reprezinta
mediile a trei incercari replicate + abaterea standard. Litere diferite (a—h) desemneaza rezultate diferite din punct de vedere statistic
(p <0,05).

Compozitia chimica a branzeturilor este unul dintre factorii importanti care afecteaza
proprietatile texturale a acestora (Farrag, 2020). Un alt factor care a afectat proprietatile texturale
ale branzeturilor a fost pH-ul. in acest sens, Soodam et al. (2015) a determinat ca duritatea casului
obtinut prin coagulare sub actiunea chimozinei la pH 6,5 a fost mai mare decat a celui obtinut la
pH 6,1. In acest studiu, cresterea concentratiei de adaos de EBM in cremai de branzi a condus la o

usoard reducere a continutului de proteine, grasime si a pH-ului si, ca urmare, scaderea fermitatii
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si a adezivitatii cremei de branzd fortificate, variind de la 1914,1 g (CB) pana la
1439,8 g (1,2 % CBEBM) si, respectiv, de la 2252,0 g-s (CB) pana la 1648,4 g-s (1,2 % CBEBM).

Odata cu cresterea concentratiei de EBM in crema de branza, s-a constatat si o crestere a
coezivitatii si gumozitatii, de la 0,462 % (CB) pana la 0,568 % (1,2 % CBEBM) si de la 884,3 %
(CB) pana la 1009,9 % (1,2 % CBEBM). Adaugarea de EBM la crema de branza nu a influentat
elasticitatea cremei de branza analizate. Rezultate similare au fost obtinute si la fortificarea branzei
ricotta cu extract nano-incapsulat de germen de broccoli (Azarashkan, 2022), branzei feliate cu
continut scazut de grasimi cu acoperiri comestibile pe baza de nanoemulsii care contin ulei esential
de oregano si fibre alimentare de mandarin (Artiga-Artigas, 2017) si branzeturi proaspete cu
microcapsule sau nanoemulsii cu Opuntia oligacantha (Pérez-Soto, 2021).

Pe parcursul perioadei de pastrare de 28 de zile, fermitatea si adezivitatea cremei de branza
analizate au Inregistrat o crestere esentiald, iar coezivitatea si gumozitatea probelor au scazut
treptat, cu exceptia probei CB, care in a 28-a zi de depozitare, a inregistrat un depreciere a
parametrilor de texturi. Imbunititirea parametrilor de texturd a probelor de cremi de branza
fortificatd se datoreaza probabil capacitatii mai bune de retinere a apei in probele de crema de
branza fortificatd prin addugarea de EBM in comparatie cu crema de branza fard adaosuri.
Parametrii de texturd, cu exceptia elasticitatii, au fost influentati de cresterea concentratiei de EBM
din probe. in perioada de depozitare de 28 zile, in cazul probei 0,9 % CBEBM, fermitatea si
adezivitatea au crescut de la 1891,2 g pana la 3225,6 g si, respectiv, de la 2134,5 g-s panad la
3841,4 g-s. Cu toate acestea, coezivitatea si gumozitatea au scazut de la 0,534 % pana la 0,247 %
s, respectiv, de la 935,7 % pana la 819,3 %. Parametrii de textura a probelor de crema de branza
cu adaos de EBM au fost in corelatie cu proprietatile senzoriale (tabelul 4.9) si cu valorile pH-ului
(tabelul 4.8). Adaugarea a 0,6 - 0,9 % EBM in crema de branza a determinat inhibarea procesului
de post-fermentare, imbunatatirea gradului de retentie a apei si a parametrilor texturali ai cremei
de branza, contribuind astfel la prelungirea termenului de valabilitate al cremei de branza cu 7 zile
fata de proba martor.

Proba de 1,2 % CBEBM a demonstrat parametrii de textura nalti, dar din punct de vedere
senzorial, a fost evaluata cu un punctaj mai scazut datorita gustului prea pronuntat de busuioc. Un
adaos de 0,3 % EBM la crema de branza nu asigura o stabilitate suficienta a produsului in cele 28
zile de depozitare. Prin urmare, microcapsulele pe baza de alginat de sodiu au asigurat stabilitatea
compusilor polifenolici si bioactivi ai extractului de busuioc si, in acest fel, au condus la eliberarea
controlata a compusilor functionali din crema de branza in timpul depozitarii.

Modelarea matematica. Masurarea influentei duratei de pastrare si a concentratiilor de

EBM 1n crema de branza asupra parametrilor de textura, valorilor pH-ului si a analizei senzoriale
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(acceptabilitatea totala) a fost evaluata prin analiza informatiilor mutuale. Aceasta metoda de
modelare matematica a fost aplicata si in studiul influentei duratei de pastrare si a concentratiei
tescovinei de mere asupra parametrilor texturali si a acceptabilitatii totale a iaurtului timp de 20
de zile (Popescu, 2022). Studiul influentei indicatorilor fizico-chimici de calitate asupra
caracteristicilor de texturd ale carnii de bovind maturate prin uscare timp de 35 de zile si a
concentratiilor de catind si maces asupra calitatii produselor fainoase a fost, de asemenea, evaluat
prin aplicarea analizei informatiilor mutuale (Ghendov-Mosanu, 2020; Bulgaru, 2022).

Tabelul 4.11 demonstreaza analiza mutuala a influentei duratei de pastrare asupra
parametrilor de textura (adezivitate, coezivitate, fermitate, gumozitate, elasticitate), pH-ului si
acceptabilitatii totale a probelor de crema de branza.

Se constata ca durata de pastrare a probelor de crema de branza cu diferite concentratii de
adaos de EBM nu a influentat in mod semnificativ acceptabilitatea totald (0,078 biti), parametrii
de texturd (elasticitatea - 0,023 biti) si pH-ul (0,001 biti). Cele mai mari valori de analiza a
informatiilor pentru caracteristicile de textura au fost obtinute pentru fermitate (0,422 biti), urmata
de coezivitate (0,348 biti), adezivitate (0,311 biti) si gumozitate (0,125 biti).

Concentratia de EBM adaugata la probe a influentat pH-ul (0,659 biti), parametrul de
texturd - gumozitatea (0,416 biti) si acceptabilitatea totald a cremei de branzi (0,331 biti). In cazul
celorlalte caracteristici de texturd (adezivitate, coezivitate, fermitate si elasticitate) influenta
concentratiei de EBM nu a fost semnificativa.

Tabelul 4.11. Analiza informationali a influentei duratei de pastrare si a
concentratiei de extract de busuioc microincapsulat asupra parametrilor de textura, pH-

ului si acceptabilititii totale a probelor de cremé de branza

.. . . Concentratia extractului de
Parametrii Durata de pastrare, zile . A
busuioc microincapsulat

Fermitatea, g 0,422 0,001
Elasticitatea, % 0,023 0,001
Coezivitatea, % 0,348 0,001
Adezivitatea, g-s 0,311 0,022
Gumozitatea, % 0,125 0,416
pH-ul 0,001 0,659
Acceptabilitatea totala 0,078 0,331

Astfel, adaugarea de 0,6 - 0,9 % EBM in crema de branza a inhibat procesul de post-
fermentare, a imbunatatit gradul de retentie al apei si a Imbunatatit parametrii texturali ai cremei
de branza, contribuind astfel la prelungirea termenului de valabilitate a produsului cu 7 zile
comparativ cu proba martor. Microcapsulele pe baza de alginat de sodiu au asigurat stabilitatea
compusilor polifenolici ai extractului de busuioc si au dus la eliberarea controlatad a acestora in

crema de branza in timpul depozitarii.
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4.5. Evaluarea in situ a actiunii antimicrobiene a unor extracte si pulberi vegetale in
inghetata

Activitatea antimicrobiana a extractelor de plante sta la baza potentialei lor aplicatii in
agenti de conservare a alimentelor, produse farmaceutice, cosmetice, medicamente alternative si
terapii naturale (Kunova et al., 2019). Inghetata este un aliment popular in randul populatiei
generale, in special in randul copiilor, iar consumul de inghetata a crescut in ultimele doua decenii.
Inghetata este preparati din apa potabild, zahar, produse lactate, produse din ous, produse din
fructe, fasole, grasimi comestibile si uleiuri ca materii prime principale. Sezoanele de varf de
productie si consum pentru inghetata sunt vara si toamna, cand vremea este calda. Pasteurizarea
elimind majoritatea agentilor patogeni din premixul de inghetata in stadiul incipient al productiei.
Agentii patogeni pot aparea in continuare in produsele finale prin adaugarea de ingrediente sau din
cauza manipularii necorespunzatoare in timpul etapelor ulterioare de procesare dupa pasteurizare.

In cadrul cercetarii a fost obtinuta inghetatd cu valoare biologica sporitd, fara coloranti si
arome sintetice, cu utilizarea materiei prime vegetale autohtone — pulberilor din fructe de padure
cu grad de dispersie inalt (dimensiunile particulelor 10-70 um), ceea ce impiedica aglomerarea in
timpul depozitarii , extracte hidroalcoolice de aronia sau paducel si extracte liposolubile de macese
sau catina alba (Popescu et al., 2020).

Caracteristicile senzoriale si fizico-chimice ale inghetatei cu adaos de pudra si extracte de
fructe de padure sunt prezentate in tabelul 4.12.
Tabelul 4.12. Caracteristici senzoriale si fizico-chimice ale inghetatei cu adaos de pulberi si

extracte de fructe de padure

Indicator de Probele

calitate

fPELCA
Suprafata

iPELM
Suprafata

iPEHP
Suprafatda cu pori

iPEHA
Suprafata

Aspect, culoare

uniforma, cu pori
fini, omogena, fara
cristale  vizibile,
culoarea  violeta
caracteristica

fructelor de aronia

fini,uniforma, omo
gena, fard cristale
vizibile, culoarea
de la bej deschis
pana la bej inchis
caracteristicd  de
paducel

uniforma, cu pori
fini, omogena, fara
cristale  vizibile,
culoarea roz -pal
caracteristica

fructelor de macese

uniforma, cu pori
fini, omogena, fara
cristale  vizibile,
culoarea galbena-
portocalie
caracteristica
catinei alba

Consistenta

Pentru toate probele

analizate consistenta a fost find, omogena 1n intreaga masa, fara
cristale de gheatd, fara aglomerari de grasime, stabilizator

Miros si gust

Placut, bine
exprimat,
caracteristic

adaosului introdus.

Placut, bine
exprimat,
caracteristic

adaosului introdus.

Placut, usor
acrisor, bine
exprimat,

caracteristic
adaosului introdus.

Placut, bine
exprimat,
caracteristic

adaosului introdus.

Fara miros si gust strain
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Continuare tabelul 4.12

Continut de 10,0 10,0 10,0 10,0
grasime, %

Continut de 13,0 13,0 13,0 13,0
zahar, %

pH 6,25 6,68 6,11 5,70
Vascozitate, la

temperatura 1877 1579 1920 1621
4°C, mPa-s

Capacitate de

aerare, % 54 54 57 57
Timp final de 30 31 22 24
topire, min

Activitate

antioxidanta, % 59,10 54,04 77,89 57,09

Noti: IPEHA - inghetatd cu adaos de pudra si extract hidroalcoolic de aronia, IPEHP - inghetata cu adaos de pudra si extract
hidroalcoolic de paducel, IPELM - inghetati cu adaos de pudra si extract liposolubil de micese si IPELCA - inghetati cu adaos de

pudra si extract liposolubil de catina alba.

Inghetata cu adaos de pudri si extracte de fructe de padure s-a caracterizat prin gust plicut,
culoare caracteristica fructului introdus, proprietdti reologice Inalte, exprimate prin valori mai
ridicate ale vascozitatii de 0,2-0,15 ori comparativ cu inghetata fara adaosuri si prin timp mai lung
de topire, in special al inghetatei cu pudra de aronia si extract hidroalcoolic de aronia si al
inghetatei cu pudra de paducel si extract hidroalcoolic de paducel. Capacitatea antioxidanta ale
inghetatei cu fructe de padure a crescut de 6,3-9,5 ori comparativ cu inghetata fard adaosuri.

Microorganismele din inghetata, teoretic, nu cresc in conditii de congelare, dar se pot
multiplica in timpul transportarii, depozitarii si distributiei din cauza implementarii inadecvate a
,lantului de congelare a inghetatei”. In consecint, ingestia unei inghetate contaminate prezinta un
risc pentru populatie. Printre ingredientele crude, laptele si smantana sunt sursa probabila de
Campylobacter jejuni, Salmonella Dublin, E. coli, Listeria monocytogenes si Yersinia
enterocolotica. indulcitori, contribuie la contaminarea cu E. coli si Salmonella. Ouile si produsele
din oua sunt surse pentru Proteus spp., Salmonella spp., Enterococcus spp. (Lin et. al., 2022).

Probele de inghetata la au fost infectate cu culturi standarde Staphylococcus aureus ATCC
25923, Salmonella Abony ATCC 6017 si Escherichia coli ATCC 25922 dupa ce au fost incubate
in termostat la temperatura de 37 °C pentru 24-48 de ore. Peste 24 si respectiv 48 de ore de incubare
am efectuat dilutii in solutie fiziologica sterila, dupa care am repicat cite 2 picaturi pe mediu in
placi. Placile s-au incubat timp de 24 de ore la temperatura de 37 °C.

Rezultatele experimentale, care reflecta efectul antibacterian si capacitatea inhibitorie a
unor extracte din fructe de padure incorporate in inghetata sunt prezentate in tabelul 4.11. Probele
de inghetata la au fost infectate cu culturi standarde Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Salmonella Abony ATCC 6017 si Escherichia coli ATCC 25922 dupa ce au fost incubate in
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termostat la temperatura de 37 °C pentru 24-48 de ore. Peste 24 si respectiv 48 de ore de incubare
s-au efectuat dilutii 1n solutie fiziologica sterila, dupa care s-au repicat cite 2 picaturi pe mediu in
placi. Placile s-au incubat timp de 24 ore la 37 °C. Rezultatele monitorizarii cresterii microbiene
in probele de inghetata cu adaos de pulberi de fructe de padure sunt prezentagte in tabelul 4.13.
Rezultatele au fost interpretate prin numararea coloniilor crescute pe placa de mediu. Cea
mai pronuntatd activitate antimicrobiene poate fi considerata pentru microorganismele Gram
pozitive (Staphylococcus aureus). Efectul preparatelor naturale cu continut de extracte din fructe
de padure (extracte hidroalcoolice de aronia sau paducel si extracte liposolubile de macese sau
catina alba) incorporate in inghetata asupra microorganismele Gram negative a fost mai diminuat
in comparatie cu efectul acestora asupra bacteriilor Gram pozitive.
Tabelul 4.13. Monitorizarea cresterii microbiene in probele de inghetati cu adaos de

pulberi de fructe de padure

Staphylococcus aureus Salmonella Abony Escherichia coli

Proba| Dilutia ATCC 25923, UFC ATCC 6017, UFC ATCC 25922, UFC

24 ore 48 ore 24 ore 48 ore 24 ore 48 ore

103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

. 106 424 560 952 818 520 942
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

? 10° 320 138 432 312 >1000 360
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

: 10°® 104 344 728 1000 312 688
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

) 10°® 37 410 744 336 584 900
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

> 10 84 82 735 408 408 736
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

° 10° 104 536 256 508 378 544
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz
! 10 812 >1000 284 >1000 352 >1000
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz

° 10 232 >1000 318 992 842 432
103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz
? 10° 348 450 486 >1000 916 >1000
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Continuare tabelul 4.13

10°° >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz
10

10® 384 812 300 830 945 >1000

103 >1000 difuz >1000 difuz 850 difuz
11

106 110 184 368 600 316 448

103 >1000 difuz >1000 difuz >1000 Difuz
12

106 696 202 736 difuz 408 820

10°° >1000 difuz >1000 difuz >1000 difuz
13

10® 280 368 296 difuz 244 865

Nota: Difuz - crestere difuza pe placd, UFC- unititi formatoare de colonii, > -numarul coloniilor depaseste 100. Probe de inghetata:
1-proba martor; 2-pulbere de mécese, 0,75%; 3- pulbere de catina, 0,75%; 4- pulbere de aronia, 0,75%; 5- pulbere de paducel,
0,75%; 6- ELPS de macese, 2 %; 7- ELPS de catind, 2 %; 8- ELPS de aronia, 2 %; 9- ELPS de paducel, 2%; 10-EHA de macese,
0,75%; 11-EHA de catind, 0,75%; 12- EHA de aronia, 0,75%; 13--EHA de paducel, 0,75%.

O activitate mai ridicata, peste 24 de ore de incubare, a fost inregistrata pentru probele 3;
4; 5; 6 si 11. Mai putin active au fost probele 12 si 7. Dupa 48 de ore de incubare, in probele 2 si
12 numarul de microorganisme s-a micsorat, iar in proba 5 — numarul de microorganisme a ramas

acelasi. In restul probelor numirul de microorganisme s-a marit in compartie cu | zi (fig. 4.11).

a) b)
Fig. 4.11 Efectul pulberilor incorporate in inghetati asupra S. aureus: a) proba martor;

b) proba 11.
Asupra tulpinilor Gram negative actiunea s-a dovedit a fi mai redusa. Pentru tulpinile de

Salmonella Abony, un numar mai mic de colonii a fost inregistrat in probele 6; 13; 7; 11 si 8.
Bacteriile s-au dezvoltat mai activ in probele 12; 4 si 3. Dupa incubare timp de 48 de ore, numarul
de microorganisme s-a micsorat, comparativ cu | zi, in probele 2; 3; 4 si 5. In restul probelor

numarul de microorganisme s-a marit (fig. 4.12).
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a) b)
Fig. 4.12 Efectul pulberilor incorporate in inghetati asupra S. Abony: a) proba martor;

b) proba 11.
Tulpinile de E. coli s-au dezvoltat mai putin in probele 13; 11; 7; 3 si 6. O dezvoltare mai

intensa s-a inregistrat in probele 2; 12; 10 si 9. Dupa 48 ore de incubare o scadere a numarului de

colonii s-a inregistrat in probele 2 si 8, in restul probelor numarul de microorganisme a crescut.
Pulberile de plante investigate au aratat un potential antimicrobian promitator impotriva

microorganismelor patogene si pot fi utilizate in industria alimentara pentru a reduce contaminarea

microbiand a materiilor prime si a alimentelor.

4.6 Concluzii la capitolul 4

1. Conform rezultatelor obtinute s-a demonstrate, ca probele ce contin adaos de maces si
paducel au capacitate mai mare de-a inhiba dezvoltarea tulpinilor testate in comparatie cu proba
martor. Probele ce contin paducel au demonstrat un efect mai pronuntat de inhibitie a cresterii
asupra tulpinilor de S. aureus ATCC 25923. Probele cu adaos de fructe de padure au efect mai
diminuat asupra tulpinilor de bacterii Gram negative ce au fost luate in studiu, preponderent asupra
tulpinelor de S. Abony ATCC 6017.

2. Analizand fazele de crestere a unor microorganisme patogene si efectul pulberilor
vegetale asupra lor, am observat ca adaosul de maces si paducel in reteta de fabricare a
crenvurstilor poate tine sub control rata de crestere a acestor microorganismelor. Acest fapt a fost
constatat prin evaluarea multiplicarii unor tulpini de microorganisme ca S. aureus ATCC 25923,
S. Abony ATCC 6017, K. pneumoniae ATCC 13883 si E. coli ATCC 25922. Prin studierea fazei
Lag si fazei Logaritmice de crestere a tulpinelor microbiene patogene s-a constatat ca paducelul
are un efect bacteriostatic mai mare asupra tulpinelor de S. aureus ATCC 25923 si E. coli ATCC
25922, iar macesul are un efect bacteriostatic mai inalt asupra tulpinelor de S. Abony ATCC 6017
si K. pneumoniae ATCC 13883.
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3. Crenvursti cu adaos de busuioc, cimbrusi tarhon au fost testati microbiologic pentru
investigarea numadrului total de microorganisme aerobe mezofile si bacterii alterante. Conform
rezultatelor obtinute dupd 24, 96, 168 ore de la fabricatie, toate probele corespund indicatorilor
microbiologici standard; nu au fost detectate bacterii coliforme, S. aureus sau Salmonella spp.
NMMAFA in probele cu aditivi vegetali in diferite concentratii este mult mai mica in comparatie cu
proba martor.

4. Crenvurstii cu extracte au Tmbunatatit calitatea microbiand a produselor in timpul
incubarii pe o perioada de 24 si 48 ore. Analiza microbiana a crenvurstilor cu adaosuri de extracte
denota o capacitate de inhibare a tulpinilor microbiene mai pronuntatd in comparatie cu proba
martor. Crenvurstii cu continut de busuioc au demonstrat o capacitate vadita de inhibare a E.coli,
toate concentratiile. Asupra S. Abony au avut un efect mai moderat. In concluzie se atesti o
activitate antimicrobiand practic echitabild a crenvurstilor cu adaos de extracte, cu un efect
moderat pronuntat acrevurstilor cu continut de cimbru. O activitate mai pronuntata asupra tuturor
bacteriilor testate a fost remarcata in crenvurstii cu concentratia de 0,3 %.

5. Crema de branza a fost supusa analizelor pentru determinarea NGMAFA si altor
microorganisme patogene. Toate probele corespund standardelor in vigoare. In proba de control s-a
determinat un numadr mai mare de colonii pe placi pentru tulpinile testate. Efect relevant asupra
tulpinilor de referintd, in mod special asupra E. coli au avut probele cu macese si catina. Probele cu
paducel si aronia au demonstrat activitate nesemnificativ mai redusa in comparatie cu macese si catina.

6. Microincapsularea EB in alginat de sodiu a permis obtinerea EBM cu urmatoarele
caracteristici: umiditate - 6,21 %, indice de umflare - 87,4 % si solubilitate - 22,1 %. Spectroscopia
FT-IR a demonstrat existenta unor interactiuni fizice slabe intre componente. Eficienta de
incapsulare a EBM a fost de 78,59 %, ceea ce aratd ca microcapsulele formate pot servi ca purtatori
de polifenoli pentru alimente. Proprietatile senzoriale ale cremei de branza fortificate cu EBM,
inclusiv aspectul, textura, mirosul, gustul si acceptabilitatea generala au fost evaluate pe o perioada
de depozitare de 28 zile la temperatura de 4 °C. Concentratia optimd de EBM in crema de branza
este in intervalul 0,6-0,9 %.

7. Adaugarea de EBM a condus initial la o scadere a pH-ului, dar la sfarsitul depozitarii,
pH-ul probelor cu EBM a fost mai mare decét al probelor martor, ceea ce confirma potentialul de
conservare al EBM datorita inhibarii microorganismelor. Dupa 28 de zile de depozitare, fermitatea
si adezivitatea cremei de branzd au prezentat o crestere esentiald, iar coeziunea si gumozitatea
probelor au scizut treptat. Imbunitatirea parametrilor de textura se datoreaza probabil capacititii

mai bune de retinere a apei a crema de branza fortificatd cu EBM.
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8. Masura influentei duratei de depozitare si concentratiilor de EBM care a fost adaugat la
probele de crema de branza asupra parametrilor de textura, valorilor pH-ului si analizei senzoriale
(acceptabilitatea generald) a fost evaluatd prin analizd reciprocd a informatiilor. In special,
concentratia de EBM a influentat pH-ul, parametrul textural - gumozitatea - si acceptabilitatea
generala a produsului.

9. Adaugarea de 0,6-0,9 % EBM in crema de branza a inhibat procesul de post-fermentare,
a imbunatatit gradul de retentie al apei si a Tmbunatatit parametrii texturali ai cremei de branza,
contribuind astfel la prelungirea termenului de valabilitate a produsului cu 7 zile comparativ cu
proba martor. Microcapsulele pe baza de alginat de sodiu au asigurat stabilitatea compusilor
polifenolici ai extractului de busuioc si au dus la eliberarea controlata a acestora in crema de branza
in timpul depozitarii.

10. Actiunea antimicrobiand a unor extracte si pulberi din fructe de padure in inghetata
inoculata cu culturi de S. aureus, S. Abony si E. coli a fost mai pronuntata fatd de microorganismele

Gram pozitive (S. aureus); fata de tulpinile de S.Abony si E. coli s-a atestat un impact moderat.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

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

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

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

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

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

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

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

8. A fost testat efectul extractului de busuioc incapsulat in alginat de sodiu asupra
stabilitatii microbiologice, efectelor senzoriale, fizico-chimice si proprietatilor texturale ale cremei
de branza. Eficienta de incapsulare a fost de 78,59 + 0,01 %, iar spectrele FTIR a extractelor
incapsulate au indicat prezenta unor interactiuni fizice slabe intre componente, microcapsulele
formate fiind vehicule eficiente de polifenoli pentru alimente. Concentratia optima de extract

incapsulat (0,6 — 0,9 %) asigura inhibarea procesului de post-fermentare, imbunatatirea gradului
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de retentie al apei si parametrilor texturali ai cremei de branza, contribuind astfel la prelungirea
termenului de valabilitate al produsului cu 7 zile fata de proba martor. Analiza informatiilor
reciproce a fost utilizata pentru stabilirea influentei extractului de busuioc incapsulat asupra
texturii, pH si acceptabilitatii generale a cremei de branza (Popescu et al., 2023).

9. Incorporarea extractelor si pulberilor din paducel, micese, aronie si citina in inghetata a
asigurat un efect antimicrobian pronuntat in raport cu tulpina Staphylococcus aureus ATCC 25923
si un efect moderat in raport cu Salmonella Abony NCTC 6017 si Escherichia coli ATCC 25922,
ceea ce permite recomandarea lor pentru utilizare in industria alimentara in scopul reducerii

riscului de contaminare microbiana a materiilor prime si a produselor finite (Popescu et al., 2020).
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RECOMANDARI PENTRU CERCETARI ULTERIOARE

Pe baza rezultatelor acestui studiu se sugereaza urmitoarele recomandiri:

1. Extractele acestor plante ar trebui analizate in continuare pentru a identifica principiile
antibacteriene specifice lor. Ar fi necesar de efectuat cercetari ulterioare asupra extractelor si
pulberilor vegetale luate in studiu pentru a izola si a identifica compusii activi responsabili de
proprietatile lor antimicrobiene, antioxidante si citotoxice scazute.

2. Se recomanda de a determina activitatea acestor extracte de plante asupra altor specii
de microorganisme patogene implicate in alte boli infectioase, pe langa activitatea sinergica a
acestor plante medicinale in asociere cu antibiotice.

3. Studiile de toxicitate ale plantelor eficiente ar trebui, de asemenea, efectuate pentru a
determina indicii de sigurantd ai extractelor. Ar trebui efectuate studii clinice pentru a explora
potentialul acestor extracte de plante in tratamentul acestor boli infectioase.

4. Utilizarea antimicrobienelor pe baza de plante poate fi alternative pentru substantele
chimice utilizate in conservarea alimentelor.

5. Trebuie retinut ca adaugarea de antimicrobiene naturale la produsele alimentare fara a
afecta negativ caracteristicile senzoriale este incd 0 provocare pentru cercetatori, deoarece
concentratiile care sunt necesare pentru a asigura siguranta alimentelor si a produselor alimentare
sunt de cateva ori mai mari decat cele acceptate de consumatorii din punct de vedere senzorial.

6. Prin urmare, noi studii care combina utilizarea antimicrobienelor cu alte metodologii
de conservare a alimentelor sunt necesare pentru a reduce impactul acestor compusi asupra
proprietatilor senzoriale.

7. De asemenea, sunt necesare cercetari suplimentare pentru a intelege mai bine impactul
compusilor fenolici naturali asupra agentilor patogeni, proprietatile lor organoleptice asupra
alimentelor si utilizarea lor relevanta in aplicatiile alimentare.

8. Ar fi util de a efectua cercetari privind eficacitatea si a altor parti ale acestor plante,

cum ar fi radacinile sau florile, tulpina etc.
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ANEXE
Anexa 1l

Enterococcus faecalis Bacillus cereus
ATCC 19433 ATCC 11778

Geobacillus tearothermophilus
ATCC 10149

ot

Fig. Al. Activitatea antimicrobiana a plantelor asupra bacteriilor patogene:
1. busuioc; 2. rozmarin; 3. cimbru
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Tabelul Al. Evolutia dezvoltarii microorganismelor in timpul pastrarii crenvurstilor
cercetate cu diferite adaosuri vegetale

Numiirul de Probe de crenvuste cu diferite adaosuri de materia vegetala

MICroorganisme™ ™ prona T Cating | Paducel | Paducel | Paducel | Maces | Mices
martor| 0,25% 0,25% 0,5% 1,0% 0,25% 0,5%

Dupa prima zi de fabricare
NTGMAFA 9 6 3 6 3 7 6
Bacterii coliforme - - - - - - -

S.aureus - - - - - - R

Salmonella spp. - - - - - - -

Dupa trei zile de la fabricare
NTGMAFA 123 6 24 10 8 8 7
Bacterii coliforme - - - - - - -

S.aureus - - - - - - _

Salmonella spp. - - - - - - -

Dupa sapte zile de la fabricare
NTGMAFA 178 39 85 46 10 31 13
Bacterii coliforme - - - - - - -

S.aureus - - - - - - _

Salmonella spp. - - - - - -

Nota: ,,-,, — lipsa izolarii; NTGMAFA — numarul total de germeni mezofili aerobi si facultativ anaerobi; * numarul de colonii
dezvoltate din dilutia 102 in 1g produs; Bacterii coliforme — in 1g produs; S. aureus — in 1g produs; Salmonella spp. — in 25 g

produs
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