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Poglavlje 1. Zastita tla koja imaju bitnu ulogu u proizvodnji hrane, lijekova i
dodataka prehrani radi kontrole sigurnosti hrane

1.1 Uvod

Tlo predstavlja neobnovljivi resurs od temeljne vaznosti za kopnene ekosustave, ljudsko
zdravlje i gospodarski razvoj. Ono pruza fizicku i kemijsku osnovu za rast biljaka, regulira
biogeokemijske cikluse i funkcionira kao rezervoar bioraznolikosti. Zdrava tla osiguravaju
odrzivu proizvodnju prehrambenih usjeva i ljekovitog bilja te su stoga izravno povezana sa
sigurno$¢u hrane i dostupno$cu sirovina koje se koriste u farmaceutskoj i nutraceutskoj
industriji ( Marcelino 2023 ). Progresivna degradacija tla smatra se jednim od najhitnijih
globalnih izazova, s implikacijama za poljoprivrednu produktivnost, kvalitetu okoliSa i javno

zdravlje.

Tijekom posljednjin desetljeca, degradacija tla ubrzana je intenzivnim poljoprivrednim
praksama, prekomjernom upotrebom pesticida i kemijskih gnojiva, industrijskim oneciScenjem
i posljedicama klimatskih promjena ( Tudi 2021. ). Takvi pritisci doveli su do erozije,
zaslanjivanja, zbijanja i kontaminacije opasnim tvarima, ukljuCujucCi postojane organske
onecCidcujuce tvari i teSke metale. Kao rezultat toga, tla sve viSe ne ispunjavaju svoje
ekosustavne usluge, Sto ugrozava i prinose usjeva i sigurnost biljnih proizvoda namijenjenih
ljudskoj prehrani ( AbdelRahman 2023. ). Zastita kvalitete tla stoga je postala temelj strategija

usmjerenih na osiguranje globalne sigurnosti hrane i odrzivog koristenja resursa.

Medu mnogim rizicima za zdravlje tla, fitopatogene gljive koje se prenose tlom predstavljaju
glavno bioloSko ogranicenje poljoprivrednim sustavima. Ovi patogeni uzrokuju ozbiljne gubitke
prinosa kod osnovnih i ljekovitih kultura, smanjujuc¢i ne samo koli€inu vec¢ i kvalitetu i sigurnost
bilinih proizvoda. Razvoj pouzdanih eksperimentalnin metoda za njihovo otkrivanje i

karakterizaciju klju¢an je za ranu dijagnozu, ciljano upravljanje i sprje€avanje velikih epidemija.

Kemijski unosi, posebno pesticidi, i dalje igraju vaznu ulogu u zastiti usjeva; medutim, njihov
dugoroéni utjecaj na okoli§ ne moZe se zanemariti. Pokazalo se da ponovljena primjena utjeCe
na organizme Koji nisu ciljna skupina, narusava mikrobnu raznolikost tla i dovodi do nakupljanja
ostataka u tlu i hranidbenim lancima ( Alengebawy 2021 ). Uravnotezenje koristi od upotrebe
pesticida s potrebom zastite zdravlja tla zahtijeva rigorozno pracenje, procjenu rizika i

provedbu sigurnijih alternativa.

Uz bioloSke i kemijske prijetnje, onecid¢enje teSkim metalima sve je veca briga u

poljoprivrednim tlima diljem svijeta. lzvori poput rudarskih aktivnosti, industrijskih otpadnih
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voda i prekomjerne upotrebe fosfatnih gnojiva doprinose poviSenim koncentracijama otrovnih

metala, ukljuCujuéi kadmij, olovo i arsen ( Jaishankar 2014 ). Ovi elementi nisu biorazgradivi i
imaju tendenciju akumuliranja u tlu, Sto predstavlja dugoroéne rizike za sigurnost usjeva i
ljudsko zdravlje. U tom kontekstu, fitoremedijacija se pojavila kao inovativan, isplativ i ekolo3ki
prihvatljiv pristup. KoriStenjem biljaka za ekstrakciju, stabilizaciju ili detoksikaciju oneciScujucih
tvari, fitoremedijacija nudi obecavajucu alternativu konvencionalnim tehnologijama

remedijacije ( Sharma 2023 ).

Ovo poglavlje predstavija eksperimentalne metode osmisljene za rjeSavanje triju kljucnih
dimenzija zastite tla: (i) identifikaciju fitopatogenih gljiva koje se prenose tlu, (ii) procjenu
utjecaja pesticida na zdravlje tla i okoliSa te (iii) primjenu tehnika fitoremedijacije za uklanjanje
teSkih metala. Zajedno, ovi pristupi naglaSavaju bithu ulogu tla u podrZavanju odrzive
poljoprivrede i isti€u vaznost integriranja modernih znanstvenih tehnika u strategije za

sigurnost hrane, zastitu okoliSa i sigurno koristenje prirodnih resursa.

1.2 Identifikacija fitopatogenih gljiva koje se prenose tlom

Patogeni koji se prenose tlom predstavljaju jednu od najdugovjecnijih i najdestruktivnijin
prijetnji poljoprivrednim sustavima diljem svijeta. Bolesti uzrokovane ovim organizmima
odgovorne su za velike gubitke usjeva kod Sirokog raspona biljnih vrsta, utjeuéi i na prinos i
na kvalitetu ( Katan, 2017. ). Karakteristicna znaCajka patogena koji se prenose tlom je njihova
sposobnost da opstanu u tlu dulje vrijeme, Cesto u odsutnosti biljke domacina. Ova strategija
preZivljavanja posredovana je proizvodnjom specijaliziranih otpornih struktura, poput spora,
cista, klamidospora, oospora, mikrosklerocija i sklerocija, koje im omoguéuju da izdrze
nepovoljne uvjete okoliSa ( Alegbeleye i sur., 2018.; Jurkovi¢ i sur., 2017. ). Neke od ovih
propagula sposobne su ostati odrzive vise od desetljec¢a, ¢ime odrzavaju kontinuirani izvor

inokuluma koji predstavlja izazov za ucinkovito upravljanje bolestima.

Klijanje ovih struktura u stanju mirovanja Cesto je potaknuto kemijskim signalima koji se
oslobadaju u rizosferi, ukljuCujuci korijenske eksudate osjetljivih biljaka ili dostupnost
specificnih hranjivih tvari. Nakon klijanja, patogeni inficiraju korijenje biljaka i zapoc€inju
kolonizaciju, Sto Cesto rezultira kroniénim infekcijama koje ugroZavaju vitalnost i produktivnost
biljaka. Buduc¢i da je bolesti koje se prenose tlom teSko iskorijeniti nakon Sto se uspostave,

njihovo upravljanje uvelike ovisi o to€noj identifikaciji, ranom otkrivanju i preventivnim mjerama.

Bolesti koje se prenose tlom mogu se manifestirati u nekoliko glavnih sindroma, posebno
suSenjem Korijena, trulezi korijena i vaskularnom uvenucu, od kojih je svaki povezan s

karakteristicnim skupom patogena i simptomatologije.
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1.2.1 Venucée prije i poslije nicanja

Venuce je jedna od najraSirenijih i ekonomski najvaznijih bolesti uzrokovanih gljivicama koje
se prenose tlom, a posebno pogada mlade sadnice. Glavni uzro¢nici uklju€uju Fusarium spp.,

Pythium spp. i Rhizoctonia spp.

Do venucéa prije nicanja dolazi kada se sjeme ili sadnice propadnu prije nego $to izniknu iznad
povrSine tla. Obi¢no je povezano s nepovoljnim uvjetima za klijanje, kao $to su pretjerano
hladna, tla prezasicena vodom, lo8a drenaza, zbijenost tla ili prisutnost nerazgradene
organske tvari. U tim uvjetima, gljivicne propagule koloniziraju sjeme, $to dovodi do truljenja,

propadanja i na kraju do ne nicanja sadnica.

Venuce nakon nicanja razvija se nakon Sto sadnice izniknu, obi€no na ili odmah ispod linije
tla. Simptomi ukljucuju truljenje korijena, vodrnasta i trula tkiva te promjenu boje od smede-
sive do zeleno-sive. U uznapredovalim slu¢ajevima, na korijenju i donjem dijelu stabljika mogu
se pojaviti manje lezije, ¢esto tamnosmede, crvenkastosmede ili crne, sa suhim i uvucenim
rubovima. Kod tezih infekcija lezije okruzuju stabljiku, ometajuéi transport vode, $to rezultira

venuéem, kolapsom i na kraju propadanjem sadnice.
1.2.2 Truljenje korijena

Simptome trulezi korijena obi¢no uzrokuju patogeni poput Phytophthora spp. i Chalara
elegans. Za razliku od venuca, koje je uglavnhom ograni¢eno na rani razvoj biljaka, patogeni
truleZi korijena mogu napasti biljke u kasnijim fazama, ugrozavajuci ukupnu produktivnost. Ove

gljive napadaju kortikalna i provodna tkiva korijena, otezavajuci transport vode i hranjivih tvari.

Nadzemni simptomi obi¢no ukljuuju zaostajanje u porastu, klorozu, prerano opadanje lid¢a,
venuce (Cesto pocevsi od vrinog tkiva), odumiranje grancica i iznenadnu smrt biljke. Buduci
da su ovi simptomi nespecifi¢ni, laboratorijska potvrda uzro€nog patogena klju¢na je za to¢nu
dijagnozu. Truljenje korijena moze biti tijekom cijele vegetacije zbog sposobnosti patogena da

preZivi u biljnim ostacima ili u otpornim propagulama u tlu.
1.2.3 Traheomikoze

Traheomikoze predstavljaju jo$ jedan oblik bolesti koje se prenose tlom. Uzrokuju ih gljive i
bakterije koje koloniziraju provodni sustav biljke, ometajuéi transport vode i hranjivih tvari.

Najpoznatiji gljivicni patogeni u ovoj skupini ukljuCuju Verticillium spp. i Fusarium spp.

Simptomi su Cesto sistemi¢ni i ukljuCuju progresivno venuce, zutilo lis¢a i nekrozu, Cesto

poprac¢eno promjenom boje provodnog sustava u stabljikama, deblima ili granama. ZaraZena



ly

Al Co-funded by L
LA the European Union NNORAFE LT

tkiva mogu pokazivati tamnu boju kada se uzduzno prerezu, Sto sluZi kao klju€na dijagnosticka

znacajka.

Medu gljivama koje uzrokuju venuce, Verticillium alboatrum (Reinke & Berthold) i Verticillium
dahliae ( Klebahn ) su od posebnog znacaja, utjeCuc¢i na Sirok raspon hortikulturnih i poljskih
usjeva. Njihova sposobnost da opstanu u tlu putem mikrosklerocija dugi niz godina €ini ih

posebno izazovnima za suzbijanje.

1.2.4 Implikacije za sigurnost hrane

Bolesti uzrokovane patogenima koji se prenose tlom uzrokuju velike gubitke mnogih usjeva
(Katan 2017.). Patogeni koji se prenose tlom mogu dugo prezivjeti u tlu, prezivljavajuci u obliku
spora, cista ili drugih otpornih struktura (Alegbeleye et al., 2018.). Vecina gljivi¢nih patogena
producira prilicno otporne trajne spore, koje im omogucuju dulje preZivljavanje u tlu
(hlamidospore, oospore, mikrosklerocije ili sklerocije) (Jurkovi¢ i sur., 2017). Cesto strukture u
mirovanju mogu preZivjeti u tlu i9 viSe od 10 godina. U prisustvu eksudata korijena osjetljivog
domacina u rizosferi ili odgovarajuéeg izvora hranjivih tvari, oni klijaju i zaraze biljku, Cekajuci
odgovarajuce uvjete. Patogeni iz tla mogu zaraziti biliku, izazvati bolest i smanijiti prinose

usjeva.
Bolesti koje izazivaju zemljiSni paraziti ukljuCuju:

- palez i propadanje klijanaca prije i nakon nicanja (Fusarium, Pythium i Rhizoctonia

vrste)
- trulez korijena (Phytophthora vrste, Chalara elegans)
- venuce (Verticillium i Fusarium vrste)

PaleZ i propadanije klijanaca prije nicanja uklju€uje propadanje sjemena i truljenje klijanaca u
tlu prije nego se pojave iznad povrSine tla. To se dogada kada su uvjeti za klijanje sjemena
loSi, kao Sto je hladno, vruce ili vrlo vlazno tlo, tlo sa slabom drenazom, zbijeno tlo ili u

prisutnosti neraspadnute organske tvari.

Uobi¢ajeni simptomi palezi i propadanja klijanaca nakon nicanja ukljuCuju propadanje korijena
i trulienje donjeg dijela stabljike, obi¢no na ili ispod razine tla. Zahvaéena tkiva mogu imati
vodenast izgled, mogu biti razmekSana i smede-sivu ili zeleno-sivu boju. U nekim slucajevima,
lezije na korijenju i prizemnim dijelovima stabljika mogu biti tamnosmede, crvenkastosmede ili
crne diskretne, suhe i udubljene. Za povoljnih uvjeta lezije mogu prstenasto obuhvatiti stabljike

mladih biljaka $to dovodi do venuéa pra¢enog propadanjem i smrcéu biljaka.
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Uzroénici truleZi korijena mogu zahvatiti biljke i nakon nicanja kada gljive napadnu unutarnje

tkivo korijena, ometajuci opskrbu vodom i hranjivim tvarima. Nadzemni simptomi ukljucCuju
gubitak turgora, Zucenje lis¢a, venucem koje pocinje na vrhu biljke, odumiranje grancica i

iznenadnu smrt.

Vaskularno venuce uzrokuju razli€ite gljivice i bakterije koje napadaju provodna tkiva. Glavni
simptom bolesti je venuce biljke i promjena boje provodnog sustava na stabiljici ili deblu i

granama.

Verticilijsko venuce

Verticillium alboatrum Reinke & Berthold
Verticillium dahliae Klebahn

Simptomi na suncokretu
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Micelij: hijalin, septiran

Konidiofori: obiéno dobro diferencirani i uspravni, okomito
razgranati ve¢im dijelom svoje duljine

Konidije: hijaline ili jarko obojene, jajolike ili elipticne i obi¢no
jednostani¢ne, nastaju na fialidama - specijaliziranim hifama

koje se stvaraju kruzno oko svakog konidiofora

Teleomorf: nije poznat

Strukture za prezivljavanje nepovoljnih uvijeta:

Verticillium alboatrum — trajni micelij u biljnim ostacima ili u tlu .
Konidiofori

Verticillium dahliae — male, crne mikrosklerocije tanke

ovojnice u biljnim ostacima ili u tlu

Fuzarijsko venucée

Fusarium oxysporum Schl.

Simptomi na rajcici
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Micelij: zraéni micelij je bijel, postaje ljubi¢ast,

s diskretnim naranéastim sporodohijama prisutnim u
nekim izolatima; podlogu je tamnoplave li
tamnoljubiCaste boje

Konidiofori: kratki, jednostavni, lateralne monofijalide u

zraCnom miceliju, kasnije rasporedeni u gusto razgranate

Mikrokonidije

grozdove

Konidije: makrokonidije su srpastog oblika, blago zakrivljene s naglaSenim vrSnom stanicom,

uglavnom s tri septe, bazalna stanica u obliku stopice.

Mikrokonidije su brojne, nikada ne nastaju u nizovima, J
. .v - Gy R .
uglavnom jednostanicne, elipticne do cilindricne, ravne
- ~ 40 o
e .. ——— — '. v -
ili blago zakrivljene. E = ,_.! . e 4

Teleomorf: nije poznat ‘N@; ws

Strukture za prezivljavanje nepovoljnih uvijeta:

Hlamidospore

Hlamidospore koje nastaju terminalno ili interkalarno,

hijaline, glatke ili hrapave ovojnice.

10
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Trulez korijena uzrokovanog gljivom Sclerotinia sclerotiorum
Sclerotinia sclerotiorum Lib. de Bary

Micelij: bijel, poput vate

Nespolne spore: ne stvara

Teleomorf: nije poznat
Strukture za prezivljavanje nepovoljnih

uvjeta:
Sklerocije koje nastaju u ili na zaraZzenim biljnim tkivima, kliju u micelij ili karpogeno u

apotecije s askusima i askosporama

Karpogeno klijanje sklerocija

Askusi s askosporama

11
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Crna trulez korijena

Chalara elegans Nag. & Kendr.

Simptomi na Kalanchoe sp.

Simptomi na mrkvi
(www. plantesygdomme.dk)

(www.discoverlife.org)

Micelij: bijel, kasnije postaje siv, dobro razvijen,
razgranat, gladak, septiran, hialin

Spore:

Fialokonidije (endokonidije, mikrokonidije) —
jednostani¢ne i hijaline s tankom opnom, nalaze
se unutar viSestanicnih, jednostavnih i hijalinih

konidiofora.

Aleuriokonidije (hlamidospore) - jednostani¢ne \

Mikrokonidije i h

sa zadebljanom, smedom i glatkom opnom; .
lamidospore

12
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pojavljuju se u nizovima, u pocetku izgledaju kao viSestani¢ne konidije, ali kako sazrijevaju
postaju crne i odvojene
Teleomorf: nije poznat

Strukture za prezivljavanje nepovoljnih uvijeta:

hlamidospore

Palez i propadanje klijanaca

Pythium vrste

Izolacija Pythium sp. s klijanaca salate Izolacija Pythium sp. s klijanaca cvjetace

Micelij: hijalin, bezbojan ili blijedozuckast i jednostanican; septe se mogu nac¢i samo u starim
hifama ili tijekom formiranja reproduktivnih organa.

Spore:

Zoosporangiji se razvijaju nespolno na nediferenciranim ograncima micelija. Zoospore se
diferenciraju u vezikulama koje se stvaraju na zoosporangiju.

Na miceliju nastaju gamete: okrugli oogoniji i bacvasti anteridiji. Oogonij i anteridij mogu
pripadati istoj ili razliCitim hifama. Nakon kopulacije nastaje oospora.

Resting structures: oospores

13
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Palez klijanaca, trulez korijena

Rhizoctonia solani J.G. Kihn

Trulez korijena Secerne repe
uzrokovanog gljivom R. solani solani

Palez klijanaca uzrokovana gljivom R.

(www. barenbrug.co.nz)

14



Co-funded by
the European Union

Micelij: septiran, s viSe jezgara, u pocetku bezbojan,
kasnije smede boje; ogranci pod kutom od 90
stupnjeva;

suzZenja na dnu grananja hifa

Spore: R. solani ne producira nikakve spore osim

u stadiju teleomorfa (Thanatephorus cucumeris)
Teleomorf: Thanatephorus cucumeris (viSestani¢ni
micelij s jednostani¢nim bazidima i hijalinim,
jednostani¢nim, ovalnim, na jednom kraju malo
spljoStenim bazidiospore

Strukture za prezivljavanje nepovoljnih uvijeta:

sklerocije

Ogranci micelija pod kutom
90° (,, T stanice)

Palez klijanaca, trulez korijena, krune korijena i stabljike

Phytophthora species

Trulez korijena soje
(www. u.osu.edu)

Trulez korijena jagode
(Phytophthora sp.)
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Micelij: dobro razvijen, Sirok i neseptiran,
stani¢ne stijenke sadrze celulozu

Spore: sporangije (nespolne spore) su hijaline
i u obliku limuna; ako su u vodi ili jevlaga zraka

vrlo visoka dolazi do formiranja mnogobrojnih zoospora

Sporangij
Strukture za prezivljavanje nepovoljnih uvjeta:

oospore (tankih stjenki i najce$c¢e okruglog oblika)

Suha ili ugljenasta trulez

Macrophomina phaseolina (Tassi) Goid.

Suha trulez per$ina i mrkve
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1.3 Utjecaj pesticida na okolis

Jedan je od najvecih globalnih problema danas$njice je oneciS¢éenje okoliSa. Glavni uzroci
oneCidéenja su otpadne vode naselja, industrije, ispiranje poljoprivrednih povrSina i
prometnica, deponiji otpada, kisele kide te izvanredna oneciSéenja uzrokovana razli€itim
havarijama. Stoga su vode i tlo postali velika odlagaliSta teSkih metala, toksina, organskih
spojeva, nitrata, fosfata te drugih vrlo opasnih tvari (Boki¢ i sur. 2012.). Nakon primjene
navedene Stetne tvari mogu duZe vrijeme zaostati u tlu i sedimentima te dospjeti izravno u
prehrambeni lanac. Takoder mogu dospjeti u vodene tokove i podzemne vode te na kraju i u
pitku vodu gdje mogu uzrokovati velike zdravstvene smetnje u ljudi, odnosno Zivotinja. Zbog
toga se danas poduzima niz mjera i postupaka kojima se okoliS nastoji zastititi od daljnjeg

oneciséenja posebice postojanim organskim tvarima kao to su pesticidi.

Jos od davnina ljudi su za zastitu svojih usjeva upotrebljavali pesticide. Nakon 1940. godine
pocinje masovna proizvodnja sinteti¢kih pesticida i njihova upotreba postaje jako rasirena. Broj
aktivnih tvari s pesticidnim u¢inkom se povec¢avao u skladu sa pojavom Stetnih organizama u

proizvodniji.

Primjena pesticida u kontroli velikog broja Stetnih organizama u poljoprivrednoj proizvodniji
raSirena je u cijelom svijetu. Pesticidi (slika 1.) se razlikuju prema cilju, tj. prema organizmu na

koji djeluju.

’-lm GARDENCOL -———

€. - -
T T

Slika 1.1 Pesticidi

Klasifikacija pesticida
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Podjela pesticida:

Postoji vise nacina podijele pesticida. Najéed¢e se primjenjuje podjela s obzirom na ciljanu
skupinu organizama kao djelovanja pojedinog pesticida (Fenda, 2022.). Na taj nacin, prema
namijeni pesticidi su razvrstani unutar 11 skupina:

1.

© 00 N OO 0~ W DN

akaricidi: suzbijaju grinje,

. algicidi: suzbijaju rast algi,

. avicidi (korvifugi): odbijaju ptice od usjeva,
. baktericidi: suzbijaju rast bakterija,

. fungicidi: suzbijaju rast gljiva,

. herbicidi: suzbijaju rast korova,

. insekticidi: suzbijaju Stetne kukce,

. limacidi (moluscidi): suzbijaju puzeve,

. hematocidi: suzbijaju nematode,

10. rodenticidi: suzbijaju glodavce,

11. virucidi: sprje€avaju virozu.

Pesticidi se definiraju kao tvar ili mjeSavina tvari koje se primjenjuju (slika 2.) za suzbijanje ili
ublaZavanje djelovanja tetnih organizama u okoliSu.

Slika 1.2 Primjena zoocida

Zoocidi obuhvacéaju veliku i raznoliku skupinu SZB-ova posebno razvijenih za suzbijanje

Stetnih organizama zivotinjskog podrijetla. Podijeljeni su na sljedeci nacin:
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e Insekticidi — suzbijaju insekte, koji su medu najStetnijim poljoprivrednim Stetnicima u
svijetu. Njihovi uéinci kre¢u se od izravne Stete uzrokovane hranjenjem do vektorskog
prenoSenja biljnih patogena.

o Akaricidi — suzbijaju grinje koje uzrokuju zna€ajne gubitke prinosa u mnogim
hortikulturnim kulturama.

o Nematicidi — suzbijaju biljne parazitske nematode, mikroskopske crve koji napadaju
korijenje i smanjuju unos hranjivih tvari.

¢ Limacidi (moluscicidi) — suzbijaju puzeve i puzeve koji ostecuju lis¢e, stabljike i plodove.

o Rodenticidi — suzbijaju glodavce poput mideva i Stakora, koji oste¢uju uskladiStenu
hranu, sjeme i usjeve na polju.

e Sredstva za odbijanje ptica — odvracaju ptice od hranjenja usjevima, posebno
Zitaricama i vocem.

Grupiranje zoocida istiCe Siroku raznolikost ciljnih organizama u poljoprivredi i naglasava
ovisnost modernih poljoprivrednih sustava o kemijskim sredstvima za suzbijanje Steto€ina.
Fungicidi i herbicidi

Uz zoocide, u poljoprivredi su klju¢ne jo$ dvije kategorije pesticida:

Fungicidi, koji suzbijaju patogene gljivice i pseudogljivice , a u nekim slu€ajevima i bakterije
odgovorne za biljne bolesti. Njihova primjena sprje¢ava gubitke usjeva zbog truljenja korijena,
plijesni, paleZi i venuca.

Herbicidi ( slika 3 ), koji su namijenjeni suzbijanju korova. Smanjenjem konkurencije korova za
hranjive tvari, svjetlost i vodu, herbicidi igraju klju¢nu ulogu u povecéanju prinosa i u¢inkovitosti

usjeva.

Slika 1.3 Zakorovljenost suncokreta

4. Ostala SZB - regulatori rasta biljaka i pomo¢na sredstva
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lako su pesticidi vrlo u€inkoviti, njihovi dugoro&ni ucinci na okoli§ su duboki. Organoklorni i
organofosforni pesticidi poznati su po svojoj lipofilnosti, kemijskoj stabilnosti i perzistentnosti,
Sto im omogucuje akumuliranje u tlu, vodenim tijelima i Zivim organizmima. Bioakumuliraju se
u masnim tkivima, zumanjcima i jetri zivotinja te u biljnim uljima, te tako ulaze i Sire se kroz
hranidbeni lanac ( Frazar , 2000. ). Zbog svoje Siroke upotrebe, Cesto uz loSe prakse primjene,
ovi spojevi one€iS¢uju tlo, vodu i zrak, predstavljajuéi rizik za usjeve, stoku, divlje Zivotinje i

ljudsko zdravlje.

Kao odgovor na to, vlade su uvele regulatorne okvire za kontrolu proizvodnje, distribucije i
primjene pesticida. U Europskoj uniji, Direktiva 2009/128/EZ pruza pravni okvir za odrzivu
upotrebu pesticida, s naglaskom na integrirano suzbijanje Stetocina (IPM), smanjenu kemijsku

ovisnost i promicanje sigurnijih alternativa ( slika 4 ).

Slika 1.4 Primjena sredstava za zastitu bilja u vo¢njaku

Cimbenici koji utje¢u na bioremedijaciju pesticidima

Ucinkovitost bioremedijacije pesticidima ovisi o slozenoj interakciji bioloskih, kemijskih i
okolisnih €imbenika koji odreduju mogu li mikroorganizmi metabolizirati i mineralizirati
onecis¢ujucu tvar.

Primarno ograni€enje je odsutnost odgovarajucih mikroorganizama na kontaminiranim
mjestima. Mnogi pesticidi, posebno sintetski spojevi, imaju molekularne strukture koje su

strane prirodnim ekosustavima. Ovi takozvani ksenobiotiCki spojevi ¢esto nemaju prirodne

analoge, 5to znaci da se mikrobni enzimski sustavi nisu razvili da bi ih u€inkovito prepoznali ili
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razgradili ( Doki¢ i sur., 2012. ). Cak i kada su prisutni mikroorganizmi sposobni za djelomiénu

razgradnju, putovi razgradnje mogu biti nepotpuni, §to rezultira nakupljanjem toksicnih ili

otpornih meduprodukata.

Drugi faktor je bioraspolozZivost, tj. dostupnost molekula pesticida mikrobnim stanicama.
Hidrofobni pesticidi, poput organoklornih spojeva, ¢esto se snazno vezu za organsku tvar u tlu
ili Cestice gline, smanjujuci njihovu topljivost u otopini tla. Ova adsorpcija sprje€ava transport
kroz mikrobne membrane, ucinkovito smanjujuc¢i potencijal biorazgradnje. Osim toga,
molekularna veli€ina i struktura pesticida mogu utjecati na to hoce li ih enzimi moci hidrolizirati
ili oksidirati. Neke molekule su toliko strukturno stabilne da se u potpunosti odupiru enzimskom

napadu.

Uvjeti okoliSa takoder igraju odlu¢ujuéu ulogu. Mikroorganizmima su potrebni kisik, vlaga,
hranjive tvari (posebno ugljik, dusik i fosfor) i odgovarajuéi pH za optimalno funkcioniranje. U
mnogim kontaminiranim tlima ovi uvjeti su neoptimalni. Na primjer, vrlo kisela ili slana tla mogu
inhibirati mikrobnu aktivnost, dok anaerobni uvjeti ograniCavaju aerobne procese razgradnje.
Nadalje, niska dostupnost hranjivih tvari stvara scenarij u kojem mikrobi preferiraju
metabolizirati prirodne, lako razgradive izvore ugljika umjesto da ciljaju ksenobioti¢ke

pesticide.

Drugi klju€ni faktor je kometabolizam. Mnogi pesticidi se ne razgraduju jer ih mikroorganizmi
ne mogu Kkoristiti kao jedini izvor ugljika ili energije. Medutim, u prisutnosti drugog, povoljnijeg
supstrata, mikrobi mogu kometabolizirati pesticid kao sekundarnu reakciju. Ovo oslanjanje na
kosepstrate znaCi da je ucinkovitost razgradnje snazno ovisna o kontekstu, a napori sanacije
mogu zahtijevati dodavanje organskih dodataka kako bi se potaknuo mikrobni metabolizam (
slika 5).
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Microbial Pesticide

Population Composition

- /"

Factors affecting
Pesticide Bioremediation

v N

Microbe Enviornmental

Concentration Factors

Slika 1.5 Cimbenici koji utjie¢u na bioremedijaciju pesticidima

Ukratko, perzistencija pesticida rezultat je kombinacije strukturne otpornosti, ograni¢ene
bioraspoloZivosti, nepovoljnih uvjeta u tlu i nedovoljne mikrobne prilagodbe. Razumijevanje

ovih ogranicenja klju¢no je za osmisljavanje ucCinkovitih strategija sanacije.
Metode sanacije

Kako bi se prevladala perzistencija pesticida u tlu i sedimentima, razvijeno je nekoliko
tehnologija remedijacije. One se mogu grubo kategorizirati kao termalne, kemijske, bioloSke i

metode temeljene na fitoremedijaciji, a svaka ima specificne prednosti i ograni¢enja.
1. Niskotemperaturna termi¢ka desorpcija (LTTD)

LTTD je ex situ fizikalno-kemijska tehnologija koja se Siroko koristi za uklanjanje poluhlapljivih
i hlapljivih organskih spojeva, ukljuCujuci pesticide. Kontaminirano tlo ili sediment zagrijava se
na 150-540 °C, pri ¢emu se organski zagadivaci isparavaju bez postizanja potpune oksidacije.
Ispareni plinovi se potom hvataju nizom procesa, kao $to su naknadno izgaranje, kondenzacija

ili adsorpcija na filtere s aktivnim ugljenom (slika 1.6).
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Slika 1.6 Razgradnja pesticida u poljoprivredi ( Balicevi¢ i Ravli¢ , 2014.)
lako je uCinkovit u odvajanju pesticida iz tla, LTTD kemijski ne uniStava molekule, $to znaci da
je sekundarna obrada parne faze potrebna kako bi se izbjeglo ponovno oslobadanje
oneciséujucih tvari. Potpuno unistenje mozZe se postici propustanjem plinova kroz komore za
izgaranje na visokim temperaturama. Proces je ucinkovit, ali ograni¢en zahtjevom da tla
sadrze najmanje 20% Cvrste faze i neucinkovit je protiv anorganskih onecisc¢ujucih tvari poput

teSkih metala ( Gongalves i da Silva Delabona , 2022 ).
2. Spaljivanje

Spaljivanje se smatra jednom od najpouzdanijih metoda za potpuno uniStavanje organskih
zagadivaca. Proces ukljuCuje dvije faze:

Isparavanje na 540-990 °C, tijekom kojeg se organski spojevi oslobadaju u plinovitom obliku.

Visokotemperaturna oksidacija na 870-1200 °C, gdje se ovi spojevi mineraliziraju u CO, , H,0

i anorganske ostatke ( Singhvi i sur., 1994. ).

Dobiveni pepeo, ako je u skladu sa sigurnosnim propisima, moze se sigurno zbrinuti. Glavna
prednost spaljivanja je nepovratno uklanjanje oneciséujucih tvari. Medutim, metoda je skupa i
zahtijeva specijalizirane objekte i prijevoz oneciS¢enih materijala, Sto povecCava logisticke i
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sekundarne rizike oneéidéenja. Stovide, proces trosi znadajne koli¢ine energije i moze
osloboditi sekundarne onecid¢ujuce tvari poput dioksina ako se ne kontrolira pravilno.

3. Bioremedijacija

Bioremedijacija iskoriStava metaboli¢ku aktivnost mikroorganizama za transformaciju ili
mineralizaciju pesticida. Predstavlja jeftiniju i ekoloSki odrzivu alternativu u usporedbi s

fizikalno-kemijskim metodama. Klju¢ni procesi ukljucuju:
Oksidacija, gdje mikrobni enzimi pretvaraju pesticide u manje Stetne proizvode.
Biosinteza, u kojoj mikroorganizmi ugraduju fragmente dobivene iz pesticida u svoju biomasu.

Autooksidacija, koja ukljuuje spontane kemijske reakcije katalizirane mikrobnim metabolitima
( Raffa i Chiampo , 2021 ).

Idealno bi bilo da su krajnji produkti CO, i H,O , bez nakupljanja toksi¢nih meduprodukata.
Strategije bioremedijacije podijeljene su na:

Ex situ tehnike: ukljuCujuci bioreaktore, biofiltere i kompostiranje. Kod kompostiranja se
kontaminirana tla mijeSaju s organskom tvari, koja sluzi i kao izvor hranjivih tvari i kao stimulans

za mikrobnu aktivnost ( Gunther i sur., 2000. ).

Tehnike in situ: ukljuCujuci bioventilaciju, biorasprSivanje i biostimulaciju , gdje se kisik i
hranjive tvari izravno dovode u tlo kako bi se poboljSala aktivhost autohtonih mikrobnih

zajednica ( Erguven , 2018).

Uspjeh bioremedijacije uvelike ovisi o razumijevanju mikrobne ekologije kontaminiranog
mjesta i u mnogim slu€ajevima moze zahtijevati genetski inZenjering mikroorganizama ili

koristenje mikrobnih konzorcija za proSirenje kapaciteta razgradnje.
4. Fitoremedijacija

Fitoremedijacija se Cesto smatra ekolo$ki prihvatljivom ,zelenom tehnologijom®, koja se oslanja
na bilike i njihovu mikrobiotu rizosfere za razgradnju, stabilizaciju ili ekstrakciju pesticida.

Proces se odvija putem nekoliko mehanizama:
Fitoekstrakcija — zagadivace apsorbira korijenje i akumulira u biljnim tkivima.
Rizofiltracija — toksini se adsorbiraju ili apsorbiraju korijenjem iz kontaminirane vode.

Fitodegradacija ( fitotransformacija ) — enzimska aktivnost unutar biljaka ili s njima povezanih

mikroba razgraduje oneciS¢ujuce tvari na manje Stetne produkte.
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Fitostabilizacija — zagadivaCi se imobiliziraju u rizosferi, smanjujuéi mobilnost i

bioraspolozivost.

Bilike djeluju kao katalizatori, stimulirajuc¢i mikrobnu aktivhost u rizosferi oslobadanjem
korijenskih eksudata. Ova sinergija biljaka i mikroba ubrzava procese razgradnje i poboljSava
sposobnost samociSc¢enja tla. Medutim, fitoremedijacija ima ograni€enja: prodiranje korijena
obi¢no je ograni¢eno na gornjih 30-45 cm tla, a brzine remedijacije su sporije u usporedbi s

fizikalno-kemijskim metodama.

Vrste kao $to su Kochia sp. ( Bassia scoparia (L.) AJ Scott) su posebno ucinkovite zbog svog
dubokog korijenja i sposobnosti pojaCavanja mikrobne aktivnosti. Studije su pokazale da biljke
s opseznim Korijenovim sustavom postiZzu vecu apsorpciju i transformaciju pesticida, ¢esto
smanjujuci koncentracije bioraspoloZivih pesticida na razine kompatibilne s ekoloskim

oporavkom ( Boki¢ i sur., 2012. ).

lako nije samostalno rjeSenje za sve oneciS¢ujuce tvari, fitoremedijacija je vrlo vrijedna u

integriranim okvirima remedijacije, gdje nadopunjuje mikrobne, termicke i kemijske metode.

1.4 Fitoremedijacija teskih metala u tlu

Definicija

Fitoremedijacija se odnosi na koristenje visih biljaka, algi i gljiva za smanjenje, imobilizaciju ili
transformaciju onecidc¢ujuc¢ih tvari prisutnih u tlu, vodi ili zraku. Svojom metabolickom
aktivnoS¢éu i interakcijom s povezanim mikroorganizmima, ovi organizmi apsorbiraju,

razgraduju ili pretvaraju oneciScujuce tvari, €ime doprinose obnovi ekosustava i poboljSanju

kvalitete okoliSa.

Pojam fitoremedijacija potjeCe od grcke rije€i phyto (bilika) i latinske remedium (lijeciti ili
rehabilitirati), $to odrazava njezinu ulogu kao bioloSke strategije obrade oneciS¢enih okolisa (
Prasad, 2003. ). U praksi, fitoremedijacija obuhvacéa skup postupaka u kojima korijenje biljaka,
enzimi i mikroorganizmi rizosfere suraduju kako bi izolirali, transportirali, detoksicirali ili

mineralizirali oneciScujucée tvari u tlu.
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Slika 1.7 Procesi fitoremedijacije

Mehanizmi tolerancije biljaka

Bilike koje uspijevaju u onecis¢enim tlima razvile su viSestruke adaptivnhe mehanizme koji im

omogucuju toleriranje poviSenih koncentracija teSkih metala. Ti mehanizmi ukljucuju:

e sekvestracija metala u vakuolama,
e vezanje na komponente stanicne stijenke,
¢ kelacija fitokelatinima i metalotioneinima i

e aktivacija antioksidativne obrane koja ublazava oksidativni stres.

Takve prilagodbe €ine osnovu njihove primjene u sanaciji, omogucujuéi im prezivljavanje i rast

u jako oneciscenim okruzenjima gdje vecina drugih vrsta ne moze preZivjeti..
Metode sanacije tla

Sanacija tla oneciS¢enog tesSkim metalima moze se provesti fizikalnim, kemijskim ili bioloSkim

metodama:

FiziCke metode: pranje tla, ispiranje tla, iskopavanje.
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Kemijske metode: kemijska stabilizacija, imobilizacija, oksidacija-redukcija.
BioloSke metode: bioremedijacija, fitoremedijacija, mikrobno potpomognuta remedijacija.

Unutar bioloskih strategija, fitoremedijacija se pojavila kao posebno atraktivan pristup zbog
svoje isplativosti, odrZivosti i sposobnosti poboljSanja strukture tla uz istovremeno smanjenje

oneciS¢enja ( Tangahu i sur., 2011.).
Osnovni mehanizmi fitoremedijacije
Fitoremedijacija se provodi kroz nekoliko razli€itih, ali ponekad preklapajucéih procesa:

1. Fitoproliferacija - Biljke rastu u oneciS¢enim tlima, pri €emu njihov korijenski sustav

apsorbira i koncentrira oneciScujuce tvari iz tla ili vode.

Endophytic bacteria Cytoplasm
Pollutant degradation 4
Phytotoxicity reduction Cyto wall Storage
Piant growth promotion
. Cytoplasm

a > G — Stotagell
Phytovolatilization T

Phytodegradation Bound residucs

Phytoextraction/

accumulation General processes

affecting rhizoremediation
* microbizal growth
pH

water relations

contaminant

X X+

plant growth

Slika 1.8 Procesi fitoremedijacije

2. Fitorizostaza - Biljke akumuliraju teSke metale i druge oneciS¢ujuce tvari u svojim tkivima
bez znacajnih fizioloskih oSteé¢enja. Ovaj proces omogucéuje koncentraciju oneciscujucih

tvari u biomasi koja se moZze ukloniti s tla i tako doprinjeti procesima dekontaminacije tla.
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detoxification

Slika 1.9 Procesi fitoremedijacije
3. Fitodegradacija (ili fitotransformacija ) - Biljke proizvode enzime (npr. dehalogenaze,
peroksidaze, lakaze) sposobne razgraditi sloZzene organske zagadivace ili transformirati
anorganske zagadivace u manje toksi¢ne oblike.
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Humification
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O;/H,0
Exudates 6 /
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alc%hols. 0
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Organic
contaminant
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Slika 1.10 Procesi fitoremedijacije
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4. Fitoekstrakcija - Bilke apsorbiraju metale i metaloide iz tla ili vode i prenose ih u
nadzemne dijelove poput stabljika i lis¢a. Kontaminirana biomasa se zatim uklanja sa

povrsine tla i zbrinjava.

Phytoextraction
Storage in
Leaves Translocation
o

Metals uptake ‘
Transoloation

Hevvy Metal
Contamination

Slika 1.11 Procesi fitoekstrakcije

5. Rizofiltracija ( Fitorizofiltracija ) - Korijenje filtrira i adsorbira oneciS¢ujuce tvari, posebno
teSke metale, iz vode. Ova metoda je posebno ucinkovita u izgradenim mocvarama ili za

proc€iS¢avanje industrijskih otpadnih voda.
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Phytostabilization Rhizofiltration

Slika 1.12 Procesi fitostabilizacije i rizofiltracije

6. Fitovolatilizacija - Odredene biljke apsorbiraju oneciScujuce tvari i pretvaraju ih u hlapljive

spojeve koji se potom ispustaju u atmosferu u manje Stetnim oblicima.

Prednosti i ograni¢enja
Fitoremedijacija se smatra zelenom tehnologijom koja nudi viSe ekoloskih i ekonomskih
prednosti: jeftina je, neinvazivna, estetski kompatibilna s krajolikom i doprinosi pobolj$anju
plodnosti tla. Nadalje, potiCe interakcije rizosfere, stimuliraju¢i mikrobnu aktivnost i promicudi
bioraznolikost.

Medutim, fitoremedijacija ima i vazna ograni€enja:

¢ Njezina ucinkovitost je ograni¢ena dubinom korijena (obi¢no 30-50 cm),

e Sanacija je Cesto sporija u usporedbi s fizikalno-kemijskim tretmanima,

o Apsorpcija oneciScujucih tvari varira ovisno o vrsti biljaka, vrsti oneciScujuce tvari i
uvjetima tla, te

o Biomasa koja sadrzi koncentrirane zagadivate zahtijeva paZljivo upravljanje i

uklanjanje kontaminiranih biljaka (npr u temelje gradevinskih objekata)

Unato€ tim izazovima, fitoremedijacija ostaje obecCavajuca strategija za upravljanje tlima
onecCiS¢enim teSkim metalima, posebno kada se integrira s drugim tehnologijama

remedijacije.
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Apsorpcija i translokacija teSkih metala u biljkama

Apsorpcija i translokacija teSkih metala u bilkama posredovani su nizom fizioloskih i
biokemijskih procesa, ukljuéujuc¢i apsorpciju korijena, transport od korijena do izdanka,
opterecenje ksilemom i stani¢nu sekvestraciju (Yan i sur., 2020.). Mnogi teski metali pojavljuju
se u tlu u topljivim ionskim oblicima, $to ih Cini lako dostupnima za apsorpciju korijenom.
Medutim, neki teSki metali postoje u netopljivim ili slabo mobilnim oblicima, S$to predstavlja
izazov za apsorpciju od strane biljaka. Kako bi to previadale, biljke su razvile nekoliko
adaptivnih mehanizama koji povecavaju bioraspolozZivost metala u rizosferi. Jedan takav
mehanizam uklju€uje izlu€ivanje kelirajucih sredstava (npr. organskih kiselina, aminokiselina i
fenolnih spojeva) iz korijena, koja mobiliziraju inate nedostupne metale povecavajuci njihovu

apsorpciju ( Dalvi i Bhalerao , 2013. ).

PHYTO RHIZO PHYTO
STABILIZATION FILTRATION EXTRACTION VOLATILIZATION

Slika 1.13 Procesi fitostabilizacije, rizofiltracije, ekstrakcije i fitovolatizacije

Putovi unosa teskih metala
Apsorpcija tedkih metala odvija se putem dva glavna puta: apoplasti¢nog i simplasti¢nog .
Apoplasti¢ni put uklju€uje pasivnu difuziju kroz apoplast, gdje se metali kreCu duz stani¢nih

stijenki i medustani¢nih prostora bez prelaska plazma membrane. Ovaj put uvelike ovisi o

gradijentima koncentracije i sastavu otopine tla .

Simplasti¢ni put, nasuprot tome, aktivan je proces koji uklju€uje prolazak metala kroz Ziva tkiva,
ukljuujuci citoplazmu i plazma membrane, Cesto posredovan specificnim transportnim

proteinima ( Peer i sur., 2005. ).

Nakon apsorpcije, ioni tedkih metala obi¢no tvore stabilne komplekse s kelatnim molekulama

poput fitokelatina i metalotioneina unutar stanica korijena, smanjujuci njihovu toksi¢nost. Ti se
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kompleksi sekvestriraju ili u vakuole (intracelularno skladistenje) ili imobiliziraju unutar

stani¢nih stijenki (izvancelularno skladistenje) ( Ali i sur., 2013. ). Nakon detoksiciranja i
odvajanja, dio metalnih iona transportira se do stele, a potom se utovaruje u ksilem, odakle se
translociraju transpiracijskom strujom u nadzemne biljne organe ( Thakur i sur., 2016.; Kumar
i sur., 2022. ). Ova sustavna distribucija omogucuje odredenim vrstama akumuliranje znacajnih

koli¢ina metala u izbojcima i liS¢u, tvoredi fizioloSku osnovu za fitoremedijaciju.
Fitoremedijacija i hiperakumulatori

Posljednjih godina fitoremedijacija se pojavila kao ucinkovita, ekoloski odrziva i relativno jeftina
tehnologija za uklanjanje ili stabilizaciju toksi¢nih metala u tlu. Medu strategijama uklju€enim u
fitoremedijaciju, fitoekstrakcija je posebno vazna za teSke metale, oslanjajuci se na prirodnu
sposobnost biljaka da apsorbiraju i akumuliraju i esencijalne i neesencijalne metale u svojim

tkivima.

Bilike s izvanrednim kapacitetom akumulacije metala klasificiraju se kao hiperakumulatori
(Trapp & Legind , 2010 ). Ove vrste mogu tolerirati i koncentrirati metale poput olova (Pb),
kadmija (Cd), kroma (Cr), arsena (As) i radionuklida, koji su inace toksi¢ni za vecinu biljaka.
Nadalje, hiperakumulatori su sposobni apsorbirati ne samo esencijalne mikronutrijente
potrebne za rast (npr. Fe, Mn, Zn, Cu, Mg, Mo, Ni), ve¢ i neesencijalne i toksi¢ne metale (npr.
Cd, Cr, Pb, Co, Ag, Se, Hg) koji nemaju poznatu biolosku funkciju ( Vamerali i sur., 2010 ). Ta
ih sposobnost Cini vrlo vrijednim alatima za dekontaminaciju tala pogodenih industrijskim

aktivnostima, rudarstvom i poljoprivrednim oneciS¢enjem.
Pozitivni aspekti fitoremedijacije

Fitoremedijacija nudi nekoliko prednosti u usporedbi s konvencionalnim tehnologijama

remedijacije:

UcCinkovitost i Siroka primjenjivost — Moze znacajno smanijiti razinu onecisS¢ujucih tvari i
uCinkovit je protiv Sirokog spektra oneciScujucih tvari, ukljuCuju¢i metale, organske tvari i

radionuklide.

Ekonomska ucinkovitost — Zahtijeva manje infrastrukture, nema visoko specijaliziranog osoblja

i znatno je jeftinija od fizikalnih ili kemijskih metoda sanacije.

Prikladnost za velika podrucja — Posebno je atraktivna za velika, umjereno oneciS¢ena mjesta

gdje je tradicionalna sanacija ekonomski ili tehnicki neizvediva.
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Kompatibilnost s okoliSem — PoboljSava plodnost tla, poveéava mikrobnu raznolikost u rizosferi

i lako se integrira u ekosustave, izbjegavajuci poremecaje u okoliSu uzrokovane iskopavanjem

ili spaljivanjem.

Isplativost u procid¢avanju vode — Fitoremedijacija je posebno korisna za sanaciju velikih
koli¢ina vode s niskim koncentracijama oneciS¢ujucih tvari ili za povrsSinska tla s difuznim,

niskim do umjerenim oneciS¢enjem.

Ove prednosti pozicionirale su fitoremedijaciju kao inovativhu alternativu tradicionalnim
metodama poput odlaganja opasnog otpada ili ispranja tla. Za razliku od konvencionalnih
pristupa, ne zahtijeva visoke energetske unose ili slozenu tehnologiju, sto je €ini ne samo

isplativom vec¢ i dugoro€no odrzivom.
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POGLAVLJE 2. ANALIZA KONTAMINANATA, OTPORNOST NA ANTIMIKROBNE
SREDSTVA

2.1 Uvod

Kontaminacija okolia antropogenim aktivnostima postala je jedan od definirajucih izazova 21.
stolje¢a, s dubokim implikacijama za ekosustave, sigurnost hrane i javno zdravlje. Moderni
industrijski razvoj, intenzivna poljoprivreda, urbanizacija i prekomjerna upotreba kemikalija
doveli su do Siroko rasprostranjenog ispustanja onecidc¢ujucih tvari u tlo, vodne sustave i
atmosferu. Ti oneciS¢ujuci tvari ukljuCuju teSke metale, pesticide, farmaceutske proizvode,
organska otapala, ostatke plastike i patogene mikroorganizme. Sve viSe dokaza upucuje na to
da takve oneciS¢ujuce tvari ne djeluju izolirano, ve¢ Cesto medusobno djeluju, pojacavajuci
svoje toksikoloSke i ekoloske utjecaje. Medu njima, antimikrobna kontaminacija i porast

antimikrobne rezistencije (AMR) predstavljaju posebno hitnu globalnu krizu.

Antimikrobna sredstva, nekada smatrana revolucionarnim alatima u medicini, poljoprivredi i
sto€arstvu, sve se viSe prepoznaju kao dvosjekli ma€. Njihova opsezna i Cesto nekontrolirana
upotreba ne samo da je dovela do ulaska ostataka u okoliSne sustave, vec je potaknula i
pojavu i Sirenje rezistentnih mikrobnih sojeva. Prisutnost antimikrobnih sredstava u tlu,
sedimentima, povrsinskim vodama, pa ¢ak i podzemnim vodama vrsi kontinuirani selektivni
pritisak na mikrobne zajednice, omogucujuci rezistentnim genima da se Sire i prenose medu
vrstama (Martinez, 2009). To je stvorilo ono §to mnogi istrazivaCi nazivaju ,okoliSnom
dimenzijom antimikrobne rezistencije®, gdje prirodni ekosustavi postaju i spremnici i kanali za

rezistentne bakterije i gene otpornosti.

Na sudbinu antimikrobnih sredstava u okoliSu utjeCu brojni procesi, uklju€ujuéi razgradnju,
adsorpciju na Cestice tla, ispiranje u podzemne vode i unos u biljke i Zivotinje. Njihova
postojanost uvelike varira ovisno o kemijskoj strukturi spoja i svojstvima okoliSa primatelja. Dok
se neki antibiotici relativno brzo razgraduju, drugi ostaju stabilni dulje vrijeme, stvarajuci trajnu
ekoloSku izlozenost. Ostaci se ¢esto otkrivaju u poljoprivrednim tlima navodnjavanim otpadnim
vodama, u rijekama koje primaju otpadne vode iz farmaceutskih tvornica i na poljima
obogacéenim gnojivom. Ovi putovi ilustriraju kako su ljudske aktivnosti usko povezane sa

Sirenjem oneciSc¢ujucih tvari i antimikrobne rezistencije u okoliSu.

Posljedice ovih procesa protezu se izvan okoliSnih odjeljaka. Rezistentne bakterije i geni
otpornosti koji potjec€u iz ekoloskih ZariSta mogu ponovno uéi u ljudske i Zivotinjske populacije

putem kontaminirane hrane, vode i izravnog kontakta. Ovaj ciklus ilustrira koncept Jednog
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zdravlja, koji naglasava da su zdravlje ljudi, zivotinja i okoliS5a medusobno povezani i da se ne

mogu rjeSavati izolirano (Robinson i sur., 2016.). Porast organizama otpornih na vise lijekova
poput Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae i Pseudomonas aeruginosa predstavlja ozbiljnu
prijetnju klinickoj medicini, a moguénosti lijeCenja uobiCajenih infekcija postaju sve

ogranicenije.

Druga dimenzija koja komplicira ovo pitanje je interakcija izmedu antimikrobnih sredstava i
drugih oneciS¢ujucih tvari iz okoliSa. Teski metali, pesticidi, dezinficijensi i mikroplastika mogu
se pojaviti zajedno s antimikrobnim sredstvima, ponekad pojaCavajuci selekciju i perzistenciju
rezistentnih sojeva. Na primjer, pokazalo se da teSki metali poput bakra i cinka, koji se Siroko
koriste u poljoprivredi, koselektiraju gene otpornosti zbog zajednickih genetskih platformi poput
plazmida i integrona (Seiler & Berendonk , 2012). Slicno tome, organski oneciS¢ujuéi tvari
mogu utjecati na metabolizam mikroba, neizravno mijenjajuci dinamiku otpornosti. Takve
interakcije istiCu sinergijski utjecaj slozenih mjeSavina oneciS¢ujucih tvari u oblikovanju

obrazaca otpornosti.

Okolidni pokretadi antimikrobne rezistencije su raznoliki i viSestruki. Cimbenici poput
temperature, pH vrijednosti, dostupnosti hranjivih tvari i sastava mikrobne zajednice znac¢ajno
utjeCu na perzistenciju antimikrobnih sredstava i mobilnost gena otpornosti. Vodeni ekosustavi,
posebno rijeke i sedimenti, smatraju se glavnim rezervoarima otpornosti zbog svoje uloge kao
zona konvergencije za otpadne vode iz ku¢anstava, bolni¢ke otpadne vode i poljoprivredno
otjecanje. Sustavi tla jednako su vazni, funkcionirajuci kao dugorocni ponori oneciscujucih tvari

i kao zariSta za horizontalni prijenos gena medu mikrobnim zajednicama.

S gledista rizika, AMR predstavlja dvostruku prijetnju: ugrozava javno zdravlje smanjenjem
uCinkovitosti antibiotika i potkopava integritet ekosustava mijenjajucCi dinamiku mikrobne
zajednice. Otporni patogeni u okoliSu mogu kolonizirati nove domacine, dok promjene u
mikrobnim zajednicama mogu poremetiti cikluse hranjivih tvari, plodnost tla i ukupne usluge
ekosustava. Nadalje, predvida se da ¢e ekonomski troSak AMR-a biti ogroman, s procjenama
koje sugeriraju milijune preranih smrti i bilijune dolara globalnih ekonomskih gubitaka do 2050.

ako se problem ne rijesi (O'Neill, 2016).

S obzirom na te zabrinutosti, istrazivanja su se sve viSe usredotocila na metode za otkrivanje,
prac¢enje i smanjenje antimikrobne kontaminacije i rezistencije u okolisu. Napredni analiti¢ki
alati poput metagenomike, visokopropusnog sekvenciranja i masene spektrometrije
omogucuju detaljne procjene oneciscujuéih tvari i gena otpornosti. Istodobno se razvijaju

inovativne strategije za ublazavanje Sirenja antimikrobne rezistencije, ukljuCujuci koriStenje
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izgradenih moc&vara, izmjene biougljena u tlu, napredne procese oksidacije u procis¢avanju

otpadnih voda i politike koje poti¢u odgovornu upotrebu antimikrobnih sredstava.

Ovo poglavlje bavi se klju¢nim pitanjem onecisc¢ujucih tvari u okoliSu s posebnim naglaskom
na ostatke antimikrobnih tvari i otpornost. IstraZzuje sljedece teme: sudbinu antimikrobnih tvari
u okoliSu, mehanizme kojima se otpornost pojavljuje i Siri, zdravstvene i ekoloSke posljedice
izlozenosti antimikrobnim tvarima, sinergijske ucCinke antimikrobnih tvari s drugim
onecCiS¢ujucim tvarima i Cimbenike okoliSa koji oblikuju dinamiku otpornosti. Konacno, istice
trenutne i nove tehnike za smanjenje otpornosti na antimikrobne tvari i kontaminacije,

premoscujuci znanja iz znanosti o okoliSu, mikrobiologije, javnog zdravstva i politike.

Ispitivanjem ovih dimenzija, ovo poglavlje ima za cilj pruZiti sveobuhvatno razumijevanje
ekoloskih i zdravstvenih implikacija oneciScujucih tvari i antimikrobne rezistencije, smjestajuci

ih u Siri okvir odrzivog upravljanja okoliSem i globalne zdravstvene sigurnosti.

2.2 Laboratorijske metodologije za testiranje bakterijske osjetljivosti na
antimikrobne lijekove

Sirenje viestrukih patogenih bakterija otpornih na antimikrobne lijekove prepoznali su
Svjetska organizacija za zdravlje Zivotinja (OIE), Organizacija za hranu i poljoprivredu (FAO) i
Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) kao ozbiljnu globalnu prijetnju zdravlju ljudi i
zivotinja. Razvoj bakterijske antimikrobne rezistencije nije ni neo€ekivan ni novi fenomen.
Medutim, postao je sve zabrinjavajuci problem zbog €este pojave novih fenotipova rezistencije
medu raznim bakterijskim patogenima, pa €ak i komenzalnim organizmima. Povijesno
gledano, mnoge su se infekcije mogle uspjesno lijeciti na temelju proslog iskustva klini¢ara (t;.
empirijske terapije). Medutim, ovaj pristup postaje viSe iznimka nego pravilo ( Walker, 2007. ).
Rezistencija je uoCena na gotovo sve antimikrobne agense koji su trenutno odobreni za
upotrebu u humanoj i veterinarskoj medicini. U kombinaciji sa Sirokim rasponom dostupnih
antimikrobnih sredstava, to €ini odabir odgovarajuceg lijeCenja sve izazovnijim. Kao rezultat
toga, kliniari su postali viSe ovisni o podacima in vitro testiranja osjetljivosti na antimikrobne
ljekove (AST), naglaSavajuci klju¢nu ulogu dijagnosti¢kih laboratorija u klinickoj praksi.
Dostupno je nekoliko AST metoda za odredivanje osjetljivosti bakterija na antimikrobne
ljekove. Izbor metode ovisi o raznim cimbenicima, ukljuCujuéi prakti¢nost, fleksibilnost,
automatizaciju, troSak, ponovljivost, to€nost i individualne preferencije. Standardizacija i
uskladivanje AST metodologija u epidemioloskom nadzoru antimikrobne rezistencije klju¢no
je za osiguranje usporedivosti medu nacionalnim i medunarodnim programima nadzora koje

provode zemlje ¢lanice OIE-a. Bitno je da AST metode pruzaju ponovljive rezultate u rutinskoj
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laboratorijskoj upotrebi i da se podaci usklade s rezultatima dobivenim priznatom referentnom
metodom "zlatnog standarda". Bez standardiziranih metoda ili referentnih postupaka, rezultati
osjetljivosti iz razliitih laboratorija ne mogu se pouzdano usporedivati. Osim toga, metode koje
se koriste za odabir uzoraka za programe nadzora antimikrobne rezistencije, kao i one za
primarnu bakterijsku izolaciju, takoder bi trebale biti standardizirane ili uskladene kako bi se
omogucila izravna usporedba podataka u razli¢itim regijama. Ova razmatranja obradena su u
dokumentu OIE-a ( Dehaumont , 2004. ). Kako je znanost o AST-u napredovala, sada postoji
jasnije razumijevanje viSestrukih ¢imbenika koji utje€u na ishode testiranja osjetljivosti. Ovaj
dokument pruza smjernice za standardizaciju AST metodologija i tumacenje rezultata testova

antimikrobne osjetljivosti.

2.21 Zahtjevi za testiranje

Kako bi se osigurala standardizacija metoda ispitivanja antimikrobne osjetljivosti (AST) i

usporedivost rezultata medu laboratorijima, moraju se ispuniti sljedeci temeljni zahtjevi:

o Standardizirana metodologija i harmonizacija
e Usvajanje standardiziranih AST metoda je klju¢no.

o Mora se osigurati uskladivanje parametara ispitivanja, ukljuCujuci odabir antimikrobnih

sredstava i odgovarajucih kriterija interpretacije.

2] Jasna definicija i dokumentacija

e Sve standardizirane AST metode, zajedno s kritiénim specifikacijama i kriterijima
interpretacije, moraju biti eksplicitno definirane, temeljito dokumentirane i

jednoobrazno primjenjivane u svim laboratorijima.

© Toc€nost i ponovljivost

e AST metode moraju dosljedno generirati to¢ne, reproducibilne i kvantificirane podatke

kako bi se odrzao integritet rezultata.

o Osnivanje koordinacijskih laboratorija

e Trebalo bi odrediti nacionalne ili regionalne referentne laboratorije za nadzor
koordinacije AST metodologija, osiguranje to€nih interpretacija i provedbu strogih

mjera kontrole kvalitete.
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o Upravljanje kvalitetom i akreditacija

e Mikrobioloski laboratoriji moraju implementirati i odrzavati formalni sustav upravljanja

kvalitetom kako bi odrzali standarde testiranja.

e Laboratoriji bi trebali dobiti akreditaciju tre¢e strane, osiguravajuci uskladenost s
medunarodno priznatim standardima Suradnje za akreditaciju laboratorija (ILAC).

e Sudjelovanje u programima ispitivanja osposobljenosti mora biti obavezno kako bi se
provjerila tehnicka kompetencija.

o Referentni sojevi i osiguranje kvalitete

o Koristenje specifiCnih bakterijskih referentnih i kontrolnih sojeva kvalitete klju¢no je za
osiguranje unutarlaboratorijske i medulaboratorijske dosljednosti, osiguranja kvalitete i
ispitivanja sposobnosti.

Pridrzavanjem ovih standardiziranih zahtjeva, laboratoriji mogu osigurati pouzdanost,
toCnost i globalnu usporedivost rezultata AST-a, $to u konacnici podrzava ucinkovitiji

nadzor antimikrobne rezistencije i klinicko donoSenje odluka.

Slika 2. 1osjetljivosti na antimikrobne lijekove (AST) (URL1).

2.2.2 Odabir antimikrobnih sredstava za ispitivanje i izvjeStavanje
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Odabir odgovarajucih antimikrobnih sredstava za testiranje osjetljivosti moze biti izazovan

zbog velikog broja dostupnih sredstava. Treba uzeti u obzir sljedece smjernice.

(1] Preporuke FAO-a/OIE-a/lWHO-a

Struéna radionica FAO/OIE/WHO o upotrebi antimikrobnih sredstava ne kod ljudi i
otpornosti na antimikrobna sredstva preporuéuje izradu popisa kriticno vaznih veterinarskih

i humanih antimikrobna sredstva za testiranje i izvjeStavanje o osjetljivosti.

2] Konzultacije za odabir

Odabir najprikladnijih antimikrobnih sredstava je odluka koju najbolje donosi svaka ¢lanica

OIE-a u konzultaciji s relevantnim tijelima i organizacijama.

© Aktivnost specifi¢na za razred

Antimikrobna sredstva unutar iste klase mogu pokazivati slicna in vitro djelovanja protiv
odabranih bakterijskih patogena. U takvim sluajevima treba odabrati reprezentativni

antimikrobni lijek koji predvida osjetljivost na druge Clanove iste klase.

0 Intrinzi¢ni otpor

Odredeni mikroorganizmi mogu biti intrinzi€no otporni na odredene antimikrobne klase.
Stoga je nepotrebno i zavaravajuce testirati aktivnost odredenih sredstava in vitro . Vrstu
intrinziCne otpornosti treba odrediti za te organizme bilo putem znanstvene literature ili

testiranja.
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Slika 2. 2bakterija otpornih na antibiotike putem prirodne selekcije. U ovom primjeru, proces zapocinje
velikom bakterijskom populacijom, gdje je vecina bakterija osjetljiva na antibiotike, ali nekoliko ih je
prirodno otporno. Kada se uvede baktericidni antibiotik, on eliminira vecinu osjetljivih bakterija,
ostavljajuci otporne da prezive. Tijekom vremena, samo ¢Ce se otporne bakterije nastaviti
razmnoZzavati, $to dovodi do povecanja njihovog broja. Na kraju ¢e se populacija pretezno sastojati od
bakterija otpornih na antibiotike (URL 2).

© Ograni¢avanje broja antimikrobnih lijekova

Broj antimikrobnih sredstava koji se testiraju treba biti ograni¢en kako bi se osigurala

relevantnost i prakticnost AST-a (testiranja osjetljivosti na antimikrobne tvari).

Preporucuje se periodiCki pregled mikroorganizama koji su predvidljivo osjetljivi na
odredene antimikrobne agense kako bi se osiguralo otkrivanje nove, neocCekivane
rezistencije. Na novu rezistenciju moze se posumnjati i kada postoji slab odgovor na

standardni rezim antimikrobnog lijeCenja.

2.2.3 Metode ispitivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove

Treba postovati sljedeCe zahtjeve:

e Bakterije podvrgnute AST-u moraju se izolirati u €istoj kulturi iz dostavljenog uzorka,
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e Za identifikaciju treba koristiti standardne referentne metode kako bi se predmetne

®

bakterije dosljedno i ispravno identificirale do razine roda i/ili vrste,

o Bakterijski izolati koji se smatraju najvaznijima i uzorak ostalih izolata treba pohraniti

za buducu analizu (liofilizacijom ili kriogenim konzerviranjem na —70 °C —-80 °C).

Slika 2. 3pojedinacnih bakterijskih kolonija iz mijeSanog uzorka (URL 3).

Sljedece Cimbenike koji utie€u na AST metode treba utvrditi, optimizirati i dokumentirati u
detaljnom standardnom operativnhom postupku:
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Slika 2. 4prikladnog medija za uzgoj i odgovarajuca inkubacija za kultivirani mikroorganizam (URL
4).

e su bakterije izolirane u Cistoj kulturi, potrebno je odrediti optimalnu koncentraciju
inokuluma kako bi se dobili toCni rezultati osjetljivosti. Bakterije ili drugi organizmi
koriSteni u AST testiranju trebaju biti iz svjeze kulture.

e Sastav i priprema koriStenog agara i jusne podloge (npr. pH, kationi, timidin ili timin,
upotreba nadopunjenih podloga). Takoder treba odrediti i dokumentirati ispitivanje
ucinkovitosti i sterilnosti serija podloga, zajedno s koridtenim postupcima.

45



g Co-funded by
S the European Union

Slika 2. 5bakterija na hranjivim medijima (URL 5).

e Sadrzaj antimikrobnog sredstva u nosaCu (npr. antibiotici koji se koriste u
mikrotitarskim plo€ama, diskovima, trakama, tabletama).

e Sastav otapala i razrjedivaca za pripremu antimikrobnih osnovnih otopina.
¢ Uvjeti rasta i inkubacije (vrijeme, temperatura, atmosfera, npr. CO2 .

e Dubina agara.

o Broj testiranih koncentracija po razrjedenju juhe i agara.

¢ Kontrolne skupine za ispitivanje koje ¢e se koristiti, ukljuCujuci koriStene referentne

organizme.

o Sljededi interpretacijski kriteriji (klinicke grani¢ne vrijednosti, epidemioloSke grani¢ne
vrijednosti).
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2.2.4 Odabir metodologije ispitivanja antimikrobne osjetljivosti

Odabir AST metodologije moze se temeljiti na sljede¢im ¢imbenicima:

e Jednostavnost izvedbe.

e Fleksibilnost.

o Prilagodljivost automatiziranim ili poluautomatskim sustavima.

e TroSak.

e Ponovljivost.

e Pouzdanost.

e TocCnost.

e Organizmi i antimikrobna sredstva od interesa za tog odredenog ¢lana.

o Dostupnost odgovarajucih podataka o validaciji za raspon organizama koji se testiraju
na osjetljivost.

Methods of antimicrobial susceptibility testing

J

Phenotypic methods Molecular-based methods Mass spectrometry s
PCR Gene]1 Genw?2--+ GeneN MALDI-TOF MS
Difution 2 48 h L fys = Incubation (antibiotic + sample)
- 4 several h
. T, ocR 0 ()
A . q 1o .
Diffusion | * . 48 h A -
\P / \ y,
“ Cycle i '
\ Y ina [t ol st 24-48h Matrix |
Gradient test ; a8 h sequencing ||| ok ST :
-~
® J
Chromogenic media 24 h NGS several days
o
Automated devices s20h several h
- J
° | s * gtimated Nime dapond an & SaTyNe analysed * astimaated N dapavd AN & Sanye anaysed
- [ foAnikcal spacimen vs. soladed bacterial cuttve) {o\nical spaciman vs. lsaladed hacterial cuttuve)
\ J >

Slika 2. 6AST metodologije (URL 6).
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2.2.5 Metode ispitivanja osjetljivosti na antimikrobne lijekove

Kada se pravilno slijede, pokazalo se da sljedece tri metode daju reproducibilne i ponovljive
rezultate ( Institut za klinicke i laboratorijske standarde (CLSI), 2008.; Walker, 2007. ):

o Difuzija diska.

o Razrjedivanje juhe.

o Razrjedivanje agara.
a) Metoda disk difuzije

Difuzija diskom odnosi se na difuziju antimikrobnog sredstva odredene koncentracije iz
diskova, tableta ili traka u &vrsti medij za kulturu inokuliran odabranim izolatom Ciste
kulture. Ova metoda temelji se na odredivanju zone inhibicije, koja je proporcionalna

bakterijskoj osjetljivosti na antimikrobno sredstvo prisutno u disku.

Kako antimikrobno sredstvo difundira u inokulirani medij za kulturu, stvara gradijent
koncentracije. Zona inhibicije definirana je tamo gdje koncentracija antimikrobnog sredstva
postaje previSe razrijedena da bi suzbila rast testne bakterije. Promjer ove zone inhibicije
oko antimikrobnog diska korelira s minimalnom inhibitornom koncentracijom (MIK) za
specificnu kombinaciju bakterije i antimikrobnog sredstva. Opcenito, ve¢a zona inhibicije
ukazuje na nizu MIK, to znaci da je potrebno manje antimikrobnog sredstva za inhibiciju
rasta bakterija. Medutim, ovaj odnos takoder ovisi o koncentraciji antibiotika u disku i

njegovim difuzijskim svojstvima.
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Slika 2. 7disk difuzije (URL 7).

Napomena: Disk difuzijski testovi temeljeni isklju€ivo na prisutnosti ili odsutnosti zone

inhibicije, bez obzira na veli€inu zone, nisu prihvatljiva AST metodologija.
* Razmatranja za koriStenje metodologije disk difuzije

Disk difuzija je jednostavna za izvodenje, visoko ponovljiva i ne zahtijeva skupu opremu.

Njene glavne prednosti ukljucuju:

¢ Niska cijena.

¢ Jednostavnost modificiranja testnih antimikrobnih diskova kada je potrebno.
e Moze se koristiti kao probirni test protiv velikog broja izolata.

e Moze identificirati podskup izolata za daljnje testiranje drugim metodama, kao $to je

odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC).

Ruéno mjerenje zona inhibicije mozZe oduzeti puno vremena. Dostupni su automatizirani
uredaiji za o€itavanje zona i mogu se integrirati s laboratorijskim sustavima za izvjeStavanje

i upravljanje podacima. Kako bi se osiguralo toéno mjerenje, antimikrobni diskovi trebaju
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biti ravnomjerno rasporedeni kako bi se sprijeCilo pretjerano preklapanje zona inhibicije.

Opcenito, to se moze postici postavljanjem diskova na razmak od najmanje 24 mm (od
srediSta do sredista), iako se potreban razmak moZze razlikovati ovisno o koncentraciji diska

i difuzijskim svojstvima antimikrobnog sredstva u agaru.
b) Metode razrjedivanja juhe i agara

Cilj metoda razrjedivanja u bujonu i agaru je odrediti najnizu koncentraciju testiranog
antimikrobnog sredstva koja inhibira vidljivi rast bakterija (MIK), obi¢no izrazenu u pg/mL
ili mg/L. Medutim, MIK ne predstavlja uvijek apsolutnu vrijednost. 'Prava’ MIK nalazi se
izmedu najnize testirane koncentracije koja inhibira rast bakterija i sljedece nize
koncentracije. Stoga, odredivanja MIK-a provedena pomocu serije razriedenja inherentno

imaju varijaciju od jednog razrjedenja.

Ispitivani raspon koncentracije antimikrobnih sredstava trebao bi pokrivati kriterije
interpretacije (osjetljivost, srednja otpornost i otpornost) za specificnu kombinaciju bakterija
i antibiotika, kao i ukljuCivati odgovaraju¢e referentne organizme za kontrolu kvalitete. U
usporedbi s difuzijom na agar disku, metode razrjedivanja antimikrobne osjetljivosti
opcenito su reproducibilnije i kvantitativnije. Medutim, buduci da se antibiotici obi¢no
testiraju u dvostrukim razrjedenjima, vrijednosti minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

ne moraju uvijek biti toCne.

Laboratoriji koji namjeravaju koristiti metode razrjedivanja i pripremati vlastite reagense i
razrjedenja antibiotika moraju biti sposobni nabaviti, pripremiti i odrzavati odgovarajuce
osnovne otopine antimikrobnih sredstava reagensne kvalitete te redovito generirati radna
razrjedenja. Kako bi se osigurala to¢nost i standardizacija, takvi laboratoriji moraju koristiti

i organizme za kontrolu kvalitete.
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Slika 2. 8protokol za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) metodama
razrjedivanja agara i razrjedivanja juhe (URL 8).

* Razrjedivanje juhe

Razrjedivanje juhe je tehnika u kojoj se bakterijska suspenzija, pripremljena u optimalnoj
ili odgovarajucoj koncentraciji, testira u odnosu na razliCite koncentracije antimikrobnog
sredstva (obi¢no u serijskim dvostrukim razrjedenjima) u teku¢em mediju standardizirane,
dokumentirane formulacije. Ova se metoda moze provesti koriStenjem epruveta s
minimalnim volumenom od 2 mL ( makrorazrjedivanje ) ili manjim volumenima u

mikrotitarskim plo¢ama (mikrorazrjedivanje).

Komercijalno dostupne mikrotitarske plo¢e koje sadrze liofilizirane, prethodno razrijedene
antibiotike u jaZicama pomazu u smanjenju varijabilnosti uzrokovane pripremom i
razriedivanjem antimikrobnih sredstava u razliCitim laboratorijima. KoriStenje
standardiziranih mikrodilucijskih plo¢a, zajedno s dokumentiranim protokolom ispitivanja
koji specificira odgovaraju¢e referentne organizme, poboljSava usporedivost rezultata

medu laboratorijima.
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Slika 2. 9razrjedivanja juhe (URL 9).
Budu¢i da se vecina antimikrobnih testnih ploCa za mikrodiluciju juhe komercijalno
priprema, ova metoda je manje fleksibilna od dilucije agara ili difuzije diska u
prilagodavanju promjenjivim potrebama programa nadzora i prac¢enja. Osim toga, troSkovi
kupnje antimikrobnih ploca i pripadaju¢e opreme mogu uciniti ovu metodu nepraktiénom

za neke laboratorije.
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Slika 2. 10s 96 jazica za testiranje minimalne inhibitorne koncentracije (URL 10).
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Razrjedivanje agara ukljuCuje ugradnju razliCitih koncentracija antimikrobnog sredstva u

agar medij, obicno koriStenjem serijskih dvostrukih razrjedenja, nakon Cega slijedi

nano$enje definiranog bakterijskog inokuluma na povrSinu agara. Ova metoda se Cesto

smatra najpouzdanijom za odredivanje minimalne inhibitorne koncentracije (MIC)

specificne kombinacije bakterija i antimikrobnih sredstava.
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Slika 2. 11razrjedivanja agara (URL 11).

Prednosti metoda razrjedivanja agara ukljuéuju:

Metode razrjedivanja agara takoder imaju odredene nedostatke, na primjer:

plo¢a istovremeno.

Potencijal za poboljSanje identifikacije krajnjih tofaka minimalne

koncentracije (MIC) i proSirenje raspona koncentracija antibiotika.

32 i 60 razlicitih bakterijskih inokuluma na svaku agar plocu.

sredstva.

Mogucnost testiranja viSe bakterija, osim bakterija koje se roje, na istom setu agar

inhibitorne

Mogucénost poluautomatizacije metode koriStenjem aparata za replikaciju inokuluma.

Komercijalno proizvedeni replikatori inokuluma dostupni su i oni mogu prenijeti izmedu

Ako nisu automatizirani, vrlo su naporni i zahtijevaju znaCajna ekonomska i tehnicka
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e Nakon Sto su ploCe pripremljene, obi¢no ih treba upotrijebiti unutar tjedan dana (ili

manje, ovisno o testiranim antimikrobnim sredstvima).
e Krajnje toCke nisu uvijek lako ocCitane, niti je lako provjeriti CistoCu inokuluma.

Razrjedivanje agara Cesto se preporucuje kao standardizirana AST metoda za zahtjevne

organizme, poput anaeroba i vrsta Helicobacter ( CLSI, 2006c ).
c) Drugi bakterijski AST i specifi¢ni testovi antimikrobne rezistencije

MIC vrijednosti bakterijskih antimikrobnih sredstava mogu se odrediti i koriStenjem
komercijalno dostupnih gradijentnih traka koje difuzijom oslobadaju unaprijed odredenu
koncentraciju antibiotika. Medutim, ova metoda moZe biti skupa, a mogu se pojaviti
odstupanja u MIC vrijednostima za odredene kombinacije bakterija i antimikrobnih
sredstava u usporedbi s rezultatima razrjedivanja agara ( Ge i sur., 2002.; Rathe i sur.,
2009. ).

Slika 2. 12trake za testiranje minimalne inhibitorne koncentracije. (URL 12).

Bez obzira na koristenu AST metodu, postupke treba temeljito dokumentirati kako bi se
osigurala to¢nost i ponovljivost. Osim toga, odgovarajuci referentni organizmi trebaju se

testirati svaki put kada se provodi AST kako bi se provijerila to€nost i valjanost podataka.
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Slika 2. 13negativnog i pozitivnog AST-a (URL 13).

Odgovaraju¢a AST metoda u konachnici ¢e ovisiti o karakteristikama rasta doti¢ne bakterije.
U odredenim sluCajevima, nove metode ispitivanja i testovi mogu biti prikladniji za
otkrivanje specificnih fenotipova otpornosti. Na primjer, testovi na bazi kromogenih
cefalosporina (npr. nitrocefin) mogu ponuditi pouzdanije i brze rezultate za otkrivanje beta-
laktamaza u odredenim bakterijama, dok se inducibilna otpornost na klindamicin u
Staphylococcus spp. moze identificirati koriStenjem metode difuzije diska sa standardnim
diskovima eritromicina i klindamicina postavljenim u susjedne polozaje kako bi se izmjerile

rezultiraju¢e zone inhibicije (npr. D-zona ili D-test) ( Zelazny i sur., 2005. ).
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Slika 2. 14AST (URL 14).

Slicno tome, aktivnost beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL) ( CLSI, 2008. ) u
odredenim bakterijama moze se otkriti standardnim disk difuzijskim testiranjem osjetljivosti,
ukljuCujuci specificne cefalosporine (cefotaksim i ceftazidim) u kombinaciji s inhibitorom
beta-laktamaze (klavulanska kiselina) i mjerenjem rezultirajucih zona inhibicije. Osim toga,
protein 2a koji veze penicilin (PBP 2a) moze se otkriti u meticilin-rezistentnim stafilokokima
pomocu testa lateks aglutinacije ( Stepanovic i sur., 2006. ). Bitno je da se poznati pozitivni

i negativni kontrolni sojevi testiraju uz kliniCke izolate kako bi se osigurali toCni rezultati.
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Slika 2. 15test na beta-laktamaze proSirenog spektra (ESBL) (URL 15).
d) Buduci smjerovi u otkrivanju osjetljivosti/rezistencije na antimikrobne lijekove

PromiCe se upotreba genotipskih pristupa za otkrivanje gena antimikrobne rezistencije
kako bi se povecala brzina i to€nost testiranja osjetljivosti ( Cai i sur., 2003.; Chen i sur.,
2005. ). Razvijaju se brojni testovi temeljeni na DNK za otkrivanje bakterijske rezistencije
na antibiotike na genetskoj razini. Najnapredniji pristup ukljuCuje predvidanje fenotipova
antimikrobne rezistencije identificiranjem i karakterizacijom poznatih gena koji kodiraju

specificne mehanizme otpornosti.

Metode koje koriste komparativhu genomiku, genetske probe, mikroCipove, tehnike
amplifikacije nukleinskih kiselina (npr. lan¢ana reakcija polimeraze, PCR) i sekvenciranje
DNA nude potencijal za povecéanu osjetljivost, specifi€nost i brzinu u otkrivanju specifi¢nih
poznatih gena otpornosti ( Cai i sur., 2003.; Chen i sur., 2005.; Perreten i sur., 2005. ).
Genotipske metode uspjeSno su primijenjene kao nadopuna tradicionalnim AST
fenotipskim metodama za razliCite organizme, uklju€ujuci stafilokoke otporne na meticilin,
enterokoke otporne na vankomicin i otkrivanje mutacija otpornosti na fluorokinolone ( Cai
i sur., 2003.; Chen i sur., 2005.; Perreten i sur., 2005. ). PCR metode su takoder opisane

za detekciju beta-laktamaza, enzima koji inaktiviraju aminoglikozide i gena za efluks
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tetraciklina ( Cai i sur., 2003.; Chen i sur., 2005.; Frye i sur., 2010.; Perreten i sur., 2005.
).
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Slika 2. 16PCR analize (URL 16).

Tehnoloske inovacije u dijagnostici temeljenoj na DNK trebale bi omoguciti otkrivanje vise
gena i/ili varijanti otpornosti u jednom testu. OCekuje se da ¢e razvoj brzih dijagnostickih
metoda identifikacije i genotipskog testiranja otpornosti pomoé¢i u smanjenju pojave
antimikrobne rezistencije olakSavanjem koriStenja najprikladnije antimikrobne terapije na
pocetku lijecenja. Medutim, mora se dokazati da DNK tehnike nadopunjuju AST metode i

rezultate.
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Slika 2. 17temeljena na DNK-u trebala bi omoguciti otkrivanje rezistencije (URL 17).

Osim toga, novi tehnoloski napredak moze omoguciti brzo i isplativo otkrivanje velikog broja gena

antimikrobne rezistencije u bakterijskim vrstama, pruzajuci vrijedne podatke za programe nadzora

i prac¢enja ( Frye i sur., 2010. ). Medutim, unato¢ priljevu novih genotipskih testova, dokumentirane

i standardizirane fenotipske AST metode i dalje ¢e biti potrebne u bliskoj buducnosti za otkrivanje

novih mehanizama rezistencije u bakterijskim patogenima.

2.2.6 Granicne vrijednosti osjetljivosti na antimikrobne lijekove i kriteriji zone

inhibicije

Cilj in vitro AST-a je predvidjeti kako ¢e bakterijski patogen reagirati na antimikrobno
sredstvo in vivo . Rezultati in vitro testova osjetljivosti bakterija na antimikrobne tvari, bilo
da se koriste metode disk difuzije ili razrjedivanja, opcenito se tumace i prijavljuju kao
otporni, osjetljivi ili intermedijarni na djelovanje odredenog antimikrobnog sredstva. Nije
utvrdena jedinstvena formula za odabir optimalnih grani¢nih vrijednosti. Proces ukljuCuje
pregled postojeCih podataka i na njega utjeCe subjektivnhost pojedinaca zaduZenih za
odredivanje odgovarajucih grani¢nih vrijednosti. Opcenito, grani¢ne vrijednosti osjetljivosti
na antimikrobne tvari utvrduju nacionalne organizacije za standardizaciju, profesionalna
drustva ili regulatorne agencije. Za smjernice treba konzultirati relevantne dokumente.

Medutim, mogu postojati zna€ajne razlike u graniénim vrijednostima za isto antimikrobno
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sredstvo unutar i medu zemljama, zbog razlika izmedu organizacija za postavljanje

standarda i regulatornih agencija, kao i regionalnih ili nacionalnih odluka o rezimima
doziranja ( Brown i MacGowan , 2010.; De Jong i sur., 2009.; Kahlmeter i sur., 2006. ). Kao
Sto je prethodno spomenuto, rezultate testiranja osjetljivosti na antimikrobne tvari treba

kvantitativno zabiljeziti:

e Kao raspodjela minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) u miligramima po litri ili pg/

mL.
e |li kao promjeri zone inhibicije u milimetrima .

Sljede¢a dva primarna faktora omogucéuju da se bakterija protumaci kao osjetljiva ili

otporna na antimikrobno sredstvo:

e Razvoj i uspostavljanje raspona kontrole kvalitete ( CLSI, 2006¢ ) , koriStenjem difuzije
kada je to moguce i ispitivanja razrjedivanja, za referentne mikroorganizme za kontrolu

kvalitete.

e Utvrdivanje raspona kontrole kvalitete kljuno je za validaciju rezultata ispitivanja
dobivenih specificnom AST metodom. Dopusteni rasponi interpretacijskih kategorija za
referentne organizme trebaju se utvrditi prije odredivanja grani¢nih vrijednosti za
osjetljivost ili otpornost. KoriStenje referentnih organizama je aktivnost kontrole i
osiguranja kvalitete. Medutim, potrebno je samo zahtijevati koriStenje referentnih

organizama.

e Odredivanje odgovarajucih interpretacijskih kriterija u vezi s utvrdivanjem grani¢nih
vrijednosti ( CLSI, 2006c¢ ) .

To uklju€uje generiranje tri razliite vrste podataka:

e Raspodjela populacije minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) relevantnih

mikroorganizama.
e FarmakokinetiCki parametri i farmakodinamicki indeksi antimikrobnog sredstva.
e Reazultati kliniCkih ispitivanja i iskustva.

Interpretacija podataka uklju€uje stvaranje dijagrama rasprsenja iz distribucije bakterijske
populacije (reprezentativhe bakterijske vrste) crtanjem zone inhibicije u odnosu na
logaritam baze 2 minimalne inhibitorne vrijednosti (MIK) za svaki bakterijski patogen.

Odabir grani¢nih vrijednosti zatim se temelji na viSe Cimbenika, ukljuCujuci analizu
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regresijskih linija koja korelira MIK s promjerima zone inhibicije, distribucijom bakterijske

populacije, ograni¢enjem stope pogreske, farmakokinetikom i, u konacnici, klini¢kom

provjerom.

Koncept ,mikrobioloSkih granicnih vrijednosti® ili ,epidemioloSkih granicnih vrijednosti®, koji
se temelji na populacijskoj distribuciji specifiCnih testiranih bakterijskih vrsta, moze biti
prikladniji za neke programe nadzora antimikrobnih lijekova. U tom sluCaju, bakterijski
izolati koji odstupaju od normalne populacije osjetljive na divlji tip bili bi oznaceni kao
rezistentni, a mogle bi se pratiti promjene u osjetljivosti za specificnu kombinaciju
antimikrobnih sredstava/bakterija ( Kahlmeter i sur., 2006.; Turnidge i sur., 2006. ).
Znacajna prednost biljeZzenja kvantitativnih podataka o osjetljivosti jest ta Sto se takvi
podaci mogu analizirati prema Kklinickim grani¢nim vrijednostima i epidemioloSkim

grani¢nim vrijednostima.

2.2.7 Smjernice za testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove

Trenutno je diliem svijeta dostupan niz standarda i smjernica za testiranje osjetljivosti na
antimikrobne tvari i naknadne kriterije interpretacije ( CLSI, 2008.; Kahimeter i sur., 2006.

). Izmedu ostalog, to uklju€uje standarde i smjernice koje su objavili:

e Britansko drustvo za antimikrobnu kemoterapiju (BSAC, UK).
o Institut za klini¢ke laboratorije i standarde (CLSI, SAD).

e Comité de I|'Antibiogramme de la Société francaise de Microbiologie (CASFM,

Francuska).
o Komisija richtlijnen gevoeligheidsbepalingen (CRG, Nizozemska).
¢ Njemacki Institut krzno Normung (DIN, Njemacka).
o Europski odbor za testiranje osjetljivosti na antimikrobne lijekove (EUCAST).

e Japansko drustvo za kemoterapiju (JSC, Japan), Svedska referentna skupina za
antibiotike (SRGA, Svedska).
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Slika 2. 18za klini¢ke i laboratorijske standarde objavljuje objavu novih dokumenata za testiranje
osjetljivosti na antimikrobne lijekove CLSI M100-Ed34, M02-Ed14 i MO7-Ed12 (URL 18).
Trenutno je samo CLSI (ranije NCCLS) razvio protokole za testiranje osjetljivosti bakterija
zZivotinjskog podrijetla i za odredivanje kriterija interpretacije ( CLSI, 2008. ). Medutim,
protokoli i smjernice dostupni su i od raznih organizacija za standardizaciju i strukovnih
drustava, ukljuCujuci ona gore spomenuta, za testiranje osjetljivosti sliCnih bakterijskih
vrsta koje uzrokuju infekcije kod ljudi. Moguce je da se ove smjernice mogu prilagoditi za
testiranje osjetljivosti bakterija iz Zivotinja, ali svaka zemlja mora procijeniti vlastite AST
standarde i smjernice. Osim toga, u tijeku su napori usmjereni na standardizaciju i
uskladivanje grani¢nih vrijednosti osjetljivosti/otpornosti na medunarodnoj razini. Ti su
napori prvenstveno usmjereni na usvajanje CLSI i EUCAST standarda, koji laboratorijima
pruzaju metode i vrijednosti kontrole kvalitete kako bi se omogucila usporedba AST metoda
i generiranih podataka ( CLSI, 2008.; Kahlmeter i sur., 2006. ). Za ¢lanice OIE-a bez
standardiziranih AST metoda, usvajanje bilo kojeg od ovih skupova standarda bio bi

prikladan prvi korak prema prihvatljivim metodama i uskladivanju.

Mnoge bakterije koje uzrokuju bolesti kod vodenih Zivotinja zahtijevaju specificne uvjete
rasta, poput nizih temperatura ili dodataka prehrani ili polukrutih medija, koji se mogu
znacajno razlikovati od onih kod kopnenih bakterijskih patogena. To je dovelo do razvoja
metoda antimikrobnog testiranja prilagodenih bakterijama izoliranim iz vodenih vrsta. Za

metode povezane s disk difuzijom ili razrjedivanjem juhe za testiranje antimikrobne

62



R Co-funded by %
LA the European Union NNORAFE LT

osjetljivosti bakterija iz vodenih Zivotinja, dva CLSI dokumenta pruzaju smjernice ( CLSI,
2006a; 2006b ). Osim toga, dokument CLSI M45-A nudi metode za testiranje rijetko
izoliranih ili zahtjevnih bakterija, poput Campylobactera i Pasteurelle ( CLSI, 2006c ).

Kao prvi korak prema osiguravanju usporedivosti podataka o pracenju i nadzoru, vazno je
poticati uskladen i standardiziran dizajn programa medu ¢lanicama ( Brown i MacGowan ,
2010.; Kahlmeter i sur., 2006.; White i sur., 2001. ). Podaci iz zemalja koje Kkoriste razliite
metode i dizajne programa mozda nece biti izravno usporedivi ( Brown i MacGowan , 2010.
). Medutim, dugoro¢ni podaci iz jedne zemlje i dalje mogu pomoéi u prepoznavanju
trendova u antimikrobnoj rezistenciji ili osjetljivosti ( Petersen i sur., 2003. ). Ako se rezultati
razlicitih AST metoda prikazuju jedan pored drugoga, kljuéno je pokazati njihovu
usporedivost i posti¢i konsenzus o tumacenju. To se najbolje postiZze koristenjem tocnih,
pouzdanih AST metoda i pracenjem AST performansi s dobro karakteriziranim referentnim

mikroorganizmima u svim laboratorijima koji sudjeluju.

2.2.8 Usporedivost rezultata

Kako bi se procijenila usporedivost rezultata iz razli€itih sustava nadzora, bitno je da se
nalazi kvantitativno izvijeste, ukljuCujuc¢i detalje o ucinkovitosti metode, referentnim
organizmima i antimikrobnim sredstvima. Podaci testiranja antimikrobne osjetljivosti (AST)
trebali bi se sastojati od kumulativnog, kontinuiranog sazetka obrazaca osjetljivosti
(antibiograma) za klini¢ki relevantne i nadzorne mikroorganizme ( CLSI, 2009. ). Ovi se
podaci moraju stvarati, biljeziti i periodiCki analizirati u redovitim intervalima. Kako bi se
osigurala jasnoca i dosljednost, podaci bi trebali biti prikazani na nacin koji omoguéuje
identifikaciju novih obrazaca otpornosti i provjeru ili opovrgavanje atipi¢nih nalaza. Ove
informacije treba pohraniti u srediSnju bazu podataka i objavljivati godiSnje. Kumulativni
AST podaci bit ¢e klju€ni u pracenju trendova osjetljivosti i otpornosti tijekom vremena
unutar regije, kao i u procjeni ucinkovitosti intervencija usmjerenih na smanjenje

antimikrobne otpornosti.
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2.2.9 Kontrola kvalitete (QC) i osiguranje kvalitete (QA)

Upravljanje kvalitetom u veterinarskim ispitnim laboratorijima, u laboratorijima koji provode
AST ( Hendriksen i sur., 2009. ):

e Kontrola kvalitete odnosi se na operativne tehnike koje se koriste za osiguranje to¢nosti

i ponovljivosti AST-a.

e Osiguranje kvalitete ukljuCuje, ali nije ograni¢eno na, pracenje, vodenje evidencije,
evaluaciju, poduzimanje potencijalnih korektivnih radnji ako je potrebno, kalibraciju i
odrZzavanje opreme, ispitivanje osposobljenosti, obuku i kontrolu kvalitete. Program
osiguranja kvalitete pomaze u osiguravanju da materijali i procesi testiranja pruzaju

dosljedne rezultate kvalitete.
Sljede¢e komponente treba odrediti i pratiti:
e Preciznost AST postupka.
e Tocnost AST postupka.

o Kuvalifikacije, kompetencije i struénost laboratorijskog osoblja, kao i osoblja koje

interpretira rezultate i onih koji su uklju€eni u praéenje antimikrobne rezistencije.
e Ucinkovitost odgovarajucih reagensa.
Treba postovati sljedeCe zahtjeve:

e Strogo pridrzavanje specificiranih i dokumentiranih tehnika u kombinaciji s kontrolom

kvalitete (tj. osiguranjem performansi i drugih kriticnih kriterija) medija i reagensa.
o Vodenje evidencije o: brojevima serija svih odgovarajuéih materijala i reagensa,

o Datumi isteka svih odgovarajuc¢ih materijala i reagensa, kalibracija i praéenje opreme,
kritiCne specifikacije za AST performanse (referentni rezultati, vrijeme, temperatura
itd.).

e Odgovaraju¢i referentni mikroorganizam(i) treba uvijek koristiti bez obzira na

primijenjenu AST metodu.

¢ Referentne mikroorganizme treba nabaviti iz pouzdanog izvora, na primjer iz Americke
kolekcije tipskih kultura (ATCC®), pouzdanih komercijalnih izvora ili institucija s

dokazanom pouzdanoS$c¢u u pravilnom skladiStenju i koriStenju organizama.

64



R Co-funded by %
LA the European Union NNORAFE LT

o Referentni mikroorganizmi trebaju biti katalogizirani i dobro karakterizirani , ukljucujuci

stabilno definirane fenotipove osjetljivosti na antimikrobne tvari. Zapisi o tim
referentnim organizmima trebaju ukljucivati utvrdene raspone otpornosti i osjetljivosti
antimikrobnih tvari koje treba analizirati i referencu na metodu(e) kojom(ima) su

odredeni.

e Laboratoriji ukljueni u AST trebaju koristiti odgovarajuce referentne mikroorganizme u

svim AST testiranjima.

o Referentne sojeve treba ¢uvati kao mati¢ne kulture iz kojih su izvedene radne kulture i
treba ih nabaviti iz nacionalnih ili medunarodnih zbirki kultura. Referentne bakterijske
sojeve treba Cuvati u odredenim centraliziranim ili regionalnim laboratorijima. Radne
kulture ne smiju se subkultivirati iz dana u dan jer to uvodi kontaminaciju, a metoda
proizvodnje radnih kultura trebala bi osigurati da se mati¢ne kulture rijetko koriste. To
se moze postici proizvodnjom meduzalihe kultura dobivenih iz izvornih kultura koje se

koriste za stvaranje svakodnevnih radnih kultura.

e Pozeljna metoda za analizu ukupne ucinkovitosti svakog laboratorija trebala bi testirati
radnu zalihu odgovarajuéih referentnih mikroorganizama svaki dan kada se provode

testovi osjetljivosti.

Buduc¢i da to nije uvijek prakti¢no ili ekonomi¢no, uCestalost takvih ispitivanja moze se
smanjiti ako laboratorij moze dokazati da su rezultati ispitivanja referentnih
mikroorganizama odabranom metodom reproducibilni. Ako laboratorij moze dokumentirati
reproducibilnost koriStenih metoda ispitivanja osjetljivosti, ispitivanje se moze provoditi
tiedno. Ako se pojave zabrinutosti u vezi s to¢noScu, reproducibilnoScu ili valjanoS¢u
metode, laboratorij ima odgovornost utvrditi uzrok(e) i ponoviti ispitivanja koristeci
referentne materijale. Ovisno o uzroku(ima), mozZe se ponovno pokrenuti dnevna upotreba

referentnog materijala i bilo koje druge korektivhe mjere.

¢ Referentne mikroorganizme treba testirati svaki put kada se koristi nova serija medija

ili serija ploCe i redovito paralelno s mikroorganizmima koji se analiziraju.

e Prilikom dobivanja i distribuiranja mikroorganizama u laboratorije sudionike treba se

pozabaviti odgovarajuc¢im pitanjima biosigurnosti.
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2.2.10 Vanjsko ispitivanje osposobljenosti

Laboratoriji se takoder potiCu na sudjelovanje u medunarodnim medulaboratorijskim
usporedbama (npr. Sustav vanjskog osiguranja kvalitete SZO-a). Treba ukljuCiti sve

bakterijske vrste podvrgnute AST-u.
Nacionalni referentni laboratoriji trebali bi biti odgovorni za:

o Praéenje programa osiguranja kvalitete laboratorija koji sudjeluju u nadzoru i pra¢enju

antimikrobne rezistencije.
o Karakterizacija i isporuka skupa referentnih mikroorganizama tim laboratorijima.

e lIzrada, upravljanje i distribucija uzoraka koji ¢e se koristiti u vanjskom ispitivanju

osposobljenosti.

e |zrada srediSnje baze podataka dostupne na internetu (npr. Europski sustav za nadzor
antimikrobne rezistencije, EARSS) koja sadrzi razliCite profile osjetljivosti/rezistencije

za svaku bakterijsku vrstu pod nadzorom.
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Slika 2. 19procjena kvalitete (URL 19).
Zakljucak

lako postoji nekoliko metoda, primarni cilj in vitro testiranja osjetljivosti na antimikrobne lijekove
(AST) ostaje isti: pruziti pouzdano predvidanje o tome kako ¢e mikroorganizam vjerojatno
reagirati na antimikrobnu terapiju u zarazenom domacinu ( Svjetska organizacija za zdravlje

zivotinja, 2010. ). Ove informacije pomazu klini¢arima u odabiru odgovaraju¢eg antimikrobnog
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sredstva, podrzavaju napore nadzora i doprinose razvoju politika upravljanja antimikrobnim

sredstvima. In vitro AST se moze provesti koriStenjem razli€itih tehnika, uklju€ujuci difuziju
diska, razrjedivanje agara, makrodiluciju bujona , mikrodiluciju bujona i testove gradijenta
koncentracije. Svaka od ovih metoda zahtijeva specificne uvjete testiranja kao $to su medij,
vrijeme inkubacije i identifikacija organizama za kontrolu kvalitete s njihovim odgovarajuc¢im
rasponima kontrole kvalitete. Osiguravanje ponovljivosti i usporedivosti AST rezultata s onima
dobivenim priznatom referenthom metodom ,zlathog standarda“ je kljuéno. Bez
standardiziranih metoda ili referentnih postupaka, rezultati osjetljivosti/otpornosti na
antimikrobne lijekove iz razliCitih laboratorija ne mogu se pouzdano usporediti. Promie se
upotreba genotipskih pristupa za otkrivanje gena otpornosti na antimikrobne lijekove kako bi
se povecala brzina i to€nost testiranja osjetljivosti. Osim toga, napredak u molekularnim
tehnikama, poput mikroCipova, moze omoguciti brz i isplativ probir za Sirok raspon gena
antimikrobne rezistencije, pruzajuci vrijedne podatke za programe nadzora i pra¢enja ( Ojha i
Kostrzynska , 2008.; Poxton , 2005. ). Unatoc€ tim inovacijama, standardizirane fenotipske AST
metode i dalje ¢e biti potrebne u bliskoj buduénosti za otkrivanje novih mehanizama

rezistencije medu bakterijskim patogenima.
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POGLAVLJE 3. DOBIVANJE PRIRODNIH PROIZVODA S NAGLASKOM NA
OCUVANJE AKTIVNIH PRINCIPA

3.1 Uvod

Prirodni proizvodi tisucljec¢ima su igrali sredidnju ulogu u ljudskoj kulturi i preZivljavanju, sluzeci
kao izvori hrane, lijekova, bojila i konzervansa. Danas su i dalje nezamjenjivi kao sirovine za
farmaceutske proizvode, nutraceutike, kozmetiku i funkcionalnu hranu. Jedna biljka moze
sadrzavati stotine kemijskih sastojaka, od hranjivih tvari vitalnih za ljudsko zdravlje do spojeva
s farmakoloskom aktivnoS¢u ili €ak toksic¢nim svojstvima. Raznolikost ovih kemijskih klasa i
sinergijske interakcije medu njima €ine osnovu i korisnih i potencijalno Stetnih u¢inaka prirodnih

proizvoda na ljudsko zdravlje.

Opcenito, tvari prisutne u prirodnim proizvodima mogu se podijeliti u Sest kategorija: (1)
hranjive tvari, (2) antinutrijenti, (3) nenutrijenti, (4) novonastale tvari (nastale, na primjer,
tijekom obrade ili skladiStenja), (5) kontaminanti i (6) dodane tvari poput aditiva. Svaka
kategorija ima razliCite implikacije na sigurnost, kvalitetu i funkcionalnost proizvoda biljnog

podrijetla.

Sami hranjivi sastojci obi¢no se dijele na makronutrijente - ugljikohidrate, proteine i masti - i
mikronutrijente poput vitamina i minerala. lako su oni bitni za metaboli¢ke procese i cjelokupno
zdravlje, na njihovu prisutnost i bioraspolozivost u prirodnim izvorima mogu utjecati drugi
spojevi. Na primjer, antinutritivne tvari ometaju apsorpciju ili metabolizam hranijivih tvari.
Oksalna kiselina (H,C,0, ), koja se obi¢no nalazi u Spinatu, blitvi i rabarbari, ometa apsorpciju
kalcija i Zeljeza te u velikim koli¢inama moze predstavljati rizik od stvaranja bubreznih
kamenaca. Avidin, protein u sirovim bjelanjcima, snazno se veZe za biotin (vitamin B8),
smanjujuci njegovu dostupnost. Sli¢no tome, izotiocijanati u krstaSicama mogu ometati unos
joda, Sto potencijalno moze dovesti do gusavosti. Ovi primjeri istiC¢u dvojaku prirodu prirodnih
proizvoda, gdje spojevi s zdravstvenim prednostima takoder mogu predstavljati nutritivne rizike

ako se konzumiraju u neprimjerenim koli€¢inama.

Osim hranijivih tvari i antinutrijenata, biljke takoder sadrze Sirok raspon nenutritivnih tvari -
spojeva koji nisu potrebni za ljudsku prehranu, ali ¢esto imaju znacajne biolodke ucinke.
Dijetalna vlakna poput celuloze i pektina reguliraju zdravlje crijeva i snizavaju kolesterol;
metilksantini poput kofeina djeluju kao stimulansi; spojevi koji sadrze sumpor u ¢eSnjaku
pruzaju antimikrobna i kardioprotektivha svojstva; a fitokemikalije poput polifenola, terpena i

alkaloida doprinose antioksidativnim, protuupalnim i antikancerogenim svojstvima. Ovo
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podrucje, ponekad nazivano nutritivnom farmakologijom, naglasava tanku granicu izmedu

hrane i medicine.

U tom kontekstu, koncept fitokompleksa postao je sve vazniji. Fitokompleks se odnosi na cijeli
spektar prirodnih sastojaka prisutnih u biljnom ekstraktu - aktivne principe zajedno s potpornim
spojevima poput flavonoida, tanina, smola i eteri¢nih ulja - koji zajedno odreduju terapijski
uCinak. Za razliku od izoliranih sintetskih lijekova, uCinkovitost biljnih lijekova €esto proizlazi iz
sinergijskog djelovanja ovih vi8estrukin komponenti, a ne iz jednog aktivhog sastojka.
Medutim, ova sloZenost predstavlja zna€ajne izazove za standardizaciju, kontrolu kvalitete i

oCuvanje bioaktivnosti tijekom obrade.

Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) istaknula je vaznost strogih standarda u pripremi
biljnih lijekova. To uklju€uje ispravnu identifikaciju izvorne biljke, odabir optimalnog vremena
berbe, odgovarajuc¢e rukovanje nakon berbe i razmatranje ¢imbenika poput pribora za kuhanje
ili tehnika obrade koje mogu promijeniti kemijski profil biljnih sastojaka. Prirodni lijekovi mogu
se dobiti razli€itim pristupima: berbom divljih vrsta, uzgojem ljekovitog bilja, fermentacijom,
mikrobnom transformacijom, pa €ak i naprednim tehnikama poput kulture biljnih stanica ili
organa. Svaki pristup utjeCe na prinos, Cistocu i ponovljivost aktivnih sastojaka, Sto ¢ini odabir

izvora i strategiju berbe klju¢nima za maksimiziranje fitokemijskog sadrzaja.

Glavni izazov u radu s prirodnim proizvodima je ekstrakcija i oCuvanje aktivnih sastojaka.
Ekstrakcija predstavlja prvi kljuéni korak u odvajanju bioaktivnih sastojaka od sirovog biljnog
materijala. Tradicionalne metode uklju€uju maceraciju, perkolaciju i ekstrakciju refluksom,
obi¢no koristenjem velikih koliCina organskih otapala i zahtijevaju¢i dugo vrijeme obrade.
Proces opcenito napreduje kroz Cetiri koraka: (1) prodiranje otapala u biljnu matricu, (2)
otapanje otopljene tvari u otapalu, (3) difuzija otopljene tvari iz matrice i (4) sakupljanje
ekstrakta. Ucinkovitost ovisi o nekoliko ¢imbenika: polaritetu otapala, veli€ini estica sirovine,
omjeru otapala i krutine, temperaturi i trajanju ekstrakcije. Izbor otapala posebno je vazan jer

mora uravnoteZiti selektivnost, topljivost, troSkove i sigurnosne aspekte.

Konvencionalne metode, iako Siroko primjenjivane, sve se viSe nadopunjuju ili zamjenjuju
modernim i zelenim tehnologijama ekstrakcije. To ukljuCuje ekstrakciju superkriti¢nim fluidom
(SFE), koja koristi superkriticni CO, za dobivanje ekstrakata visoke Cisto¢e i minimalnih
ostataka otapala; ekstrakciju teku¢inom pod tlakom (PLE), koja smanjuje potroSnju otapala i
vrijeme obrade; i ekstrakciju uz pomo¢ mikrovalova (MAE), koja poboljSava ucinkovitost brzim

zagrijavanjem i poboljSanim prijenosom mase. Takvi pristupi ne samo da povecéavaju prinos i
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selektivnost, ve¢ i smanjuju razgradnju termolabilnih spojeva, &ime se bolje Cuva integritet

aktivnih sastojaka (Zhang i sur., 2018.).

Ocuvanije aktivnih spojeva kroz sve faze - od rasta biljaka i berbe do ekstrakcije i formulacije -
kljuno je za osiguranje ucinkovitosti i sigurnosti prirodnih proizvoda. Mnoge bioaktivne
molekule osjetljive su na toplinu, svjetlost, kisik ili promjene pH vrijednosti, a neprimjerena
obrada moze rezultirati njihovom degradacijom ili transformacijom u manje aktivne ili ¢ak
Stetne derivate. |1z tog razloga, nedavna istrazivanja naglasavaju razvoj selektivnih i blagih

metoda ekstrakcije, kao i tehnika stabilizacije poput enkapsulacije, liofilizacije i nanoformulacije

Ukratko, prirodni proizvodi predstavljaju golem rezervoar bioaktivnih spojeva s ogromnim
potencijalom u zdravstvu i industriji. Medutim, ostvarenje tog potencijala zahtijeva paZzljivu
ravnotezu izmedu tradicionalnog znanja i modernih znanstvenih inovacija. Ovo poglavlje
usredotoCuje se na metodologije za dobivanje prirodnih proizvoda, s posebnim naglaskom na
oCuvanje aktivnih sastojaka tijekom uzgoja, berbe, ekstrakcije i prerade. IstraZivanjem
konvencionalnih i naprednih pristupa, rasprava istiCe strategije za maksimiziranje prinosa,
odrzavanje bioaktivnosti i osiguranje sigurnosti i kvalitete prirodnih proizvoda za ljudsku

upotrebu.

From Plant Material to Bioactive Extract

Plant Source
{Wild / Cultivated)

Harvesting & Post-Harvest
Handling

Drying / Grinding
(Pretreatment)

Extraction Methods
(Conventional & Modern)

Separation & Purification
(Filtration, Chromatography)

Preservation of Active Principles
(Stabilization, Encapsulation)

Bioactive Extract
(For Food, Pharma, Cosmetics)

Slika 3.1 Shematski prikaz evolucije od biljnog materijala do bioaktivhog ekstrakta
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3.2 Fitokompleks — sinergijski sklopovi bioaktivnih sastojaka

Ljekovito bilje odavno je prepoznato ne samo po svojim izoliranim bioaktivnim spojevima, ve¢
i po sloZzenim mjeSavinama sastojaka koji zajedno doprinose terapijskim ucincima. Ova
kombinacija, poznata kao fitokompleks , predstavlja cijeli spektar prirodno prisutnih molekula
u biljci ili ekstraktu. Za razliku od lijekova s jednim spojem, aktivnost fitokompleksa proizlazi iz
dinami¢ne interakcije primarnih i sekundarnih metabolita, ukljuCuju¢i alkaloide, flavonoide,

tanine, terpenoide, eteri¢na ulja, polisaharide i druge pomocne tvari.

Koncept fitokompleksa naglaSava da se terapijska ucinkovitost biljnih lijekova ne moze uvijek
pripisati jednom glavnom aktivnom principu, vec¢ sinergijskim, a ponekad i antagonistickim
interakcijama medu viSe sastojaka. Te interakcije mogu povecati bioraspolozivost, smanijiti
toksi€nost ili proSiriti spektar djelovanja. Razumijevanje i o€uvanje ove sloZenosti klju¢no je za
modernu fitoterapiju , razvoj nutraceutika i formuliranje funkcionalne hrane (Heinrich i sur.,
2022.).

Kemijska raznolikost i strukturna organizacija fitokompleksa
Fitokompleksi se odlikuju kemijskom heterogenoséu. Ukljucuju:

o Primarni metaboliti poput ugljikohidrata, proteina i lipida, koji pruzaju nutritivnu potporu
i sluze kao nosaci ili stabilizatori za sekundarne metabolite.

e Sekundarni metaboliti, ukljuuju¢i alkaloide, flavonoide, terpene, fenolne kiseline,
saponine i spojeve Kkoji sadrze sumpor, od kojih mnogi pokazuju specificna
farmakolo$ka djelovanja.

e Pomocne tvari poput smola, voskova, eteri¢nih ulja, pigmenata i enzima, koje mozda
nemaju izravnu farmakoloSku aktivnost, ali mogu poboljSati topljivost, stabilnost ili

organoleptiCka svojstva.

U fitokompleksu ovi spojevi nisu nasumi¢no prisutni, ve¢ su €esto organizirani na nacin koji
odrazava obrambene mehanizme biljaka. Na primjer, polifenoli djeluju kao antioksidansi i
antimikrobna sredstva, dok terpenoidi doprinose kemijskoj signalizaciji i ekoloSkim
interakcijama. Ovaj prirodni raspored klju¢an je za cjelokupnu aktivnost biljke i ne moze se

ponoviti sintetskim smjesama izoliranih spojeva (Wink, 2015).
Sinergijski mehanizmi u fitokompleksima

Sinergija unutar fitokompleksa manifestira se na nekoliko nacina:
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i) Farmakodinamicka sinergija — viSe sastojaka moze djelovati na razliite ciljeve unutar

bioloSkog sustava, proizvodeci 8iri ili pojacani ucinak. Na primjer, antimikrobna
aktivnost etericnog ulja timijana je jaCa kada se timol i karvakrol kombiniraju nego kada
se svaki koristi pojedinacno.

i) Farmakokineticka sinergija — odredeni spojevi pojaCavaju apsorpciju ili
bioraspoloZivost drugih. KlasiCan primjer je piperin iz Piper nigrum, koji povecava
bioraspolozivost kurkumina iz Curcuma longa inhibirajuéi njegovu metaboli¢ku
razgradnju (Shoba i sur., 1998.).

iii) Detoksikacija i modulacija sigurnosti — sporedni spojevi mogu smanijiti toksi¢nost
glavnih, omogucéujuéi sigurniju primjenu. Na primjer, neki flavonoidi djeluju protiv
oksidativnog stresa koji potencijalno izazivaju alkaloidi.

iv) Stabilizacija aktivnih molekula — polisaharidi, tanini ili proteini mogu stabilizirati hlapljive
spojeve ili osjetljive sekundarne metabolite, osiguravajuci njihov integritet tijekom

skladiStenja i obrade.

Takvi sinergijski u€inci naglasavaju zasto izolacija jedne aktivhe molekule ne mora uvijek

reproducirati terapijsku aktivnost cijelog ekstrakta ( Ekor , 2014).

Synergistic Interactions in a Phytocomplex

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

Synergistic Effects
(Enhanced activity, Bioavailability,
Stability)

Phytocomplex
(Holistic Therapeutic Action)

Slika 3.2 Shematski prikaz sinergistickih interakcija u fitokompleksu

Tehnoloski izazovi u o€uvanju fitokompleksa
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od sredisnjih potedkocéa u razvoju proizvoda na biljnoj bazi leZi u odrzavanju integriteta

fitokompleksa kroz faze berbe, prerade, ekstrakcije i skladistenja. Cimbenici koji utjeéu na

stabilnost uklju€uju:

i)

ii)

Uvjeti Zetve: Cimbenici okolia poput svjetlosti, temperature i sastava tla utjeu na
fitokemijski profil biljke. Vrijeme Zzetve Cesto odreduje koncentraciju bioaktivnih
sastojaka (Khoddami i sur., 2013.).

Rukovanje nakon Zetve: SuSenje, mljevenje i uvjeti skladisStenja mogu dovesti do
razgradnje hlapljivih ulja, oksidacije polifenola i hidrolize glikozida.

Metode ekstrakcije: Konvencionalna ekstrakcija otapalima moZe izolirati odredene
spojeve, ali izgubiti hlapljive ili termolabilne sastojke. Moderne metode poput
ekstrakcije superkriticnim fluidom (SFE), ekstrakcije uz pomo¢ mikrovalova (MAE) i
ekstrakcije teku¢inom pod tlakom (PLE) nude veéu selektivnost i u€inkovitost uz
oCuvanje osjetljivih molekula (Zhang i sur., 2018.).

Formulacija i stabilizacija: Tehnike enkapsulacije, liofilizacije i nanoformulacije sve se
vise koriste za zastitu nestabilnih spojeva i isporuku fitokompleksa u funkcionalnim i

bioraspolozivim oblicima (Patra i sur., 2021.).

Izazov za modernu fitokemiju je optimizirati tehnike ekstrakcije i konzerviranja uz zadrzavanje

holistiCkog integriteta fitokompleksa .

Primjena u medicini, prehrani i funkcionalnoj hrani

Fitokompleksi igraju znac¢ajnu ulogu u razli€itim podrucjima:

Tradicionalna i moderna medicina: Biljni lijekovi poput ginsenga, ehinaceje i valerijane
oslanjaju se na medudjelovanje viSe sastojaka za adaptogene, imunostimulirajuce ili
sedativne uCinke. Farmaceutske tvrtke sve viSe istrazuju standardizirane ekstrakte kao
alternative lijekovima s jednim spojem (Ekor, 2014).

Funkcionalna hrana i nutraceutici: Ekstrakti bogati polifenolima iz grozda, zelenog ¢aja
i bobi¢astog voca prodaju se zbog antioksidativnih i kardioprotektivnih prednosti. Ti su
ucinci posljedica Sirokog raspona medudjeluju¢ih spojeva, a ne jedne molekule
antioksidansa.

Kozmeceutici: Kompleksi biljnog podrijetla bogati flavonoidima, terpenima i uljima
koriste se u formulacijama za proizvode protiv starenja, protuupalna i fotoprotektivna

sredstva.
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e Prehrana Zivotinja i poljoprivreda: Fitokompleksi se ugraduju u hranu kao prirodni

stimulatori rasta i sredstva za sprjeCavanje bolesti, nudeci alternativu sintetickim

antibioticima.

Buduce perspektive

ProuCavanje fitokompleksa brzo se razvija, potpomognuto napretkom u metabolomici,

sistemskoj biologiji i bioinformatici. Ovi alati omogucéuju mapiranje sloZenih interakcija izmedu

bilinih sastojaka i bioloSkih putova, pruzajuéi dublji uvid u sinergijske mehanizme. Buduca

istraZivanja moraju se usredotociti na:

e Razvoj

fitokompleksa.

standardiziranih analitickin protokola za sveobuhvatnu karakterizaciju

e Dizajniranje tehnologija zelene ekstrakcije koje minimiziraju utjecaj na okolis, a

istovremeno maksimiziraju bioaktivnost.

e Istrazivanje personalizirane fitoterapije, gdje se specifi¢ni fitokompleksi prilagodavaju

individualnim metabolic¢kim i genetskim profilima.

¢ Integriranje regulatornih okvira koji prepoznaju jedinstvena svojstva fitokompleksa,

razlikujuci ih od izoliranih aktivnih spojeva.

Premoscivanjem tradicionalnog znanja s modernim analiti¢kim i tehnoloSkim napretkom,

fitokompleksi se mogu ucinkovitije iskoristiti kao odrzivi i sigurni resursi za zdravlje i dobrobit.

Metoda Otapalo Temperatur Pritisak Vrijeme Volumen Polarnost
a potroseno ekstrahirani
g h prirodnih
organsko proizvoda
g otapala
Maceracija Voda, Sobna Atmosfers  Dugo Veliko Ovisno o
vodena i temperatura ki ekstrakciji
nevodena otapalo
otapala
Cijedenje Voda, Sobna Atmosfers  Dugo Veliko Ovisno o
vodena i temperatura ki ekstrakciji
nevodena , povremeno otapalo
otapala pod
toplinom
Dekokt Voda Pod Atmosfers  Umjeren NiSta Polarni
vru¢inom ki o] spojevi
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Refluks Vodena i Pod Atmosfers  Umjeren Umjereno  Ovisno o
izvlacenje nevodena vru¢inom ki o] ekstrakciji
otapala otapalo
Soxhlet Organski Pod Atmosfers  Dugo Umjereno  Ovisno o
izvlacenje otapala vru¢inom ki ekstrakciji
otapalo
Pod tlakom Voda, Pod Visoko Kratak Mali Ovisno o
tekucina vodena i vruéinom ekstrakciji
izvlacenje nevodena otapalo
otapala
Superkriticno  Superkriticni  Blizu sobne  Visoko Kratak Nista ili Nepolarni do
tekucina fluid (obi€no  temperature malo umjereno
izvlacenje S-C02,, polarni
ponekad s spojevi
modifikatoro
m
Ultrazvuk Voda, Sobna Atmosfers  Kratak Umjereno  Ovisno o
potpomognut vodena i temperatura ki ekstrakciji
o izvlacenje nevodena ili pod otapalo
otapala toplinom
Mikrovalna Voda, Sobna Atmosfers  Kratak Nista ili Ovisno o
pecnica vodena i temperatura ki umjereno ekstrakciji
potpomognut nevodena otapalo
o izvlacenje otapala
Pulsirajuci Voda, Sobna Atmosfers  Kratak Umijereno  Ovisno o
ekstrakcija vodena i temperatura ki ekstrakciji
elektricnog nevodena ili pod otapalo
polja otapala toplinom
Enzim Voda, Sobna Atmosfers  Umjeren Umjereno  Ovisno o
potpomognut vodena i temperatura ki o) ekstrakciji
o izvlacenje nevodena ili otapalo
otapala zagrijavanje
nakon
tretmana
enzimima
Hidrodestilaci Voda Pod Atmosfers  Dugo Nista Eteri¢no ulje
ja i destilacija vrué¢inom ki (obi¢no
parom nepolarno)
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3.3 Smjernice WHO-a za kvalitetne standardizirane biljne formulacije

Biljni lijekovi predstavljaju jedan od najcesce primjenjivanih oblika zdravstvene zastite u svijetu
i ostaju primarna terapijska opcija za milijune ljudi, posebno u zemljama u razvoju (WHO,
2013.). Unato€ njihovoj dugoj povijesti upotrebe, sigurnost, ucinkovitost i kvaliteta biljnih
formulacija i dalje su zabrinjavajuce zbog varijabilnosti svojstvene prirodnim izvorima. Kao
odgovor na to, Svjetska zdravstvena organizacija (WHO) razvila je sveobuhvatne smjernice
koje pruZaju okvir za standardizaciju, osiguranje kvalitete i regulatornu kontrolu biljnih lijekova
(WHO, 2007.). Ove smijernice naglaSavaju da biljne formulacije trebaju zadovoljavati iste
standarde sigurnosti, kvalitete i u€inkovitosti kao i konvencionalni farmaceutski proizvodi, uz

istovremeno priznavanje specifiCnih izazova povezanih s materijalima na biljnoj bazi.

Smijernice WHO-a usredotoCuju se na Cetiri temeljna parametra: kontrolu kvalitete sirovina i
gotovih proizvoda, procjenu stabilnosti i roka trajanja, procjenu sigurnosti i procjenu
uCinkovitosti (Shinde i sur., 2009.). Svaki od ovih aspekata zahtijeva rigorozne postupke, od
provjere autenti¢nosti sirovina do primjene naprednih analitickih tehnika za procjenu konaénog

proizvoda.
Kontrola kvalitete biljnih sirovina i gotovih proizvoda

Kontrola kvalitete botani¢kih proizvoda zapoc€inje ispravnom identifikacijom biljne vrste.
Pojedina billka moZe se opisati uobiCajenim engleskim nazivom, transliteriranim narodnim
nazivom, latinskim farmaceutskim nazivom ili svojom punom znanstvenom botani¢kom
nomenklaturom (Bauer, 2018.). PogreSna identifikacija ili zamjena jedan je od vodecih uzroka
varijabilnosti, pa €ak i toksi¢nosti biljnih proizvoda. Stoga autentifikacija ukljuuje kombinaciju
makroskopskog pregleda, mikroskopske analize i sve viSe tehnika DNA barkodiranja ( Raclariu
i sur., 2017.).

Uvjeti okoliSa poput vrste tla, koliCine oborina, nadmorske visine, izloZzenosti sun€evoj svjetlosti
i sezone berbe snazno utje€u na kemijski sastav biljaka. Na primjer, iste vrste sakupljene na
razliCitim nadmorskim visinama mogu pokazati zna€ajne varijacije u koncentraciji alkaloida ili
flavonoida. Nadalje, razli€iti dijelovi iste biljke - korijenje, stabljike, liS¢e, cvjetovi ili siemenke -
sadrze razliCite profile sekundarnih metabolita, $to dodatno komplicira zadatak standardizacije
(Shinde i sur., 2009.).
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Patvorenje, bilo slu€ajno ili namjerno, predstavlja jo$ jedno kriti€no pitanje. Sirovine mogu biti

kontaminirane drugim biljnim vrstama, teSkim metalima, pesticidima ili mikrobnim toksinima. |z
tog razloga, smjernice  WHO-a preporucuju slojeviti analiticki pristup, kombinirajuci
kromatografske tehnike (HPLC, TLC, GC-MS), spektroskopske metode (NMR, IR, UV-Vis) i
sve viSe metabolomiku i kemometriju kako bi se osigurali identitet, CistoCa i ponovljivost

proizvoda (Kunle i sur., 2012.).
Procjena stabilnosti i rok trajanja

Jedna od karakteristika biljnih formulacija je njihova kemijska sloZzenost, Sto komplicira
procjenu stabilnosti. Za razliku od lijekova s jednom molekulom, biljni proizvodi sadrze desetke
ili ak stotine bioaktivnih i neaktivnih spojeva koji se s vriemenom mogu razgraditi. Cimbenici
poput temperature, vlaznosti, izlozenosti svjetlosti i materijala za pakiranje utjeCu na stabilnost
(Zhang i sur., 2018.).

Smjernice WHO-a naglasavaju da se rok trajanja mora utvrditi koriStenjem validiranih protokola
stabilnosti u uvjetima stvarnog vremena i ubrzanim uvjetima. Na primjer, gubitak hlapljivih ulja
u pripravku eteri¢nog ulja ili oksidacija polifenola u biljnom infuzu moze dovesti do znacajnih
promjena u terapijskoj ucinkovitosti. Standardno testiranje stabilnosti ukljuCuje fizicke (boja,
miris, vlaga), kemijske (razgradnja marker spoja) i mikrobioloSke procjene (odsutnost
bakterijske ili gljivicne kontaminacije). Inovacije pakiranja poput jantarnog stakla, blister
pakiranja ili tehnika kapsuliranja preporu€uju se za produljenje stabilnosti proizvoda uz

oCuvanje aktivnih sastojaka.
Procjena sigurnosti

Procjena sigurnosti biljnih formulacija klju¢na je komponenta smjernica WHO-a. lako mnogi
biljni lijekovi imaju dugu povijest upotrebe u tradicionalnoj medicini, sami povijesni dokazi ne
jamce sigurnost (Williamson i sur., 2013.). Stoga su potrebne toksikoloske studije, ukljucujudi
testove akutne, subkronine i kroni¢ne toksicnosti, genotoksicnosti, reproduktivne toksicnosti

i karcinogenosti kada je to prikladno.

Posebna se pozornost posveduje interakcijama biljaka i lijekova, buduci da biljni sastojci mogu
inducirati ili inhibirati enzime citokroma P450, mijenjati transportere lijekova ili modulirati
imunoloski odgovor. Na primjer, gospina trava (Hypericum perforatum ) zna€ajno smanjuje
koncentracije odredenih antiretrovirusnih i imunosupresivnih lijekova u plazmi, $to naglaSava

potrebu za budnos$c¢u (lzzo i Ernst, 2009.).
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Takoder je potrebna dokumentacija o nuspojavama i sustavna farmakovigilancija. WHO potice

nacionalne regulatorne agencije da uspostave centre za farmakovigilanciju biljnih proizvoda i

da integriraju biljne proizvode u postojece sustave za prijavu nuspojava.
Procjena ucCinkovitosti

Procjena ucinkovitosti ¢esto je najizazovniji aspekt standardizacije bilja. Tradicionalno se
ucinkovitost zakljuCivala iz etnomedicinskog znanja, gdje stolje¢a ljudskog iskustva pruzaju
osnovu za terapijske tvrdnje. Medutim, moderni regulatorni standardi zahtijevaju rigoroznu

znanstvenu validaciju putem farmakoloskih studija i klini¢kih ispitivanja (Heinrich, 2015).

Procjene bioloSke aktivnosti obi¢no uklju€uju in vitro testove (npr. antioksidanse, antimikrobna
sredstva, inhibiciju enzima), in vivo Zivotinjske modele i kontrolirana klini¢ka ispitivanja gdje je
to izvedivo. Marker spojevi, koji predstavljaju ili aktivhe sastojke ili karakteristicne kemijske
otiske prstiju, Cesto se koriste kao pokazatelji u€inkovitosti proizvoda, iako je poznato da
terapijsko djelovanje bilijne formulacije obi¢no proizlazi iz sinergije viSe sastojaka -

fitokompleksnog ucinka.
Analiticke metode i uskladivanje propisa

SZO nagla$ava potrebu za medunarodnim uskladivanjem analiti¢kih i regulatornih standarda
kako bi se omogucila globalna trgovina i osigurala sigurnost potro$aca. Izbor analiticke tehnike
ovisi o cilju: mikroskopija za autentifikaciju sirovih lijekova, kromatografija za uzimanje otisaka
prstiju i spektroskopija ili metabolomika za profiliranje sloZzenih smjesa. Nedavni napredak u
masenoj spektrometriji visoke rezolucije i spektroskopiji nuklearne magnetske rezonancije
(NMR) omogucio je nevidene uvide u fitokemijsku raznolikost, poboljSavajuéi procjenu i

sigurnosti i u€inkovitosti (Li i sur., 2022.).

UnatoC tim napretcima, izazovi i dalje postoje zbog raznolikosti regulatornih okvira medu
regijama. Na primjer, biljni proizvodi mogu biti regulirani kao dodaci prehrani u Sjedinjenim
Drzavama, tradicionalni biljni lijekovi u Europskoj uniji ili ajurvedski lijekovi u Indiji. Smjernice
WHO-a sluze kao uskladena referenca, poti€uéi konvergenciju uz postovanje kulturnih i

regionalnih praksi.

Smijernice WHO-a za standardizirane biljne formulacije pruzaju klju¢ni okvir za osiguravanje
da biljni lijekovi zadovoljavaju moderna ocekivanja kvalitete, sigurnosti i ucinkovitosti.
RjeSavajuci slozenost varijabilnosti biljaka, kemijske stabilnosti, toksikoloskih rizika i izazova

procjene ucinkovitosti, ove smjernice uspostavljaju bitan most izmedu tradicionalnog znanja i
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suvremene znanstvene strogosti. Pridrzavanje ovih na¢ela ne samo da &titi javno zdravlje, ve¢

i poveéava kredibilitet i globalno prihvaéanje biljne medicine.
3.4 Dodaci prehrani

Dodaci prehrani definiraju se kao koncentrirani izvori hranjivih tvari ili drugih bioaktivnih tvari s
nutritivnim ili fizioloSkim ucinkom, obi¢no se prodaju u doziranim oblicima kao $to su kapsule,
tablete, prasci i odmjerene tekucine (Europska komisija, 2002.). Ovi proizvodi premo$¢éuju jaz
izmedu prehrane i medicine, nudeci dodatne izvore vitamina, minerala, aminokiselina, masnih

kiselina, vlakana ili biljnih ekstrakata za podrsku opéem zdravlju i sprie€avanje nedostataka.

Tijekom posljednja dva desetlje¢a, dodaci prehrani presli su iz niSnih proizvoda u mainstream
komponente trziSta zdravstvene zastite potroSaca. Ova promjena odrazava Sire drustvene
promjene, ukljuCujuci starenje stanovnistva, porast kroni¢nih bolesti i sve veci naglasak na
preventivnu zdravstvenu skrb. Odnos lije¢nika i pacijenta takoder se razvio, a pojedinci traze
vecu autonomiju u svojim izborima zdravstvene skrbi. Moderni potrodaci su sve proaktivniji,
trazeCi smjernice o odrzavanju dobrobiti, umjesto da se oslanjaju iskljuCivo na reaktivne

tretmane.

Globalno trziSte dodataka prehrani biljezi stalan rast. Primjerice, u Europi je trziSte zabiljezilo
porast vrijednosti od 4,3%, Sto odgovara otprilike 3,5 milijardi eura i 256 milijuna prodanih
pakiranja godisnje. Kategorije poput kardiovaskularnog zdravlja, regulacije crijevne mikrobiote
i urogenitalnog zdravlja dominiraju potraznjom, dok formulacije specificne za spol i proizvodi

specifi¢ni za dob za djecu i starije osobe predstavljaju rastuce nise.
Nutritivne i funkcionalne komponente dodataka prehrani
Dodaci prehrani obuhvacaju raznolik niz tvari, koje se klasificiraju u:

Vitamini i minerali: Esencijalni mikronutrijenti koji podrzavaju metabolicke funkcije, rast,

imunitet i prevenciju bolesti.

Aminokiseline i proteini: Gradivni blokovi miSi¢a i tkiva, sve popularniji u sportskoj prehrani i

oporavku.

Esencijalne masne kiseline (EFA): Omega-3 i omega-6 masne Kkiseline, kljune za

kardiovaskularno i kognitivho zdravlje.

Vlakna: Korisna za probavno zdravlje i kontrolu tjelesne teZine.
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Botanicki i biljni ekstrakti: Proizvodi biljnog podrijetla poput ginsenga, ehinaceje, kurkume i

zelenog Caja, Cesto se prodaju zbog antioksidativnih, protuupalnih ili adaptogenih svojstava.

Probiotici i prebiotici: Zivi mikroorganizmi i dijetalna vlakna koji poti¢u ravnoteZu crijevne

mikrobiote.

Medutim, bioraspolozivost ovih spojeva glavni je faktor njihove ucinkovitosti. Hranjive tvari koje
se slabo apsorbiraju ili brzo metaboliziraju ne pruzaju terapijske ili nutritivne koristi. Razvijaju
se napredne strategije formulacije, uklju€uju¢i nanoenkapsulaciju, liposomsku dostavu i
istodobnu primjenu s pojacivadima apsorpcije (npr. piperin s kurkuminom), kako bi se rijeSio

ovaj izazov (McClements, 2020).
Problemi sigurnosti, kvalitete i lanca opskrbe

Unato€ svojoj popularnosti, dodaci prehrani suoCavaju se s izazovima vezanim uz kontrolu
kvalitete i transparentnost lanca opskrbe. Patvorenje, kontaminacija i varijabilnost sirovina
ostaju goruca pitanja, posebno kod proizvoda botani¢kog podrijetla. Internacionalizacija lanaca
opskrbe Cesto rezultira promjenjivom kvalitetom, jer razlike u tlu, klimi, vremenu berbe,

skladistenju i preradi mogu promijeniti fitokemijske profile (Zhang i sur., 2018.).

NecistocCe, poput ostataka pesticida, teSkih metala ili mikrobne kontaminacije, mogu ugroziti
sigurnost i ucinkovitost. Nadalje, slu€ajevi namjernog dodavanja farmaceutskih tvari (npr.
steroida ili stimulansa) naglasavaju potrebu za strogi nadzor i regulaciju ( Teschke i sur.,
2013.).

Kako bi ublazile te rizike, neke vodece tvrtke vertikalno su integrirale svoje lance opskrbe,
izravno uzgajajuci i preradujuci botanicke biljke kako bi osigurale dosljednost kvalitete. Stalno
pracenje, programi certificiranja (npr. Dobre poljoprivredne i sakupljaCke prakse — GACP) i
testiranja od strane treCih strana u laboratoriima sve se viSe smatraju industrijskim

standardima.
Inovacije i istrazivanja u dodacima prehrani

Inovacija je kljucna za odrzavanje povjerenja potroSaca i rast trziSta, posebno s obzirom na
regulatorna ograni¢enja koja su nametnule EFSA i FDA u vezi sa zdravstvenim tvrdnjama.
Tvrtke ulazu velika sredstva u osnovna istrazivanja, tehnologije formuliranja i klini¢ku validaciju

kako bi podrzale ucinkovitost svojih proizvoda.

Klju€na podrucja inovacija ukljucuju:
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Temeljna istrazivanja: Identifikacija novih bioaktivnih spojeva, istrazivanje funkcionalnih
sustava i dubinske mehanistiCke studije na molekularnoj i stani¢noj razini. Ova faza Cesto

dovodi do znanstvenih publikacija i zastite intelektualnog vlasniStva putem patenata.

Istrazivanje formulacija: Razvoj naprednih sustava za dostavu (npr. nanocestice, emulzije,
hidrogelovi) koji poboljSavaju bioraspoloZivost i stabilnost osjetljivin spojeva poput polifenola,

probiotika ili omega-3 masnih kiselina.

KliniCka validacija: In vivo ispitivanja i kliniCke studije na ljudima pruzaju dokaze o sigurnosti i
ucinkovitosti. Ispitivanja mogu potvrditi tradicionalne etnobotanic¢ke upotrebe ili validirati nove
zdravstvene tvrdnje. Procjenjuje se i kratkoro€na ucinkovitost (npr. modulacija crijevnog

mikrobioma) i dugoro€ne zdravstvene koristi (npr. smanjenje kardiovaskularnog rizika).
Spol, dob i personalizirana prehrana

Novi trend na trzidtu dodataka prehrani je personalizirana prehrana, potaknuta napretkom u

genomici, metabolomici i istrazivanju mikrobioma. Proizvodi su sve viSe prilagodeni:

Potrebe specifiCne za spol: npr. dodaci prehrani usmjereni na simptome menopauze kod Zena

ili zdravlje prostate kod muskaraca.

Formulacije specifi¢ne za dob: npr. kalcij i vitamin D za zdravlje kostiju starijih osoba ili omega-

3 za kognitivni razvoj djece.

Proizvodi specifi¢ni za stil Zivota: npr. formule za oporavak u sportu, adaptogeni za smanjenje

stresa za profesionalce ili mjeSavine za jacanje imuniteta za Ceste putnike.

Ova evolucija odrazava pomak od opc¢e suplementacije prema preciznim nutraceuticima, $to

je u skladu sa Sirim trendovima u personaliziranoj medicini ( Afman i Muller, 2012.).
Regulatorni okvir i povjerenje potroSaca

Dodaci prehrani zauzimaju regulatorni prostor izmedu hrane i lijekova, s razli€itim zahtjevima
diliem svijeta. U Europskoj uniji regulirani su Direktivom o dodacima prehrani (2002/46/EZ),
dok u Sjedinjenim Drzavama podlijezu Zakonu o zdravlju i obrazovanju u vezi s dodacima
prehrani (DSHEA, 1994.). lako takvi okviri zahtijevaju to€no oznaCavanje i zabranjuju
obmanijujuce tvrdnje, u mnogim slu€ajevima ne nalazu odobrenje prije stavljanja u promet,

stavljajuci odgovornost na proizvodace za osiguravanje sigurnosti i kvalitete.

Povjerenje potroSaca stoga uvelike ovisi o transparentnosti, certifikaciji trece strane i

znanstvenim dokazima. Oc&ekuje se da ¢e rastuc¢a integracija digitalnih alata, poput sustava
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sljedivosti omoguéenih blockchainom, poboljdati odgovornost u lancu opskrbe i uvjeriti

potroSace u autenti€¢nost proizvoda.

Dodaci prehrani predstavljaju sve vazniji sektor u preventivnoj zdravstvenoj zastiti,
premoscivanju prehrane, medicine i dobrobiti potroSa¢a. Oni pruzaju koncentrirane izvore
esencijalnih hranijivih tvari i bioaktivnih spojeva, ali se suo€avaju s stalnim izazovima u vezi s
osiguranjem kvalitete, bioraspoloZivoscu i uskladivanjem propisa. Buduénost ovog sektora leZi
u inovacijama, strogoj znanstvenoj validaciji i personalizaciji, uz podrSku robusnih sustava

kvalitete i transparentnih lanaca opskrbe. Pridrzavajuéi se ovih nacela, industrija dodataka
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POGLAVLJE 4. KAPITALIZACIJA BILJNIH RESURSA ZA SIGURNU I UCINKOVITU
POTROSNJU

4.1 Uvod

Bilike su povijesno bile medu najvaznijim resursima za ljudsku prehranu, zdravstvenu skrb i
kulturne prakse. Od osnovnih prehrambenih usjeva do sofisticiranih ljekovitih formulacija,
materijali biljnog podrijetla pruzaju esencijalne hranjive tvari, terapijska sredstva i funkcionalne
spojeve koji odrzavaju Zivot i poticu dobrobit. U suvremenom kontekstu, kapitalizacija biljnih
resursa odnosi se na strateSko koriStenje materijala biljnog podrijetla u prehrambenim
sustavima, dodacima prehrani i farmaceutskim proizvodima, s naglaskom na sigurnost,
ucinkovitost i odrzivost. Ovaj koncept integrira poljoprivredne prakse, biotehnoloske inovacije
i regulatorne okvire kako bi se maksimizirale koristi biljnih resursa, a istovremeno smanijili rizici

povezani s onecCiScujucim tvarima, toksinima i varijabilnosti bioaktivnih spojeva.
Definiranje kapitalizacije biljnih resursa

Kapitalizacija biljnih resursa obuhvaca identifikaciju, ekstrakciju, obradu i formuliranje
materijala biljnog podrijetla u sigurne i u€inkovite proizvode. U prehrambenim sustavima to
uklju€uje optimizaciju nutritivnih i funkcionalnih svojstava usjeva uz osiguravanje sigurnosti
hrane. U dodacima prehrani, kapitalizacija se odnosi na izolaciju bioaktivnih molekula (npr.
flavonoida, alkaloida, terpena, polisaharida) i njihovu stabilizaciju za ciljane fizioloSke koristi.
U medicini to Cesto podrazumijeva standardizaciju fitokemikalija za proizvodnju formulacija s

ponovljivom terapijskom uc€inkovitoScu.

Osim biomedicinske domene, Kkapitalizacija ukljuCuje i valorizaciju poljoprivrednih
nusproizvoda (ljuski, kora, sjemenki, komine) u vrijedne spojeve poput dijetalnih vliakana,
antioksidansa ili biogoriva. Ovaj odrzivi pristup ne samo da podrzava modele kruznog

gospodarstva, vec¢ i smanjuje otpad u okoliSu (Lange & Ahlemeyer , 2019).
Vaznost sigurnosti i u€inkovitosti

Rastu¢a potraznja za prirodnim proizvodima dovela je do povecanih izazova u pogledu
sigurnosti i u€inkovitosti. Za razliku od sintetskih lijekova, biljke pokazuju slozene fitokemijske
profile na koje utjeCu genetski, okoliSni i procesni ¢imbenici. Ta slozenost moze generirati

varijabilnost u kvaliteti i u€inkovitosti proizvoda.
Sigurnosna razmatranja ukljucuju:

e Prisutnost prirodnih toksina (npr. alkaloida, cijanogenih glikozida).
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e Zagadivadi iz poljoprivrednih inputa (pesticidi, teSki metali).
o Mikrobiolodke opasnosti tijekom skladiStenja i prerade.

e Alergeni spojevi u odredenim biljnim proizvodima.
Razmatranja uc€inkovitosti ukljuéuju:

e Zadrzavanje bioaktivnih spojeva tijekom obrade i skladiStenja.
e Maksimiziranje prinosa od ekstrakcije sirovina.
e |splativost u velikoserijskoj proizvodniji.

e Osiguravanje bioraspolozZivosti aktivnih sastojaka u ljudskom tijelu.
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Osiguravanje sigurnosti i ucinkovitosti zahtijeva standardizirane protokole, mjere kontrole

kvalitete i napredne analitiCke tehnologije (kromatografija, spektrometrija, metabolomika) za

identifikaciju i kvantifikaciju fitokemikalija i oneciS¢ujucih tvari (Zhou i sur., 2019.).

Ovo poglavlje ima za cilj pruziti sveobuhvatan vodi¢ kroz eksperimentalne i primijenjene

strategije za kapitalizaciju biljnih resursa s naglaskom na:

¢ Osiguranje sigurnosti — rjeSavanje toksina, onecisScujucih tvari, alergena i regulatornih

aspekata.

e Optimizacija ucinkovitosti — oCuvanje bioaktivnosti, poboljSanje prinosa i smanjenje

troSkova proizvodnje.

e Metodoloska standardizacija — opis modernih tehnika ekstrakcije, obrade i stabilizacije.

o Primijenjene perspektive — demonstracija kako se bilke mogu integrirati

u

prehrambene, dodatke prehrani i farmaceutske proizvode kako bi se maksimizirale

koristi za javno zdravstvo.

Povezivanjem eksperimentalnih metodologija s primijenjenim studijama slu¢aja, ovo poglavlje

istiCe i prilike i izazove transformacije biljnih resursa u sigurne, u€inkovite i odrzive proizvode

za ljudsku prehranu.
Zasto su sigurnost i u¢inkovitost vazni

o Stiti potroSace od toksina, onegis¢ujuéih tvari i alergena.

e Odrzava bioaktivnost funkcionalnih i terapijskih spojeva.

e Smanjuje otpad i maksimizira ekonomsku vrijednost biljnih resursa.

o Povecava povjerenje potroSaca i uskladenost s medunarodnim standardima.

e Podrzava modele odrzivosti i kruznog gospodarstva.

88



R Co-funded by %
LA the European Union NNORAFE LT

Kapitalizacija biljnih resursa predstavlja klju¢no sjeciste poljoprivrede, biotehnologije, znanosti

o hrani i medicine. Sigurna i ucinkovita upotreba proizvoda biljnog podrijetla ne samo da
doprinosi sigurnosti hrane i zdravstvenoj zastiti, ve¢ je i u skladu s globalnim ciljevima
odrzivosti, inovacija i zastite potroSaca. S rastu¢im interesom potroSaca za prirodne proizvode,
u kombinaciji s napretkom u tehnologijama ekstrakcije i analize, buduc¢nost lezi u razvoju
standardiziranih strategija utemeljenih na dokazima koje otklju€avaju puni potencijal biljnih

resursa za sigurnu i ucinkovitu ljudsku konzumaciju.

Conceptual Diagram: Capitalization of Plant Resources

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

Slika 4.1 Shematski prikaz kapitalizacije biljnih resursa

4.2 Odabir i karakterizacija biljnih resursa

Sustavni odabir i karakterizacija biljnih resursa predstavljaju temelj u razvoju sigurnih i
uCinkovitih proizvoda dobivenih iz prirodnih izvora. Bilo da su namijenjeni za upotrebu kao
hrana, dodaci prehrani ili ljekoviti pripravci, biljni materijali moraju pro¢i rigoroznu evaluaciju
kako bi se osigurala njihova sigurnost, uc€inkovitost i ponovljivost. Dok su biljke povijesno
sluzile kao bitni rezervoari prehrane i lijekova, sve veca slozenost modernih globalnih trzista
zahtijeva strukturiranije pristupe za validaciju njihove upotrebe. Ovo poglavlje uvodi temeljna
nacela za odabir i karakterizaciju biljnih resursa, s naglaskom na kriterije jestivosti, bioaktivhog
potencijala, odrzivosti, provjere tradicionalnog znanja, kao i detaljne botaniCke, kemijske i

sigurnosne procjene.

Integracija tradicionalnog znanja s modernim analitiCkim alatima pruza jedinstvenu priliku za
otkrivanje novih bioaktivnih spojeva uz istovremeno oc€uvanje od potencijalnih rizika. Ova
holistiCka perspektiva prepoznaje biljke ne samo kao sirovine ve¢ i kao dinami¢ne bioloSke

sustave €ija su svojstva pod utjecajem genetskih, okoliSnih i kulturnih ¢imbenika.
Kriteriji za odabir

Prvi korak u kapitalizaciji biljnih resursa je uspostavljanje strogih kriterija za njihov odabir. To

ukljuCuje:
i) Jestivost i povijesna upotreba: Bilike koje se tradicionalno konzumiraju kao hrana ili
lijek imaju komparativhu prednost u odabiru, jer njihovu sigurnost ¢esto potkrepljuju
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etnobotani¢ki zapisi. Povijesna upotreba pruza vrijedne preliminarne dokaze, ali
zahtijeva validaciju modernim znanstvenim metodama (Heinrich & Jager, 2015).

ii) Bioaktivni potencijal: Biljke treba procijeniti na prisutnost sekundarnih metabolita poput
alkaloida, flavonoida, terpena, polifenola i saponina, koji doprinose terapijskim ili
funkcionalnim svojstvima. Nedavni napredak u metabolomskom profiliranju omoguéuje
istrazivaCima predvidanje bioaktivnosti na temelju fitokemijskih potpisa (Dai i Mumper,
2010.).

iii) Odrzivost: Prekomjerno iskoriStavanje populacija divljih biljaka moze ugroziti
bioraznolikost. Stoga bilike treba birati uzimajuéi u obzir odrZive prakse berbe,
izvedivost uzgoja i status oCuvanosti (Schippmann i sur., 2002.).

iv) Provjera tradicionalnog znanja: Etnofarmakolo$ke tvrdnje trebale bi biti potvrdene
eksperimentalnim studijama. Tradicionalno znanje nudi hipoteze koje mogu usmijeriti
znanstveno istrazivanje, ali ponovljivost zahtijeva empirijsku potvrdu (Fabricant &
Farnsworth, 2001).

Botanicka i kemijska karakterizacija

Nakon odabira, rigorozna karakterizacija osigurava ispravnu identifikaciju i pouzdano

koriStenje biljnih resursa.

MorfoloSka i taksonomska identifikacija: Pravilna taksonomska klasifikacija temeljena na
makroskopskim i mikroskopskim znacajkama temelj je autentiCnosti. MorfoloSka procjena
mora uzeti u obzir varijacije zbog geografskog polozaja, stadija rasta i uvjeta okolisa (WHO,
2011).

Kemijsko profiliranje: Biljke sadrze slozene smjese spojeva Cije se koncentracije razlikuju
ovisno o €imbenicima kao $to su sastav tla, klima i uvjeti Zetve. Analiticke tehnike poput
kromatografije (HPLC, GC), spektrometrije (MS, NMR) i metabolomike sada su klju¢ne za
karakterizaciju biljnih ekstrakata ( Wolfender i sur., 2015.). Ovi pristupi osiguravaju
konzistentnost od serije do serije i pruzaju molekularne otiske prstiju za uskladenost s

propisima.

Metabolomika u karakterizaciji biljaka: Moderne metabolomske platforme omogucuju
istovremeno otkrivanje stotina metabolita, Sto omogucuje diferencijaciju kemotipova i
identifikaciju novih bioaktivnih spojeva. To pruza sveobuhvatno razumijevanje fitokemijske

varijabilnosti ( Roessner & Dias, 2013).
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Procjena sigurnosti

Unato€ opcem miSljenju da su prirodni proizvodi inherentno sigurni, biljke mogu sadrzavati

otrovne spojeve, alergene ili antinutritivhe Cimbenike koji zahtijevaju pazljivu procjenu.

Toksikoloski probir: Studije akutne, subkroni¢ne i kroni¢ne toksi¢nosti, i in vitro i in vivo, kljuéne
su za osiguranje sigurnosti ljudi. Posebna pozornost potrebna je za alkaloide, glikozide i druge

potencijalno toksi¢ne metabolite ( Ekor , 2014).

Alergeni¢nost: Odredene bilike ili proteini biljnog podrijetla mogu izazvati imunoloske
odgovore. Za procjenu alergenog potencijala koriste se napredne proteomske analize u

kombinaciji s imunoloskim testovima.

Antinutritivni Cimbenici: Spojevi poput oksalata, fitata i tanina mogu ometati apsorpciju hranjivih
tvari. Kvantitativno odredivanje ovih tvari je klju€no prije nego Sto se biljka moze preporuciti za

Siroku upotrebu (Gupta i sur., 2015.).

Uskladenost s propisima: Medunarodne smjernice (npr. WHO i EMA) naglaSavaju potrebu za
toksikoloskom dokumentacijom i analizom rizika i koristi prije odobrenja za stavljanje proizvoda

biljnog podrijetla na trZiste.
Strategije prioritizacije

S obzirom na veliku raznolikost biljnih vrsta, odredivanje prioriteta je kljuéno za usmjeravanje

istraZivackih i razvojnih napora prema najperspektivnijim kandidatima.

Visok bioaktivni sadrzaj: Biljke s visokim koncentracijama dobro karakteriziranih bioaktivnih
spojeva imaju prioritet za razvoj. Na primjer, vrste bogate polifenolima ¢esto su meta zbog

svojih antioksidativnih i protuupalnih svojstava.

Profil niskog rizika: Vrste s povoljnim sigurnosnim profilom i minimalnim dokazima toksi¢nosti

imaju vecu vjerojatnost da ¢e dobiti regulatorno odobrenje i prihvacanje od strane potrosaca.

Skalarna dostupnost: Prednost se daje biljkama koje se mogu uzgajati u velikim razmjerima u
odrzivim uvjetima, ¢ime se smanjuje ovisnost o ugroZenim divljim populacijama (Cunningham,
2001.).

Integracija etnobotanickih i farmakoloskih podataka: Kombiniranje podataka o tradicionalnoj
upotrebi s farmakoloSkom validacijom pruza racionalan okvir za odredivanje prioriteta,

pomazuci u povezivanju kulturne bastine sa znanstvenim dokazima ( Balick & Cox, 2022).
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Sustavni odabir i karakterizacija biljnih resursa pruza znanstvenu i regulatornu osnovu za
njihovu sigurnu i ucinkovitu upotrebu u hrani, dodacima prehrani i lijekovima. Integracijom
etnobotani¢kog znanja, naprednog kemijskog profiliranja i strogih procjena sigurnosti,
istrazivaCi i dionici u industriji mogu dati prioritet biljnim vrstama s najvecim potencijalom za
dobrobiti ljudskog zdravlja, a istovremeno osigurati odrzivost i sigurnost. Usvajanje
standardiziranih kriterija i metodologija ne samo da poboljSava kvalitetu proizvoda, ve¢ i

povecava povjerenje potroSaca i globalnu uskladenost s propisima.

Selection and Characterization of Plant Resources

Plant Selection Botanical & Chemical
s ] ri
(Edibility, bloactive Characterization 5’7"” Asmsme_ t & lqluzatm Application
{Toxicity, allergenicity, (Bloactive content,
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Slika 4.2 Shematski prikaz odabira i karakterizacije biljnih resursa

4. 3 Ekstrakcija i o€uvanje bioaktivnih spojeva

Ekstrakcija i o€uvanje bioaktivnih spojeva iz biljnih resursa predstavljaju klju¢ni korak u
transformaciji sirovih botani¢kih materijala u sigurne i uCinkovite prehrambene proizvode,
dodatke prehrani i ljekovite pripravke. Bioaktivne molekule poput polifenola, flavonoida,
karotenoida, vitamina, eteri¢nih ulja i alkaloida ¢esto su vrlo osjetljive na uvjete okolisa i
obrade. Stoga se koristene metode moraju optimizirati ne samo zbog ucinkovitosti i prinosa,
veC i zbog oCuvanja kemijskog integriteta tih molekula. Ovaj odjeljak ispituje suvremene
pristupe ekstrakciji, strategije oCuvanja i mehanizme kako bi se osiguralo odrZavanje

bioaktivnosti tijekom cijelog proizvodnog lanca.
Metode ekstrakcije
Ekstrakcija otapalom

Tradicionalna ekstrakcija otapalima ostaje jedna od najceSce koriStenih metoda za izdvajanje
bioaktivnih spojeva iz biljnih matrica. Voda i etanol opcenito se smatraju sigurnim otapalima i
Cesto se primjenjuju u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Smjese etanola i vode posebno
su ucinkovite u ekstrakciji fenolnih spojeva, alkaloida i glikozida, a ujedno su manje toksicne i
ekolo$ki prihvatljive u usporedbi s kloriranim otapalima ( Azwanida , 2015). Medutim, nedostaci
uklju€uju dugo vrijeme ekstrakcije, potrebu za velikim volumenima otapala i ograniCenu

selektivnost za visoko specifiCne spojeve.
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Ekstrakcija superkriti¢nim fluidom (SFE)

Ekstrakcija superkriticnim fluidom, koja najéesce koristi ugljikov dioksid (CO, ) , zelenija je i
selektivnija tehnika. Superkriticni CO, pokazuje jedinstvena svojstva, djelujuéi i kao plin i kao
tekuéina, 8to mu omogucuje ucinkovito prodiranje u biljna tkiva uz istovremeno otapanje
nepolarnih spojeva poput eteri¢nih ulja, karotenoida i sterola (Herrero i sur., 2010.). Njegove
prednosti ukljuCuju odsutnost toksi¢nih ostataka, smanjenu upotrebu otapala i moguénost finog
podedavanja selektivnosti podeSavanjem temperature i tlaka. Medutim, potreba za
specijaliziranom opremom i veci troSkovi mogu ograni€iti njegovu primjenu u malim

operacijama.
Enzimska ekstrakcija

Enzimatske metode oslanjaju se na specificne hidroliticke enzime (npr. celulaze, pektinaze,
proteaze) za razgradnju stani¢nih stijenki biljaka, ¢ime se oslobadaju zarobljeni bioaktivni
spojevi. Ova tehnika je posebno korisna za polisaharide, fenolne spojeve i proteine ( Puri i
sur., 2012.). Enzimatska ekstrakcija je blaga, Cuva termolabilne spojeve i Cesto poboljSava
prinos u usporedbi s konvencionalnim pristupima. Glavna ogranienja su visoka cijena enzima

i potreba za optimizacijom uvjeta za svaku biljnu matricu.
Komparativna perspektiva

Svaka metoda ekstrakcije predstavlja kompromis izmedu prinosa, selektivnosti, odrzivosti i
troSkova. Ekstrakcija otapalom je jeftina, ali ekoloski optereéujuca, dok je superkriticni CO,
odrziv , ali skup. Enzimski pristupi predstavljaju kompromis, nudeci visoku selektivnost i
oCuvanje aktivnosti, ali zahtijevajuci ulaganje u biokatalizatore. Sve se viSe usvajaju hibridne
tehnike, poput ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka ili mikrovalova, kako bi se povecala

uCinkovitost uz smanjenje upotrebe otapala i vremena ( Chemat i sur., 2017.).
Strategije oCuvanja

Nakon ekstrakcije, bioaktivni spojevi moraju se sacuvati u obliku koji ih §titi od degradacije
tijekom obrade, skladiStenja i kona¢ne konzumacije. OCuvanje je posebno vazno za polifenole,

vitamine i hlapljiva ulja koja su sklona oksidaciji, hidrolizi ili isparavanju.
Tehnike suSenja

Susenje smanjuje aktivnost vode, ¢ime se stabiliziraju ekstrakti i sprjeCava rast mikroba.
Konvencionalno suSenje vruéim zrakom je isplativo, ali esto dovodi do znacajne toplinske

razgradnje spojeva osjetljivih na toplinu. Liofilizacija (liofilizacija) smatra se superiornijom za
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ocuvanje termolabilnih molekula poput vitamina C i flavonoida, jer uklanja vodu pod uvjetima

niske temperature i tlaka, ¢ime se minimiziraju kemijske promjene ( Ratti , 2001.). Medutim,

liofilizacija je energetski intenzivna i skupa, Sto ograni€ava njezinu industrijsku skalabilnost.
Enkapsulacija

Tehnologije enkapsulacije poput su8enja rasprdivanjem, liposomskog hvatanja ili
enkapsulacije nanoCestica sve se viSe koriste za zastitu bioaktivnih spojeva od oksidacije,
svjetlosti ili fluktuacija pH vrijednosti. Enkapsulacija takoder poboljSava topljivost i
bioraspolozivost spojeva poput polifenola i karotenoida ( Gharsallaoui i sur., 2007.). Ova
tehnika omogucuje kontrolirano oslobadanje i ciljanu dostavu u funkcionalnoj hrani ili
nutraceuticima, iako slozenost formulacije i dodatni koraci obrade mogu povecati troSkove

proizvodnje.
Kontrolirani uvjeti skladiStenja

Pravilni uvjeti skladiStenja, uklju€ujuéi smanjenu izlozenost kisiku, zastitu od svjetlosti i kontrolu
temperature, kljuéni su za oC€uvanje bioaktivnih spojeva. Na primjer, polifenolni spojevi
podlozni su oksidaciji kada su izlozeni zraku, dok se karotenoidi razgraduju pod utjecajem
svjetlosti. KoriStenje inertnih plinova za pakiranje (npr. ispiranje dusikom), neprozirnih

spremnika i hladenja mozZe znacajno produZiti rok trajanja (Shahidi & Ambigaipalan , 2015).
Odrzavanje bioaktivnosti

Ocuvanje bioaktivnosti odnosi se na odrzavanje strukturnog integriteta i funkcionalnog
kapaciteta osjetljivih spojeva tijekom obrade. Mnoge molekule biljnog podrijetla, poput
vitamina, flavonoida i eteri¢nih ulja, nestabilne su pri visokim temperaturama, izloZzenosti kisiku

ili mehani¢kom naprezaniju.
Zastita polifenola i vitamina

Polifenoli, iako ih ima u izobilju u mnogim biljkama, osjetljivi su na oksidaciju, posebno u
alkalnim uvjetima. Sli¢no tome, vitamini poput vitamina C i vitamina E brzo se razgraduju pod
utjecajem topline i kisika. Napredne metode konzerviranja, uklju€ujuéi enkapsulaciju u
biopolimere ili emulzije, mogu ublaziti te gubitke i osigurati vecu bioraspolozivost ( Biesalski i
sur., 2009.).

Ocuvanije hlapljivih ulja
Mikrokapsulacija i koridtenje tamnih, hermeti¢ki zatvorenih spremnika ucinkovite su strategije
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za minimiziranje tih gubitaka. Osim toga, kombiniranje ekstrakcije s metodama konzerviranja
- poput neposrednog liofiliziranja nakon ekstrakcije otapalom ili enzimske ekstrakcije - moze

znatno smanijiti razgradnju (Burt, 2004.).
Integriranje ekstrakcije i oCuvanja

Moderni industrijski pristupi nagladavaju integraciju strategija ekstrakcije i konzerviranja u
kontinuirani tijek rada. Na primjer, superkriticna CO, ekstrakcija moze se izravno povezati s
enkapsulacijom, ¢ime se smanjuje izlozenost spoja zraku i svjetlosti tijekom obrade. Takvi
integrativni sustavi ne samo da poboljSavaju ukupnu ucinkovitost bioaktivnog oporavka, veé i

minimiziraju rizik od degradacije spoja prije formulacije kona¢nog proizvoda.

Ekstrakcija i oCuvanje bioaktivnih spojeva kljucni su za razvoj sigurnih, ucinkovitih i odrzivih
proizvoda na biljnoj bazi za prehrambenu, farmaceutsku i nutraceutsku primjenu. Izbor metode
ekstrakcije i strategije oCuvanja izravno utje€e na prinos spoja, selektivnost i stabilnost. Dok
tradicionalna ekstrakcija otapalima ostaje prevladavajuc¢a, nove tehnologije poput ekstrakcije
superkritiénim fluidom, enzimskih metoda i enkapsulacije oblikuju buduénost prerade prirodnih
proizvoda. Kako bi se osigurala maksimalna bioaktivnost, sve su potrebniji integrirani sustavi
koji kombiniraju u€inkovitu ekstrakciju s robusnim ouvanjem. UravnoteZenje ucinkovitosti,

utjecaja na okoli$ i troSkova ostat ¢e vodece nacelo u napretku ovog podrudja.

Extraction and Preservation of Bioactive Compounds

Plant Material Preservation Safe Application

Slika 4.3 Shematski prikaz ekstrakcije za oCuvanje bioaktivnih spojeva
4.4 Obrada za sigurnu konzumaciju

Osiguravanje sigurnosti i ucinkovitosti biljnih resursa za ljudsku prehranu zahtijeva
multidisciplinarni pristup koji integrira znanost o hrani, farmakognoziju i toksikologiju. Prerada
nije samo pretvaranje sirovog biljnog materijala u upotrebljive oblike, ve¢ i sustavno uklanjanje
ili smanjenje toksicnih, alergenih ili na drugi nacin nepozeljnih komponenti uz oCuvanje
bioaktivnih spojeva koji pruzaju zdravstvene prednosti. Sigurna upotreba biljnih proizvoda
stoga ovisi o robusnim metodama detoksikacije, strategijama formuliranja koje poboljSavaju
isporuku i ucinkovitost te strogim okvirima osiguranja kvalitete koji jam&e ujednacenost i

ponovljivost u svim proizvodnim ciklusima.
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Metode detoksikacije

Mnoge biljne vrste prirodno akumuliraju antinutritivne cCimbenike, otrovne metabolite ili
oneciS¢ujuce tvari iz okoliSa poput ostataka pesticida i teSkih metala. Stoga su metode

detoksikacije bitan preduvjet za sigurnu konzumaciju.

TermiC¢ka obrada jedna je od najstarijin i najéeSée primjenjivanih tehnika. Kontrolirano
zagrijavanje moze denaturirati toksiCne proteine (npr. lektine u mahunarkama), inaktivirati
mikrobne kontaminante i smanijiti enzimsku aktivnost koja bi inaCe mogla dovesti do razgradnje
bioaktivnih tvari (Martinez i sur., 2020.). Medutim, pretjerana toplinska izloZzenost riskira
razgradnju termolabilnih spojeva poput vitamina C, karotenoida i polifenola, $to zahtijeva

optimizaciju kombinacija temperature i vremena.

Kemijska detoksikacija uklju€uje primjenu sigurnih sredstava (alkalne otopine, aktivni ugljen ili
organske kiseline) za smanjenje toksi¢nih alkaloida, cijanogenih glikozida i ostataka pesticida
(Awuchi i sur., 2020.). lako su ucinkovite, kemijske metode zahtijevaju pazljivu regulaciju kako
bi se izbjeglo unosenje novih onecidcujucih tvari ili promjena senzorne i nutritivne kvalitete

proizvoda.

Fermentacija nudi bioloSki odrziv pristup detoksikaciji. AktivnhoS¢u korisnih mikroba,
fermentacija moze smanijiti antinutritivne €imbenike poput fitata i oksalata, a istovremeno
obogatiti matricu probioticima i metabolitima koji poboljSavaju probavljivost (Tamang i sur.,
2020.). Tradicionalna fermentirana hrana ilustrira dvostruku prednost detoksikacije i
funkcionalnog obogacivanja, znacajku koja se sve viSe koristi u razvoju nutraceutickih

proizvoda.
Strategije formuliranja

Osim detoksikacije, obrada takoder ukljuuje dizajniranje formulacija koje maksimiziraju
uCinkovitost, stabilnost i prihvacanje od strane potroSaca. Integriranje biljnih ekstrakata u
funkcionalnu hranu, dodatke prehrani i pi¢a zahtijeva pazljiv odabir pomo¢nih tvari i nosaca

kako bi se odrzala bioaktivnost, a istovremeno osigurala okusnost i uskladenost.

Mikronizacija se Cesto primjenjuje za povecanje povrSine bioaktivnih prasaka, Cime se
poboljSava topljivost i brzina otapanja u gastrointestinalnim teku¢inama (Liu i sur., 2019.). To

je posebno vrijedno za fitokemikalije slabo topljive u vodi poput kurkumina i resveratrola.

Tehnologije enkapsulacije (npr. liposomi, nanoemulzije , ciklodekstrinski kompleksi i polimerne
nanocestice) Siroko se primjenjuju za zastitu osjetljivih spojeva od oksidacije, ekstremnih pH
vrijednosti i enzimske razgradnje tijekom skladiStenja i probave (Ganesan i sur., 2018.).
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Enkapsulacija takoder omogucuje kontrolirano oslobadanje i ciljanu isporuku bioaktivnih tvari

u odredene segmente gastrointestinalnog trakta, poboljSavajuéi i bioraspoloZivost i terapijsku

ucéinkovitost.

Osim toga, strategije formuliranja moraju se prilagoditi specificnim potrebama potrosaca,
ukljuCujuci formulacije temeljene na spolu, pedijatrijske i gerijatrijske dodatke prehrani te
intervencije specificne za odredeno stanje, poput proizvoda za kardiovaskularno ili kognitivho
zdravlje (Shahidi i Ambigaipalan , 2015.).

Povecanje bioraspoloZivosti

Jedan od trajnih izazova u nutraceutskim proizvodima na biljnoj bazi je niska bioraspolozivost
mnogih fitokemikalija, posebno polifenola, flavonoida i terpenoida. Stoga se koriste razliCite

tehnike obrade kako bi se poboljSala apsorpcija i sistemska cirkulacija.

e Enzimatska prethodna obrada moze hidrolizirati glikozidne veze u flavonoidima,
oslobadajucéi aglikone koji se lakSe apsorbiraju (Scalbert i sur., 2011.).

o Nanostrukturirani sustavi za dostavu poboljSavaju topljivost i tite spojeve od prerane
razgradnje.

¢ Sinergijske formulacije - poput kombiniranja piperina s kurkuminom - mogu inhibirati
metabolicke enzime i time povecati koncentraciju bioaktivnih spojeva u plazmi (Shoba
i sur., 1998.).

Ovi pristupi ilustriraju vaznost promatranja obrade ne samo kao mjere oCuvanja ve¢ i kao

Cimbenika koji omogucuje terapijsku ucinkovitost.
Osiguranje kvalitete

Osiguranje kvalitete (QA) temelj je vjerodostojnosti i sigurnosti proizvoda biljnog podrijetla.

Ujednacenost, stabilnost i ponovljivost obiljezja su pouzdane formulacije.

o Ujednacenost osigurava dosljednu raspodjelu bioaktivnih spojeva u svim serijama,

smanjujuci varijabilnost u doziranju i u€inkovitosti.

e Testiranje stabilnosti klju¢no je za procjenu razgradnje fitokemikalija tijekom vremena
pod razli¢itim uvjetima skladistenja (svjetlost, temperatura, vlaznost) i za utvrdivanje

pouzdanih tvrdnji o roku trajanja (EMA, 2016).
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e Ponovljivost osigurava da se rezultati uoCeni u laboratorijskoj proizvodnji odrze i u

industrijskoj obradi, Sto je Cest izazov s obzirom na slozenost biljnih matrica i sezonsku

varijabilnost.

Moderni okviri osiguranja kvalitete ukljuCuju kromatografsko otiske prstiju, spektroskopske
analize i bioloSke testove za potvrdu identiteta, Cistoce i potentnosti proizvoda biljnog
podrijetla. Nadalje, pridrzavanje dobre proizvodacke prakse (GMP) i medunarodnih

farmakopejskih standarda osigurava uskladenost s propisima i sigurnost potrosaca.

Prerada za sigurnu konzumaciju predstavlja klju¢nu fazu u lancu vrijednosti biljnih resursa,
premoscujuéi jaz izmedu sirovog botani¢kog materijala i proizvoda spremnih za potro$ace.
Integracijom metoda detoksikacije, naprednih strategija formuliranja, poboljSanja
ucinkovitost i sigurnost. Pritom se ne bave samo neposrednim nutritivnim i terapijskim

cilievima, vec i Sirim imperativima povjerenja potro$aca i uskladenosti s propisima.
4.5 Analiticki pristupi za sigurnost i u€inkovitost

Procjena sigurnosti i u€inkovitosti biljnih resursa, bilo da se konzumiraju kao hrana, dodaci
prehrani ili terapijski pripravci, kriti€éno ovisi o robusnim analitickim metodologijama. Ovi pristupi
sluze dvjema primarnim svrhama: prvo, osigurati da su onecid¢ujuce tvari poput tedkih metala,
ostataka pesticida i mikotoksina odsutne ili unutar sigurnih granica; drugo, kvantificirati
bioaktivhe spojeve koji doprinose nutritivnim ili farmakoloskim svojstvima proizvoda. Osim
laboratorijskih ispitivanja, analiticki rezultati moraju biti uskladeni i s medunarodnim
regulatornim okvirima koji utvrduju sigurnosne pragove, definiraju zahtjeve za oznacavanje i

standardiziraju parametre kvalitete za zasStitu potroSaca.

Detekcija onecis¢ujucih tvari

Teski metali

Kontaminacija teSkim metalima predstavlja znaCajnu zabrinutost zbog svoje postojanosti i
bioakumulativhog potencijala. Metali poput olova (Pb), kadmija (Cd), zive (Hg) i arsena (As)
toksiéni su ¢ak i pri niskim koncentracijama i mogu ugroziti ljudsko zdravlje kroni¢nom
izloZzenoScu ( Jaishankar i sur., 2014.). Njihova prisutnost u biljnim proizvodima moze biti

posljedica oneciScenja okoliSa, kvalitete vode za navodnjavanje ili kontaminacije tijekom

prerade.
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Analiticke metode koje se obi¢no koriste za detekciju uklju€uju atomsku apsorpcijsku

spektroskopiju (AAS), induktivno spregnutu plazmu-masenu spektrometriju (ICP-MS) i
induktivno spregnutu plazmu-optiCku emisijsku spektroskopiju (ICP-OES). ICP-MS se Cesto
smatra zlatnim standardom zbog svoje visoke osjetljivosti i kapaciteta detekcije viSe
elemenata, $to omogucuje kvantifikaciju do razina dijelova na milijardu (ppb) ( Sarmanova i
sur., 2016).

Pesticidi

Biljni resursi uzgajani u intenzivnim poljoprivrednim sustavima skloni su ostacima pesticida.
Procjena sigurnosti ovih ostataka zahtijeva uskladenost s maksimalnim granicama ostataka
(MRL) koje su utvrdile regulatorne agencije poput Europske agencije za sigurnost hrane
(EFSA) i AmeriCke agencije za hranu i lijekove (FDA). Plinska kromatografija-masena
spektrometrija (GC-MS) i tekucinska kromatografija-masena spektrometrija (LC-MS) Siroko se
koriste za analizu viSe ostataka, omogucéujuéi istovremeno otkrivanje stotina molekula

pesticida u tragovima (Fernandes i sur., 2020.).
Mikotoksini

Mikotoksini, koje proizvode gljive poput Aspergillus i Fusarium, spadaju medu najopasnije
oneci8c¢ujuce tvari u hrani i dodacima prehrani biljnog podrijetla. Aflatoksini, ohratoksin A i
fumonizini posebno su zabrinjavaju¢i zbog svojih kancerogenih, hepatotoksi¢nih i
nefrotoksi¢nih svojstava ( Eskola i sur., 2020.). Detekcija se oslanja na visokoucinkovitu
tekucinsku kromatografiju (HPLC) s fluorescentnom ili masenom spektrometrijom, Cesto u
kombinaciji s imunoafinitetnim koracima CiS¢enja. Brze metode probira poput ELISA kitova
takoder se koriste za rutinsko pracenje, iako zahtijevaju metode potvrdne kromatografije u

regulatorne svrhe.
Kvantifikacija bioaktivnih spojeva

Sigurnost biljnih proizvoda ne moze se odvojiti od ucinkovitosti, koja ovisi o prisutnosti i
koncentraciji bioaktivnih sastojaka. Stoga je kvantifikacija bitna za osiguranje konzistentnosti

proizvoda, terapijskog potencijala i pravilnog ozna¢avanja.

Kromatografske tehnike

Visokoucinkovita tekucinska kromatografija (HPLC) ostaje temel; fitokemijske analize zbog

svoje sposobnosti odvajanja, identificiranja i kvantificiranja Sirokog raspona spojeva, od
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polifenola do alkaloida. U kombinaciji s diodnom detekcijom nizom (DAD) ili masenom

spektrometrijom (LC-MS), HPLC pruza visoko specificne molekularne otiske prstiju slozenih
biljnih ekstrakata ( Cuyckens i Claeys , 2004).

Plinska kromatografija (GC) je posebno prikladna za hlapljive spojeve poput eteri¢nih ulja i

terpena, esto u kombinaciji s detekcijom plamenom ionizacijom (FID) ili MS.
Spektrofotometrijski testovi

lako manje specifiéni od kromatografskih metoda, spektrofotometrijski testovi ostaju vrijedni
za rutinsku kontrolu kvalitete. Primjeri uklju€uju Folin - Ciocalteu test za ukupni sadrzaj fenola,
metodu aluminijevog klorida za flavonoide i DPPH ili ABTS testove za antioksidativni kapacitet
(Singleton i sur., 1999.). Ovi testovi pruzaju brze i isplative procjene bioaktivnosti, iako ¢esto

zahtijevaju validaciju u odnosu na specifi¢nije tehnike.
Metabolomika

Nedavni napredak u metabolomici koriStenjem nuklearne magnetske rezonancije (NMR)
spektroskopije i LC-MS visoke rezolucije omogucuje holisticko profiliranje biljnih metaboloma.
Takvi pristupi ne samo da kvantificiraju poznate bioaktivne tvari , ve¢ otkrivaju i nove spojeve,

omogucujuci otkrice novih funkcionalnih sastojaka (Patti i sur., 2012.).
Uskladenost s propisima

Analiticke metode moraju u konacnici biti uskladene s regulatornim okvirima koji reguliraju

dodatke prehrani, biljne lijekove i funkcionalnu hranu.
Standardi sigurnosti hrane

Organizacije poput EFSA-e, FDA-e i Komisije za Codex Alimentarius postavljaju stroge
sigurnosne pragove za onecisc¢ujuce tvari, uklju€ujuci dopustene dnevne unose (PDI) za teske
metale, MRL-ove za pesticide i maksimalno tolerirane razine za mikotoksine. Proizvodi koji

prelaze te granice smatraju se nesigurnima i ne mogu se staviti na trziste.
Dodatni pravilnik

Dodaci prehrani moraju biti u skladu s dodatnim propisima koji se odnose na sastav, oblike
doziranja i oznaCavanje. Europska unija, na primjer, zahtijeva detaljne specifikacije vitamina,
minerala i botaniCkih ekstrakata koji se koriste u dodacima prehrani (Direktiva 2002/46/EZ).

Sliéno tome, u Sjedinjenim Drzavama, Zakon o zdravlju i obrazovanju u vezi s dodacima
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prehrani (DSHEA, 1994.) ureduje zahtjeve za oznaCavanje, naglaSavajuci da se za dodatke

prehrani ne moZe tvrditi da dijagnosticiraju, lijece ili izlje€uju bolesti bez odobrenja FDA.
Oznacavanje i transparentnost za potroSace

To€no oznacCavanje, utemeljeno na validiranim analitickim podacima, kljuéno je za sigurnost i
povjerenje potroSaCa. Oznake moraju navoditi identitet, koncentraciju i preporu¢enu dozu
aktivnih sastojaka, a istovremeno moraju otkriti alergene, pomoc¢ne tvari i potencijalne
onec€iséujuce tvari. PogreSno oznafavanje ili patvorenje ne samo da krSi regulatorne
standarde, ve¢ moZe predstavijati i znaCajne zdravstvene rizike, $to nagladava vazZnost

analiticke provjere ( Gafner i Bergeron, 2005.).

Analiticki pristupi sluze kao okosnica napora za osiguranje sigurnosti i u¢inkovitosti resursa
biljnog podrijetla. Od osjetljivog otkrivanja oneciS¢ujucih tvari poput teskih metala, pesticida i
mikotoksina do precizne kvantifikacije bioaktivnih spojeva, ove metode osiguravaju i zastitu
potroSada i terapijsku pouzdanost. StoviSe, pridrzavanjem strogih regulatornih okvira i
transparentnih praksi oznaCavanja, proizvodaCi mogu osigurati da njihovi proizvodi
zadovoljavaju medunarodne standarde, smanijiti rizike od kontaminacije i patvorenja te poticati

povjerenje potroSaca u globalna trZista nutraceutika i bilja.

Analytical Approaches for Safety and Efficacy

Slika 4.4 Shematski prikaz analitiCkih pristupa za sigurnost i u€inkovitost

4.6 Odrzivi i inovativni pristupi

Brzi rast potraznje za proizvodima biljnog podrijetla - od hrane i dodataka prehrani do lijekova
i kozmetike - povecao je potrebu za odrzivim i inovativhim praksama u njihovom razvoju i
koristenju. Tradicionalni pristupi nabavi i preradi biljnih resursa sve se vide prepoznaju kao
nedovoljni za osiguranje dugoro¢ne ekoloske ravnoteze, sigurnosti potroSaca i ucinkovitog

koriStenja prirodnih materijala. Istodobno, nove tehnologije mijenjaju nacin na koji se bioaktivni
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spojevi ekstrahiraju, €uvaju i isporuéuju, osiguravajuci vecu ucinkovitost uz smanjene troskove
zastite okoliSa. Ovo poglavlje istraZuje odrzive i inovativne pristupe kapitalizaciji biljnih resursa,

nakon Cega slijedi sazetak najvaznijih lekcija.
Odrzivost u koridtenju biljnih resursa

Odgovorno nabavljanje zapocinje odabirom biljnih vrsta na temelju njihovog ekoloSkog otiska
i dostupnosti. Prekomjerna berba divljeg ljekovitog bilja moze dovesti do gubitka bioraznolikosti
i ugroZavanja vrsta, Sto se vidi u padu odredenih trazenih biljaka poput Panax ginsenga i
Echinacea purpurea (Hamilton, 2004.). Stoga je uzgoj lijekovitog i nutraceuti¢kog bilja u skladu
s dobrom poljoprivrednom praksom i praksom sakupljanja (GACP) klju¢an. Standardi koje je
utvrdila Svjetska zdravstvena organizacija naglaSavaju transparentnost u nabavi i sljedivost u
cijelom lancu opskrbe (WHO, 2018.).

Minimiziranje otpada. Industrija prerade biljaka stvara znacajne koli€ine nusproizvoda, poput
ljuski, kora, stabljika i istroSene biomase. Oni se Cesto odbacuju, unato¢ tome Sto sadrze
vrijedne bioaktivne spojeve poput polifenola, vlakana i eteri¢nih ulja (Ayala-Zavala i sur.,
2011.). Strategije valorizacije uklju€uju oporavak sekundarnih metabolita iz tih ostataka, Sto

podrzava model kruznog gospodarstva i smanjuje utjecaj na okolis.

Pristupi kruZznom gospodarstvu. Primjena nacela kruznog gospodarstva na biljne industrije
potiCe integraciju otpada natrag u proizvodne cikluse. Na primjer, trop grozda iz vinarstva moze
se ponovno preraditi za antioksidativne polifenole, dok se otpad od kore citrusa moze iskoristiti
za oporavak pektina i flavonoida (Reis i sur., 2017.). Takvi pristupi doprinose odrzivim
poslovnim modelima, smanjuju ovisnost o sinteti¢kim aditivima i maksimiziraju punu vrijednost

biljnih resursa.
Inovacije u razvoju proizvoda na biljnoj bazi

Nanotehnologija i napredni sustavi dostave. Jedan od najznacajnijih izazova u koriStenju biljnih
bioaktivnih tvari je njihova niska bioraspolozZivost, posebno polifenola, karotenoida i flavonoida.
Sustavi dostave na bazi nanoCestica, poput liposoma, nanoemulzija i polimernih nanocestica,
mogu poboljSati topljivost, zastititi bioaktivhe tvari od razgradnje i poboljSati kontrolirano
oslobadanje (Wong i sur., 2019.). Takve inovacije proSiruju klini¢ki potencijal prirodnih

proizvoda.

Formuliranje potpomognuto umjetnom inteligencijom i uvidi temeljeni na podacima. Umjetna
inteligencija (Ul) i strojno ucenje sve se viSe primjenjuju za predvidanje interakcija biljnih
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metabolita, optimizaciju formulacija i provjeru sigurnosnih profila. Integracijom

etnofarmakoloskog znanja s racunalnim modelima, Ul mozZe ubrzati identifikaciju obe¢avajucih

biljnih kandidata i preciznije voditi strategije formuliranja (Jiang i sur., 2020.).

Tehnologije zelene ekstrakcije. Tradicionalne metode ekstrakcije Cesto se oslanjaju na velike
kolicine organskih otapala, dugo vrijeme obrade i visoku potroSnju energije. Inovativhe
tehnologije zelene ekstrakcije, uklju€ujuci superkriticnu CO, ekstrakciju , ekstrakciju uz pomoc¢
mikrovalova i ekstrakciju tekuéinom pod tlakom, nude vecéu selektivnost, krace vrijeme obrade
i smanjeni utjecaj na okolis ( Chemat i sur., 2019.). Ove tehnologije ne samo da poboljSavaju
ucinkovitost, ve¢ su i uskladene s odrzivoScu i potraznjom potroSaca za ekolo8ki prihvatljivim

proizvodima.
Sazetak i klju€ne zakljucke
Klju€ni uvidi

Odrzivost je nepregovaracka: odgovorno nabavljanje, valorizacija otpada i modeli kruznog
gospodarstva kljuéni su za uravnoteZenje ekolodke zastite s rastu¢om potraznjom za

proizvodima biljnog podrijetla.

Inovacija potice ucinkovitost: Nanotehnologija, formulacija temeljena na umjetnoj inteligenciji i
metode zelene ekstrakcije poboljSavaju bioaktivhu stabilnost, bioraspoloZivost i ukupnu

ucéinkovitost.

Integracija odrzivosti i inovacija: Buduce strategije trebale bi kombinirati ekoloSki osvijeStene

prakse s naprednim tehnologijama kako bi se osigurala sigurnost i povjerenje potrosSaca.

Regulatorni okviri: Medunarodne smjernice (npr. WHO, EFSA, FDA) igraju kljuénu ulogu u

oblikovanju odrzivih praksi i osiguravanju standardizacije.
Zasto su ovi pristupi vazni

Odrzive i inovativne metode osiguravaju da biljni resursi ostanu dostupni buduéim
generacijama, a istovremeno potroSacima danas pruzaju sigurne, ucinkovite i visokokvalitetne
proizvode. Sinergija izmedu odrzivosti i tehnoloskih inovacija predstavlja put naprijed za

modernu fitomedicinu, nutraceutike i funkcionalnu hranu.
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