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Capitolul 1. Metode de cercetare a activitatii antifungice a uleiurilor esentiale

impotriva fungilor fitopatogenici (P2 - UNIOS)

1.1. Introducere

Uleiurile esentiale (EO) sunt cunoscute drept o abordare biologicd de combatere a
daunatorilor. Aceasta metoda implica utilizarea organismelor si a produselor derivate din
acestea pentru a gestiona direct sau indirect populatiile de d&unatori. In mod similar, extractele
de plante au demonstrat proprietati antifungice impotriva unui spectru larg de ciuperci
daunatoare. Aceste extracte naturale ofera alternative ecologice pentru protejarea culturilor
agricole de boli [Wilson et al., 1997].

O abordare alternativa la protectia chimica a plantelor impotriva daunatorilor implica utilizarea
a diversi compusi si extracte din plante, cum ar fi uleiurile esentiale si componentele acestora
[Kishore et al., 2007]. Este de remarcat faptul ca peste 1.300 de specii de plante au fost
identificate pentru capacitatea lor de a sintetiza compusi cu proprietati antimicrobiene [Wilkins
and Board, 1989]. Uleiurile esentiale, in particular, prezintd compozitii complexe, acestea fiind
adesea alcatuite din numeroase componente. De obicei, in compozitia uleiului predomina trei
componente principale, care reprezinta aproximativ 90% din volumul sau total, in timp ce restul
constituentilor se gasesc in proportii mai mici [Dorman and Deans, 2000]. Se depun eforturi
pentru ca uleiurile esentiale si extractele de plante sa devina o alternativa pentru controlul
agentilor patogeni care actioneaza asupra plantelor, deoarece acestea sunt o sursa de
compusi biologic activi, care pot duce la dezvoltarea de noi modalitati mai sigure de a proteja
plantele de agentii care cauzeaza boli [Al-Reza et al., 2010; Veloz-Garcia et al., 2010].

EO apar ca amestecuri lichide, volatile, limpezi si colorate ale mai multor compusi aromatici.
Sunt obtinute din toate partile plantelor, in principal din ierburi si condimente. Sunt cunoscute
aproximativ 3000 de EO, dintre care 300 sunt importante din punct de vedere comercial,
utilizate in principal pe piata aromelor si parfumurilor, dar astazi existd numeroase studii privind
utilizarea lor in protectia plantelor. Testele in vitro indica faptul ca sunt foarte eficiente impotriva
fungilor fitopatogeni.

Pentru determinarea activitatii antifungice se folosesc diferite teste, dintre care se disting testul
volatil si testul de contact. Uleiurile sunt folosite in diferite concentratii in cadrul acestor teste.
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1.2.  Testul volatil pentru evaluarea influentei uleiurilor esentiale in vitro
Protocolul experimental se desfasoara conform metodei disc-difuzimetrica descrisa de Edris
si Farrag (2003) si Silva si colab. (2019):

Etapele protocolului de lucru
1) 1n mijlocul placilor Petri (V = 65 mL) contindnd 15 mL de mediu PDA (agar dextroza

din cartofi), o sectiune circulara de miceliu (4 mm) (Figura 1.1) crescuta pe PDA

(varsta miceliului - 7 zile) se pune cu un ac steril

Figura 1.1. Sectiune circulara a miceliului.

2) in capacul vasului Petri se pune o hartie de filtru sterila cu diametrul de 7 mm si se
adauga uleiul esential (Figura 1.2) pentru a obtine fractia volumica de ulei in aer

prevazuta experimental
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Figura 1.2. Aplicarea uleiului esential.

3) placile Petri pregatite astfel se inchid cu parafilm si se depoziteaza intr-o camera
climatica termostatata la o temperatura de 18-25°C (de obicei, temperatura
depinde de tipul de agent patogen fungic) si un regim de 12 ore lumina / 12 ore

intuneric (Figura 1.3)

Figura 1.3. Vase Petri depozitate intr-o camera climatica termostatata.
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4) cresterea miceliului este masurata dupa 48, 72 si 168 de ore (de obicei, depinde
de specia fungica) (Figurile 1.4 si 1.5). Drept control se foloseste o hartie de filtru
inmuiata intr-o cantitate adecvata de apa distilata sterila. Dupa ultima masurare a
diametrului miceliului in experimentul cu ciuperci care produc scleroti, de ex.
Sclerotina sclerotiorum, se numara sclerotii, se determind masa lor medie, iar dupa

4 luni de pastrare la temperatura de 4°C se determina germinarea acestora

mmmm

Figura 1.5. Efectul diferitelor uleiuri esentiale asupra cresterii miceliului ciupercii Neofusicoccum

parvum.

5) in experimentul cu ciuperca care a produs conidii, dupa ultima masurare a
diametrului miceliului, sporularea poate fi determinata prin prepararea unei
suspensii de conidii in 100 mL apa distilata sterila si folosind un hemocitometru
pentru determinarea concentratiei de conidii per mL de suspensie pentru toate

variantele experimentului (Figura 1.6)
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Figura 1.6. Numararea sporilor folosind un hemocitometru.

6) pentru a determina germinarea conidiilor din suspensia preparata pentru fiecare
varianta a experimentului, se preleveaza 20 pL si se imprastie pe substratul PDA
turnat in prealabil in placi Petri cu diametrul de 60 mm. Placile Petri sunt plasate
intr-o camera climatica termostatata la o temperatura de 18-25°C si un regim de 12
ore lumina / 12 ore intuneric. Dupa 24 de ore se determina numarul de conidii
germinate pe o proba de 3 x 20 conidii. Conidiile sunt considerate germinate daca
tubul germinativ este egal sau mai mare decéat lungimea conidiilor (Figura 1.7)

10
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Figura 1.7. Germinarea conidiilor.

7) pentru ciupercile care formeaza microsclerocie (de exemplu Sclerotium cepivora si

Macrophomina phaseolina), dupa ultima masurare a cresterii miceliului, se poate lua o

sectiune circulara cu diametrul de 4 mm si se pot numara microsclerotii. Sectiunea

circulara luatd pentru determinarea numarului de microsclerotii trebuie luata la o

distantd de 10 mm de marginea discului plasat in mijlocul placii Petri (Figura 1.8)

11
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Figura 1.8. Influenta a diferite uleiuri esentiale asupra Sclerotium cepivora.

1.3. Test de contact pentru evaluarea efectului uleiurilor esentiale in vitro

Procedura pentru testul de contact este foarte asemanatoare cu cea descrisa pentru testul
volatil, cu diferenta ca uleiul este adaugat in mediul PDA.

Etapele protocolului de lucru

1) se toarna 10 mL de PDA in placi Petri cu diametrul de 90 mm, in care uleiul esential
este amestecat in prealabil pentru a obtine fractia de volum de ulei prevazuta
experimental in substratul PDA. Controlul negativ este apa distilata sterila

2) cutiile Petri se inchid cu parafilm si se depoziteaza intr-o camera climatica termostatata
la o temperatura de 18-25°C, timp in care cresterea miceliului fungilor (mm) si aparitia

structurii reproductive (de ex. sclerotii sau conidii) sunt monitorizate

12



v. § @
- h

REEM Co-funded by '
* * y
the European Union }
EUROPLANT-ACT

3) cresterea miceliului se masoara de obicei dupa 62 si 168 de ore

o ©

4) procentul de inhibare a cresterii miceliului este calculat folosind formula lui Wu si colab.
(2013):
(%) = [(C-T)/(C-0.4)] x 100,
unde:
| (%) - inhibarea procentuala a cresterii miceliului de catre compusii testati
C - diametrul de crestere a ciupercilor pe PDA pur,
T - diametrul de crestere a ciupercilor pe PDA tratat.
5) pe baza datelor obtinute, pot fi calculate valorile EC50 pentru fiecare ulei esential.
Valorile EC50 aratd care uleiuri esentiale au avut efectul de reducere a cresterii
miceliului cu 50% (Figura 1.9)

4.dan - Fusarium oxysporum

601
401

20

IC,, (BL /10 mL PDA)

L]
o T

oe®” ane®® \\«\°°Bn

'.:.“\u s
o

fo®

Figura 1.9. Comparatia EC50 a uleiului esential de fenicul (Foeniculum vulgare) si a componentelor
acestuia (anetol si d-limonen) pentru Fusarium oxysporum utilizand analiza variantei (ANOVA) si testul

Tukey. Rezultatele sunt prezentate ca limite de incredere de 95% pentru EC50

Atentie!!!

e nambele variante ale experimentului (de contact si volatil) in care ultima masuratoare
nu a determinat nicio crestere a miceliului, se ia o sectiune circulara cu miceliu si se
transfera intr-o noua placa Petri cu mediu PDA (fara ulei).

e Probele preparate astfel se pastreaza timp de 48 de ore (de exemplu, Ssclerotinia
sclerotiorum, Botrytis cinerea, Macrophomina phaseolina) sau 72 de ore (de exemplu,
Sclerotium cepivora) intr-o camera climatica termostatata la 25 °C.

e Daca ciuperca a inceput sa dezvolte miceliu dupa incubare, efectul uleiului este

fungistatic, iar daca nu exista o dezvoltare de miceliu nou, efectul uleiului este fungicid.

13
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e Cea mai mica concentratie (cantitate) de ulei la care a fost determinata inhibarea
completa a cresterii miceliului este desemnata ca si concentratie minima inhibitorie
(CMI), iar cea mai mica concentratie (cantitate) de ulei la care a fost determinat un
efect fungicid este desemnata ca fiind concentratie minima fungicida (CMF).
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Capitolul 2. Efectul erbicid al extractelor de plante si uleiurilor esentiale
(P2 - UNIOS)

2.1. Introducere

Gestionarea buruienilor in agricultura moderna se bazeaza in primul rand pe utilizarea
erbicidelor sintetice datoritad eficientei ridicate, aplicarii simple si costului redus. Cu toate
acestea, aplicarea lor necorespunzatoare si excesiva duce la aparitia de populatii de buruieni
rezistente, reziduuri de erbicide in lantul alimentar si efecte adverse asupra mediului si asupra
s&natatii umane si animale [Macias et al., 2003; Singh et al., 2003]. in plus, interzicerea
frecventd a ingredientelor active, lipsa produselor vegetale inregistrate si a restrictiilor in
aplicarea erbicidelor sintetice in sistemele agricole ecologice, precum si in zonele protejate
necesita o abordare diferita in combaterea buruienilor.

Alelopatia este un fenomen biologic, definit ca orice efect direct sau indirect, nociv sau benefic
al unei plante asupra germinarii si cresterii alteia prin producerea de alelochimice care sunt
eliberate in mediu [Rice, 1984]. Alelopatia este considerata o metoda alternativa pentru
gestionarea durabila a buruienilor. Culturile alelopatice care au un efect erbicid puternic pot fi
implementate ca erbicide naturale sub forma de extracte de plante, pulberi si uleiuri esentiale
pentru a reduce sau inhiba germinarea si cresterea buruienilor [Singh et al., 2003; Ravli¢ et
al., 2016].

Plantele medicinale din diferite familii botanice, atét cultivate, cat si salbatice, reprezinta o
sursa importantda de compusi bioactivi pentru dezvoltarea de bioerbicide noi, sigure si
biodegradabile [Bhowmik et al., 2003, Fujii et al., 2003., Amini et al., 2016]. Metabolitii
secundari bioactivi ai plantei (alelochimici) sunt prezenti in diferite concentratii in toate plantele
si partile acestora [Alam et al., 2001]. Potentialul fitotoxic al extractelor de plante si al uleiurilor
esentiale depinde de multi factori, cum ar fi originea geografica, conditiile de crestere, variatia
sezoniera si stadiul de crestere a plantelor, precum si factorii de mediu abiotici si biotici care
pot creste productia de metaboliti secundari in plante si pot spori efectul inhibitor al acestora
[Safdar et al., 2014; Sari¢-Krsmanovic et al., 2019; Medina-Villar et al., 2020; Appiah et al.,
2022; Ravli¢ et al., 2022]. Activitatea este influentatd de concentratie, metoda de extractie si
daca materialul vegetal este proaspat sau uscat, dar depinde in mare masura si de speciile
tinta, deoarece acestea difera prin sensibilitate [Fujii et al., 2003; Norsworthy, 2003; Souza
Filho et al., 2009; Ravli¢ et al., 2016; Ravli¢ et al., 2022].

15
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Diverse teste si tehnici sunt utilizate pentru screening-ul in laborator al plantelor in vederea
evaluarii potentialului lor erbicid.

2.2. Efectul erbicid al extractelor de plante

Pentru prepararea extractelor din plante primul pas este colectarea materialului vegetal.
Identificarea botanica adecvata a speciilor de plante este cruciala, iar toate plantele colectate
sunt identificate in functie de caracteristicile morfologice ale acestora, folosind chei dihotomice
si atlase. Materialul vegetal fara simptome vizibile de boli si daune fizice este colectat in diferite

locatii sub diversi factori de mediu si in diferite etape de dezvoltare a plantei.

Figura 2.1. Colectarea materialului vegetal (Solidago gigantea) in stadiul de inflorire.
Daca sunt testate diferite parti ale plantei, se recomanda ca inainte de uscare partile plantei
sa fie separate (Figura 2.2).

16
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Figura 2.2. Separarea materialului vegetal proaspat in partile plantelor (Oenothera biennis).

Biomasa proaspata poate fi utilizata pentru prepararea extractelor sau poate fi uscata.
Materialul este uscat la umbra timp de 24 pana la 72 de ore, iar dupa aceea este uscat in
cuptor la 40 pana la 50°C. Biomasa uscata este taiatd in bucati mici, macinata cu rasnita
electronica in pulbere fina (Figura 2.3) si depozitatd in pungi de hartie intr-un loc uscat si

racoros.

Figura 2.3. Aspectul materialului vegetal dupa procedura de macinare.

17
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Etapele protocolului de lucru pentru obtinerea unui extract apos de plante

Extractele de apa sunt preparate urmand procedura Norsworthy (2003) cu unele modificari.
1) biomasa vegetala proaspata sau uscata in cantitate de 10 g se extrage in 100 mL apa
distilata la temperatura camerei 22 (+2) °C timp de 24 ore (Figura 2.4). Alternativ,
materialul vegetal poate fi extras cu apa fierbinte.

Figura 2.4. Prepararea extractelor apoase.

2) amestecul este apoi filtrat prin panza de muselina pentru a indeparta resturile si apoi
prin hartie de filtru pentru a obtine 10% extract de apa. Extractele in diferite concentratii
sunt obtinute cu dilutii ulterioare folosind apa distilatd. Concentratiile utilizate variaza
de la 1% la 10%.

Etapele protocolului de lucru pentru obtinerea unui extract etanolic de plante

1) Extractele etanolice se obtin prin macerarea pulberii de plante in etanol timp de 24
pana la 72 de ore (Figura 2.5).

Figura 2.5. Prepararea extractelor etanolice — macerarea materialului vegetal in etanol

18
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2) dupa extractie, extractul este filtrat si solventul este indepartat sub presiune la
temperaturi mai scazute pentru a obtine extract de etanol brut (Figura 2.6). Se obtin

in continuare diferite concentratii prin suspendarea extractului brut in apa distilata

si Tween ca dispersant [Silva et al., 2018]. Concentratiile utilizate variaza de la

]

0,01% la 5%.

Figura 2.6. Prepararea extractelor etanolice — obtinerea extractului brut

Etapele protocolului de lucru pentru obtinerea unui extract de plante din semintele de

iarba
1) semintele speciilor de buruieni utilizate in biotest ca specii de testare sunt curatate
si uscate la temperatura camerei (Figura 2.7).

LA

Figura 2.7. Curatarea si separarea semintelor de buruieni inainte de experiment
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2) Tinainte de experiment, germinatia semintelor de buruieni este evaluata pentru a
determina daca exista un procent de germinare satisfacator. Salata verde (Figura
2.8) sau semintele de ridichi sunt folosite la evaluarea unui numar mare de extracte,
iar extractele cu cel mai mare efect sunt evaluate in continuare asupra speciilor de

buruieni.

Figura 2.8. Evaluarea extractelor de Oenothera biennis din diferite parti ale plantelor (tulpina si frunza)
folosind salata verde pentru comparatie

3) Efectul extractelor este evaluat in biotestul cu placa Petri in conditii de laborator
controlate. Semintele de buruieni se pun in placi Petri sterilizate tapetate cu hartie
de filtru. Hartia de filtru este umezita cu 4 pana la 6 mL de extract (in functie de
specia testata) in fiecare concentratie, in timp ce apa distilata este utilizata drept
control (Figura 2.9, 2.10, 2.11). Semintele sunt incubate la temperaturi alternante
sau constante si in conditii de lumina/intuneric optime pentru germinarea si

cresterea fiecarei specii de buruieni.
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Figura 2.10. Efectul erbicid al diferitelor concentratii de extract de Chelidonium majus asupra

Solanum nigrum.

Figura 2.11. Efectul erbicid al diferitelor concentratii de extract apos de busuioc asupra Solanum

nigrum.

2.3. Efectul erbicid al uleiurilor esentiale

Efectul erbicid al uleiurilor esentiale asupra germinarii si cresterii speciilor de buruieni este
evaluat folosind testul volatil [Souza Filho et al., 2009] si pe cel de contact [Sari¢-Krsmanovi¢
et al., 2019].
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Etapele protocolului de lucru

1)

2)

6)

uleiurile esentiale sunt achizitionate sau obtinute din material vegetal colectat si uscat
prin hidrodistilare timp de 2,5 ore intr-un aparat de tip Clevenger

o solutie de uleiuri esentiale se prepara in diferite concentratii (de la 0,1 la 1%) cu apa
distilata si se emulsioneaza cu Tween.

in experimentul cu testul volatil, semintele speciei de buruieni sunt asezate in placi
Petri pe hartie de filtru umezita cu apa, in timp ce o solutie de ulei esential se aplica pe
hartia de filtru atasata pe partea superioara a capacului. Drept control, se foloseste apa
distilata.

in experimentul cu testul de contact, semintele speciei de testat se pun in placi Petri
pe hartie de filtru umezita cu o solutie de uleiuri esentiale. In lotul control, semintele
speciei de testat sunt germinate fara uleiuri esentiale folosind doar apa distilata.

in ambele metode, semintele sunt incubate la temperaturi alternate sau constante si in
conditii de lumind/intuneric optime pentru germinatia si cresterea fiecarei specii de
buruieni.

evaluarea potentialului erbicid al extractelor de plante si al uleiurilor esentiale.

Pentru toate metodele mentionate anterior, la sfarsitul perioadei de incubatie, pentru

determinarea potentialului erbicid se masoara urmatorii parametri: germinatia, lungimea

radacinilor si lastarilor si greutatea proaspata si uscata.

Procentul de germinare este calculat pentru fiecare replicare folosind formula:

o G (germinare) = (seminte germinate/total seminte) x 100.
Perioada de incubatie este diferitad pentru fiecare specie testata si este in medie de la
8 la 12 zile.
Toate datele colectate sunt analizate statistic folosind testul ANOVA si diferentele
dintre mediile parametrilor masurati pentru fiecare specie de buruieni sunt testate cu
testul LSD la un nivel de probabilitate de 0,05.
Extractele din plante si uleiurile esentiale sunt clasificate in functie de potentialul lor de
inhibitie, adica procentul de inhibitie in comparatie cu controlul. Cele mai promitatoare

materiale sunt testate in continuare in experimente in sera.
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Capitolul 3. Utilizarea plantelor medicinale ca ingrediente cu proprietati
imbunatatite in industria produselor functionale de panificatie si patiserie
(P1-USVT)

3.1. Introducere
Plantele aromatice si medicinale includ un numar foarte mare de plante care apartin unor familii
botanice diferite si au o durata de viata anuala, bienala sau multianuala.
Plantele medicinale:
1 au fost folosite de mii de ani in bucatarie si sunt ieftine, cu disponibilitate crescuta si
sanatoase
in mese sunt privite ca o alternativa la utilizarea substantelor chimice sintetice
sunt utilizate in mai multe formulari medicinale, atat pentru vindecarea, céat si pentru
prevenirea bolilor
1 sunt utilizate in sectorul alimentar ca antioxidanti naturali pentru a preveni oxidarea
lipidelor
1 sporesc valoarea nutritiva a alimentelor si ofera gust la o varietate de bauturi.
Plantele medicinale pot fi addugate ca atare sau sub forma de extracte, uleiuri esentiale in

produsele de panificatie cu urmatorul scop:

i) pentru a imbunatati proprietatile senzoriale ale produselor
ii) pentru un efect antioxidant determinat de principiile active polifenolice
iii) pentru un rol antimicrobian datoritd compusilor antifungici si antibacterieni activi

biologic gasiti in plantele medicinale.
Plantele contin compusi fenolici, glucozinolati, glicozide cianogenice, oxilipine si alcaloizi.
Alimentele bogate in metaboliti secundari si compusi bioactivi, cum ar fi flavonoidele, alcaloizii
si altele, sunt recomandate pentru consum de céatre ghidurile alimentare pentru a preveni
stresul, hipertensiunea si bolile cardiovasculare [Rivera et al., 2010].
Valoarea plantelor medicinale din familia Lamiaceae consta in producerea unei game largi de
metaboliti secundari cu activitati puternic antibacteriene, antioxidante, antiinflamatorii,
antimicrobiene, antivirale si anticancerigene [Carovi¢-Stanko et al., 2016].
In sectiunile urmétoare vor fi prezentate cateva exemple de plante medicinale utilizate in
produsele de panificatie pentru imbunatatirea proprietatilor senzoriale, dar si pentru efectele

antioxidante si antifungice.
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3.2. Plante medicinale folosite pentru a imbunatati gustul, culoarea si aroma produselor
de panificatie

Plantele medicinale adaugate in diferite forme de preparare a aluatului imbunatatesc

proprietatile senzoriale, avand efecte pozitive sau negative asupra proprietatilor sale reologice

(Lavandula angustifolia, Cichorium intybus) (Figura 3.1).

) % /7 e,

Figura 3.1. Cichorium intybus si Lavandula angustifolia — plante medicinale folosite in industria de
panificatie.

Ca urmare a gamei largi de utilizare, se folosesc tot timpul anului, proaspete sau uscate.
Tendinta de utilizare a colorantilor naturali in detrimentul celor artificiali, sintetici, este din ce
in ce mai raspandita in randul consumatorilor, iar unele plante medicinale, prin caracteristicile
lor de culoare, pot reprezenta alternative sanatoase la colorantii chimici sintetici in industria
alimentara, astfel:

Menta — este o planta racoritoare care poate fi folosita in prajituri, fursecuri, creme, glazuri si
ciocolata. Aroma sa racoritoare si usor dulce este perfecta pentru deserturi. Menta si menta
creata sunt cele mai comune soiuri folosite in cofetarie. Se potriveste bine cu ciocolata si fructe
precum fructele de padure si citricele [Sik et al., 2023].

Busuiocul — este o planta cu aroma dulce, usor piperata, care poate fi folosita in produse de
patiserie dulci, cum ar fi prajiturile, briosele si inghetata, precum si in produse de copt sarate,
cum ar fi painea focaccia sau pizza. Se potriveste bine cu fructe, precum capsuni, piersici si
zmeura [Calderon Bravo et al., 2021].

Lavanda — este o planta aromata care este adesea folosita in deserturi precum fursecuri,
prajituri si inghetata. Aroma sa usor dulce adauga o culoare violet unica produselor de
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patiserie. Se potriveste bine cu arome de citrice si adauga o aroma unica produselor coapte
[Valkova V, et al., 2021].

Coriandrul — este o planta populara folosita la copt pentru a adauga produselor o aroma
proaspata, similara citricelor. Coriandrul uscat poate fi adaugat si in aluaturi, pesmet sau folosit
pentru a asezona produse de patiserie savuroase. Se potriveste bine cu ciocolata si poate fi
folosit pentru a da o aroma unica produselor de patiserie, painii, biscuitilor sarati si dulci [Sriti
et al., 2019].

Cimbrul - este o planta folosita adesea in mancaruri sarate, cum ar fi painea, pizza si focaccia,
dar poate fi folosita si in produse dulci de copt, cum ar fi fursecurile. Aroma sa paméantoasa si
usor de menta este un adaos grozav la produsele de copt cu unt.

Salvia - are o aroma usor amara, pamanteasca si este adesea folosita in produse de copt
sarate, cum ar fi painea, biscuitii si toppinguri. De asemenea, poate fi folosita in produse dulci
de copt, cum ar fi fursecuri si biscuiti [Bassiouny et al., 1990].

Rozmarinul — este o planta aromatica lemnoasa care poate fifolosita in produse dulci de copt,
cum ar fi painea si biscuitii. De asemenea, poate adauga o aroma unica produselor de copt,
in special painii, quiche-urilor si tartelor. Pur si simplu se taie cateva frunze proaspete de
rozmarin si se amesteca in aluatul de paine sau de patiserie inainte de coacere [Valkova et
al., 2021].

Oregano — este o planta aromata care functioneaza bine in produsele de copt sarate, cum ar
fi crusta de pizza si focaccia. Poate fi tocat fin si amestecat in aluat sau folosit ca topping cu
sare si ulei de masline.

Briose TPA BIO FUNCTIONALE pe baza de faina de gréu integral, flori de lavanda si radacina
de cicoare cu proprietati nutritive ridicate, indice glicemic scazut, potential biologic ridicat si
eficientd economic, a caror tehnologie de fabricatie poate fi implementata in unitatile de

panificatie (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Briose TPA BIO FUNCTIONALE.

3.3. Plantele medicinale ca agenti antioxidanti in produsele de panificatie

Adaugarea a 5% extract de Camellia sinensis, Asparagus racemosus si Curcuma longa
(Figura 3.3) a crescut capacitatea antioxidanta a péinii fara a modifica proprietatile senzoriale.
Proprietatile antioxidante ale pudrei de ceai verde care inlocuiesc o parte din faina in prajiturile
de tip pandispan au fost, de asemenea, raportate de Sik si colab., 2023.

Figura 3.3. Camellia sinensis, Asparagus racemosus si Curcuma longa — plante medicinale cu

proprietati antioxidante
Acizii galic si tanic au influentat proprietatile glutenului si au produs pelicule mai rigide si mai
groase, cu permeabilitate mai mica la vapori.
Urmatoarele sectiuni cuprind diferite retete de produse de panificatie cu plante medicinale
adaugate, oferind o descriere detaliata a ingredientelor utilizate si a aspectului produsului final.
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Péaine cu Curcuma longa L. (Figura 3.4)

Etapele retetei - Ingrediente

faina alba pentru péaine
sare

pulbere de turmeric
drojdie cu actiune rapida
ulei de masline

apa.

Figura 3.4. Aspectul péinii cu turmeric.

Atentie!!!

Pulberea de turmeric (Curcuma longa L.) a fost folosita pentru a inlocui 0%, 2%, 4%,
6% si 8% din faina de grau pentru fabricarea painii cu turmeric.

Un aport zilnic de 50 g sau doua felii de paine cu turmeric cu 4% inlocuire a fainii de
grau cu pulbere de turmeric poate furniza aproximativ 4,6 mg de curcumina si 40,12
mg GAE de compusi fenolici totali care pot aduce beneficii suplimentare pentru
sanatatea corpului uman [Lim et al., 2011].

Datele privind doza exactad recomandatd a acestor substante fitochimice nu sunt
disponibile, cu toate acestea, au fost efectuate diferite studii in vitro si in vivo pentru a

analiza efectele lor biologice.

Prajitura dietetica cu jeleu de catina (Hippophae rhamnoides)_(Figura 3.5)

Etapele retetei - Ingrediente

* Faina integrala de grau
* Lapte
» Drojdie
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 Zaharina
e Unt
e Qua

» Jeleu de catina (Hippophae rhamnoides).

Figura 3.5. Prajitura dietetica cu jeleu de catina.

Péine cu aluat de salvie (Figura 3.6)
Etapele retetei - Ingrediente
* Apa-697g (73%)
» Drojdie - 191 g (20%)
» Faina totala - 955 g (100%)
* Faina de péine - 859 g (90%)
» Faina integrala de grau - 95 g (10%)
o Usturoi prajit - 29 g (3%)
» Salvie-10g (1%)
+ Sare-199g (2%)
» Total 1900 g (199%) [https://vituperio.com/roasted-garlic-sage-sourdough-bread/].

30



Co-funded by
the European Union

Figura 3.6. Paine cu salvie

Paine de grau, secara si cicoare (Figura 3.7)
Etapele retetei - Ingrediente
e Faina-275¢g

e Faina de secara-275¢g

e Sare—1,5 lingurite

e Zahar—1.,5 linguri

e Drojdie — 1,5 lingurite
e Otet - 1/2 lingurita

e (Cicoare — 1,5 linguri

e Chimen - 2 linguri
e Apa-400...420 mL

e Ulei vegetal - 3 linguri.

Figura 3.7. Péaine de grau, secara si cicoare.
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Paine cu papadie (Figura 3.8)

Etapele retetei - Ingrediente

Petale de papadie - 2 cana
Lapte - 1 Cana

Drojdie activa uscata - 1 lingura
Apa calda - Y2 cana

Miere - V4 de cana

Sare - 2 lingurite

Unt moale - Y2 cana
Oua - 2 bucati

Faina de grau - 5 cani.

Figura 3.8. Paine cu papadie

Paine cu oregano (Figura 3.9)

Etapele retetei - Ingrediente

faina de grau

drojdie uscata activa sau drojdie proaspata

zahar

ulei de masline extra virgin

miere

sare de mare

oregano proaspat [https://thegreekfoodie.com/greek-bread-with-oregano-and-olive-
oil/].
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Figura 3.9. Paine cu oregano

Atentie!!!

Variatia datelor privind parametrii de fabricare a painii a fost observaté atunci cand
péainea a fost preparata prin incorporarea de oregano uscat intr-o proportie de 1, 2, 3
Si 4% in faina [Dhillon and Kaur Amarjeet, 2013].

Volumul specific (4,72 cc/g) a fost cel mai bun la proportia de 1% oregano si a scazut
la 4,22 cc/g la 4% oregano in amestec.

Oregano a crescut, de asemenea, greutatea painii de la 145 g la 1 % oregano la 149
g la 4 % oregano in paine.

La o proportie de oregano de 2%, absorbtia de apa a fost de 72.24% si a crescut la
75% la 4% oregano.

Acest lucru a aratat ca nivelul crescut de oregano a avut un efect negativ asupra

volumului specific de péine.

Chifle cu cimbru (Satureja hortensis L.) (Figura 3.10)

Etapele retetei - Ingrediente

faina integrala de grau - 4 cani (512 g)

sare - 2 lingurite (10 g)

zahar - 2 lingurite (8 g)

drojdie uscata - 2 lingurite (8 g)

frunze de cimbru proaspat tocate - 2 linguri

apa - 2 cani (454 9)
[https://www.sidechef.com/recipes/8333/no_knead thyme_dinner_rolls/].
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Figura 3.10. Chifle cu cimbru.

Atentie!!!

% Adaugarea de cimbru (substanta uscata, precum si ulei esential) in reteta de péine a
dus la o activitate antifungica atat impotriva Penicillium, cét si impotriva Aspergillus.

% Adaugarea de cimbru a determinat o lipsa a unei alterari fungice sau bacteriene timp
de patru zile, indicand potentialul sdu conservant pentru paine [Skendi et al., 2020].

% Prin incorporarea plantei aromatice in forma uscata in vitro, se poate obtine un efect

antifungic in produsele de panificatie [Skendi et al., 2020].

Rulouri cu rozmarin

Etapele retetei — Ingrediente (Figura 3.11)
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Usturoi
Faina alba Apa Miere Drojdie Rozmarin pulbere Sare

T T S S SR
J

Pregatirea materialelor brute si auxiliare

Y | R T

Dozarea materialelor brute si auxiliare 0
( Pregatirea aluatului (framantare) 0

Y

Fermentare O

I

Divizare 0

Modelare O

Asezare in tawo

Coacere 0

(
(
(
b
(
(

Racire 0

A A

(Ambalare/servireo

Figura 3.11. Protocol schematic de preparare a rulourilor cu rozmarin.
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Figura 3.12. Rulouri cu rozmarin.

Briose cu menta (Figura 3.13)
Etapele retetei — Ingrediente

* spanac, proaspat - 2 cani

» ulei de cocos, topit - 1/2 cana

* sos de mere -1 cana

» extract de menta - 1 lingurita

* oua -2 bucati

+ faina de ovaz - 1 3/4 cana

» praf de copt - 1 1/2 lingurita

» bicarbonat de sodiu - 1/2 lingurita

* sare - 1/2 lingurita

» chipsuri de ciocolata - 1 cana [https://www.milehighmitts.com/mint-chocolate-chip-oat-

5

AT 5

muffins-naturally-colored-gluten-free-dairy-free-sugar-free-option-vegan-option/].

Figura 3.13. Briose cu menta.

Paine dulce cu lavanda (Figura 3.14)

36



)
R Co-funded by }\/
the European Union
EUROPLANT-ACT

Etapele retetei — Ingrediente

lapte - 3/4 cana

flori uscate de lavanda tocate - 2 linguri
faina de grau - 2 cani

praf de copt - 1 1/2 lingurita
sare - 1/4 lingurita

unt moale - 6 linguri

zahar - 1 cana

oua - 2

glazura simpla

zahar pudra - 1 cana

extract de vanilie - 1/2 lingurita
suc de laméie - 1/2 lingura

lapte - 1 1/2 lingura [https:/www.aliikulalavender.com/lavender-tea-bread/].

Figura 3.14. Péine dulce de lavanda

Biscuiti cu cuisoare

Etapele retetei — Ingrediente (Figura 3.15)
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FAINA UNT CUISOARE iNDULCITOR

! ! ! |

ACLIMATIZARE DOZARE DOZARE DOZARE

Y Y

DOZARE DIZOLVARE

. v
FRAMANTARE |«

|

RULARE SI
MODELARE

}

COACERE

|

RACIRE

v

Y

AMBALARE

|

LIVRARE

Figura 3.15. Protocol schematic al prepararii biscuitilor cu cuisoare.

Figura 3.16. Biscuiti cu cuisoare.
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3.4. Plantele medicinale ca agenti antimicrobieni in produsele de panificatie

Plantele medicinale sunt folosite in industria de panificatie cu rol de condiment, pentru a
imbunatati proprietatile gustative si aromatice ale produselor, dar si ca agent antimicrobian
impotriva microorganismelor daunatoare din produsele de panificatie. Painea si produsele de
panificatie sunt predispuse la deteriorarea produselor provocata de mucegai (dupa cateva zile
de depozitare), iar pentru a evita acest fenomen sunt necesari conservanti alimentari sau
ambalaje in atmosfera modificata.

Cele mai frecvente specii de mucegai care apar in produsele de panificatie sunt: Penicillium,
Cladosporium, Aspergillus, Neurospora si Mucor, Penicillium fiind identificat ca cea mai
comuna sursa de alterare a painii.

Mai multe tipuri de uleiuri esentiale, in special cele apartindnd familiei Lamiaceae si
Umbellifere, sunt mentionate ca agenti antimicrobieni folositi in industria de panificatie,
rezultand un produs cu termen de valabilitate extins si cu siguranta sporita.

Perioada de valabilitate a produselor de panificatie depozitate la temperatura camerei este
limitatd la 3-4 zile si este influentatd de alterarea microbiand din cauza mucegaiurilor, in
principal Penicillium sp. si alte ciuperci (Aspergillus, Monilia, Mucor, Endomyces,
Cladosporium, Fusarium sau Rhizopus). Datorita compozitiei sale chimice, Origanum vulgare
ajuta la prelungirea termenului de valabilitate, a calitatilor nutritive ale multor produse, precum
painea si produsele de panificatie, cerealele.

Doua componente antifungice prezente in uleiurile esentiale, carvacrolul si eugenolul, ar putea
fi considerate agenti antifungici puternici. Uleiurile esentiale au proprietati antifungice. Se stie
ca uleiurile de cimbru, scortisoara si cuisoare inhiba ciuperca responsabila de procesul de
alterare, in timp ce uleiurile de portocale, salvie si rozmarin au avut doar un efect neglijabil
(Figura 3.17).
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Figura 3.17. Cimbru, scortisoara si cuisoare utilizate in produsele de panificatie.

Riscul pentru sanatatea umana este dat de faptul ca in urma contaminarii cu ciuperci rezulta

micotoxine cu efecte hepatotoxice, cancerigene.

Micotoxinele sunt metaboliti secundari fungici care induc efecte toxice acute si cronice la

oameni si animale. Contaminarea concomitenta a produselor pe baza de cereale cu mai multe

micotoxine a fost raportata din ce in ce mai mult, inclusiv in alimentele consumate in mod

obisnuit de copii. Cele mai importante grupe de micotoxine sunt:

Aflatoxine (AFLA)

Ochratoxina A (OTA)

Trichotecene (deoxinivalenol DON, nivalenol)
Zearalenona (ZEA)

Fumonisine (FUMO).

Micotoxinele pot fi gasite in paine, cereale pentru micul dejun, produse de patiserie.

Procesarea nu poate decéat sa reduca numarul de micotoxine, nu eliminarea totala a acestora.

S-a demonstrat ca unele plante folosite in mod traditional prezinta proprietati toxice asupra

ciupercilor.
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Plante medicinale ca: Occimum gratissimum, Cymbopogon citratus, Xylopia aethiopica,
Monodera myristica, Sizygium aromaticum, Cinnamomum verum si Piper nigrum sunt eficiente
in inhibarea formarii acidului non-sorbic, precursor in procesul de sinteza a aflatoxinelor.
Preparatele naturale din emulsii pe baza de uleiuri esentiale au fost folosite ca agenti
antifungici in panificatie.

Sunt necesare studii suplimentare pentru dezvoltarea unor strategii comune pentru controlul

si prevenirea dezvoltarii fungice si a micotoxinelor in produsele de panificatie si patiserie.

3.5. Activitatea plantelor medicinale impotriva bacteriilor patogene predominante in
industria alimentara
Prevenirea deteriorarii alimentelor si a aparitiei agentilor patogeni care provoaca toxiinfectii
alimentare se realizeaza, de obicei, prin utilizarea aditivilor chimici care au o serie de efecte
negative, inclusiv: pericolele pentru sanatatea umana induse de compusii chimici, aparitia
reziduurilor chimice in alimente si in lanturile alimentare si dobandirea rezistentei microbiene
la substantele chimice utilizate.
Ca urmare a acestor griji, este mai important ca niciodata sa gasim o alternativa naturala,
sanatoasa si sigura la conservanti. De ceva timp, extractele de plante sunt folosite pentru a
preveni intoxicatiile alimentare si pentru a conserva alimentele.
Unele dintre provocarile cu care se confrunta producatorii de péaine includ prelungirea duratei
de valabilitate prin reducerea rancezirii si scaderea deteriorarii microbiene, deoarece aceste
modificari duc la deteriorarea painii si a altor produse de panificatie. Pentru a depasi aceste
dificultati si pentru a creste durata de valabilitate, sunt utilizati antioxidanti disponibili comercial
si conservanti chimici, cum ar fi inhibitorii de mucegai.
O varietate de uleiuri esentiale pot opri dezvoltarea germenilor periculosi in produsele de
panificatie, prelungindu-le durata de valabilitate si imbunatatind siguranta acestora, cum ar fi
cimbru, scortisoara, oregano, iarba de lamaie etc.
Majoritatea partilor comestibile ale plantelor medicinale includ urme de acizi hidroxibenzoic si
hidroxicinamic, doua tipuri de acizi fenolici care actioneaza ca sistem de aparare a plantelor.
Datorita potentialului lor de conservanti naturali ai alimentelor, agenti de aromatizare si agenti
de decontaminare, uleiurile esentiale de plante atrag mult interes in industria alimentara fiind,

de asemenea, recunoscute in general ca sigure — GRAS (Figura 3.18).
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Figura 3.18. Acizi hidroxibenzoici si hidroxicinamici.
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Capitolul 4. Tendintele si metodele actuale de evaluare in vitro a activitatii
biologice (CO - UMFVBT)

4.1. Introducere
Testele in vitro realizate pe celule reprezinta primul pas in cercetarea preclinica, fiind aplicate
ca instrument cheie in evaluarea activitatii biologice a noilor candidati cu potential
farmacologic. In plus, studiile in vitro oferé date relevante privind mecanismul lor potential de
actiune (caile de semnalizare implicate), precum si aspecte despre toxicitatea lor. Au fost
precizate si alte avantaje legate de utilizarea liniilor celulare ca modele in vitro, dupa cum
urmeaza: (i) implica metode eficiente din punct de vedere al timpului si al costurilor, (i) sunt
modele ,controlabile” (in special in cazul culturilor monostrat/ culturile aderente), si (iii) sunt
disponibile in literatura mai multe tehnici standardizate pentru astfel de modele [Capula et al.,
2019].
Pe langa beneficiile utilizarii modelelor si testelor in vitro, au fost identificati mai multi factori
care ar putea avea un impact asupra rezultatelor, conducand la date nesigure, de aceea
trebuie luate in considerare unele principii de baza atunci cand se proiecteaza si se efectueaza
experimente in vitro [Capula et al., 2019], precum:

1) Selectarea liniei celulare adecvate
Inainte de a proiecta un experiment in vitro, este obligatoriu sa se selecteze liniile celulare
considerate modele eligibile pentru scopul urmarit in studiul de cercetare.
Liniile celulare pot fi obtinute: (i) intern/ in laboratorul propriu (necesita autentificare, informatii
clinice detaliate si utilizarea explicita a liniei), (i) prin achizitie de la alte laboratoare (necesita
carantind, autentificare si caracterizare pentru a confirma caracteristicile specifice ale
celulelor) sau (iii) prin cumpdarare de la banci de celule avizate (pachetul include datele de
autentificare, rezultatele testelor privind contaminarea cu microorganisme si informatii despre
stocarea liniei celulare si metoda de subcultura specifica) [Geraghty et al., 2014].
Important!!! Toate liniile celulare utilizate in experimente trebuie sa fie autentificate si
necontaminate!!!

Colectii de culturi celulare/banci de celule recunoscute: American Type Culture Collection

(ATCC) (www.atcc.org); CellBank Australia (www.cellbankaustralia.com); Coriell Cell

Repository (http://ccr.coriell.org); Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

(DSMZ) (www.dsmz.de); European Collection of Animal Cell Cultures (ECACC) (www.phe-

culturecollections.org.uk/); National Institutes of Biomedical Innovation, Health and Nutrition,
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Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB) (https://cellbank.nibiohn.go.jp/english);
NIH Stem Cell Unit (https://stemcells.nih.gov/NIH-Stem-Cell-Research); RIKEN Gene Bank
(https://web.brc.riken.jp/en/), UK Stem Cell Bank (UKSCB) (https:/nibsc.org/ukstemcellbank);
WiCell (www.wicell.org) [Geraghty et al., 2014].

Tipuri de culturi celulare si linii celulare:
Cultura celulara este un termen folosit pentru a descrie mentinerea sau cultivarea celulelor
in vitro, inclusiv cultura celulelor individuale. Culturile celulare pot fi:

- culturi primare - sunt obtinute direct din tesuturi excizate si culturi, sub forma cultura
explant sau ca suspensie de celule unice prin digestie enzimatica

- culturi continue — sunt formate dintr-un singur tip de celula care poate fi extins
secvential in cultura fie pentru un numar limitat de diviziuni celulare, fie pe termen nelimitat.
O linie celulara provine dintr-o cultura primara si este rezultatul primei subculturi de succes.
Liniile celulare pot fi clasificate astfel:

- celule primare - sunt obtinute direct din tesutul uman si sunt cunoscute ca ,finite”,
deoarece proliferarea lor se opreste dupa un numar limitat de diviziuni celulare

- celule transformate - pot fi dezvoltate fie natural, fie prin manipulare genetica si sunt
cunoscute si sub numele de linii celulare imortalizate

- celule cu capacitate de auto-reinnoire — au capacitatea de a se diferentia intr-o
diversitate de alte tipuri de celule; exemple de acest tip de celule: celule stem embrionare,
celule stem neuronale si intestinale, celule stem pluripotente [Segeritz and Vallier, 2017;
Coecke et al., 2005].

2) Selectarea unui solvent adecvat pentru compusii de testat:

- un solvent necorespunzator poate afecta stabilitatea compusului test, ducand la
determinarea incorecta a concentratiei

- solventul ales nu trebuie sa fie toxic pentru celule la concentratia finala folosita
[Capula et al., 2019].

3) Concentratia compusilor de testat

- 0 gama larga de concentratii trebuie testata atunci cand se efectueaza un screening
al compusilor noi, urmata de un interval restrans dupa ce a fost identificatd concentratia care
a declansat un raspuns [Capula et al., 2019].

4) Expunerea la medicamente/durata tratamentului

- durata unui tratament in vitro trebuie séa fie corespondentul situatiei in vivo

- trebuie luat in considerare si metabolismul compusului testat [Capula et al., 2019].
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5) Densitatea la cultivare si momentul analizei — este dependenta de linia celulara
[Capula et al., 2019].

Inainte de a incepe lucrul cu linii celulare, se recomand& cunoasterea urmétoarelor aspecte

fundamentale:

R/

« liniile celulare sunt formate din celule care au capacitatea de a prolifera pentru perioade

indelungate in vitro si pot fi pastrate prin subcultura succesiva (procedura cunoscuta si

sub numele de pasajul celulelor in cultura)

¢ liniile celulare finite pot fi subcultivate de mai multe ori, dar dupa un numar de pasaje

(60-70 de dublari ale populatiei celulare) ating starea de senescenta si inceteaza sa se

mai reproduca; pot fi mentinute bine caracterizate, dar pot sa apara modificari in

morfologia lor pe masura ce se apropie de senescenta

% liniile celulare continue pot fi subcultivate la infinit; sunt derivate din tumori sau tesuturi

embrionare normale; prezinta o stabilitate ridicata dupa pasaje pe termen lung in vitro,

totusi pot suferi modificari considerabile si ireversibile [Coecke et al., 2005].

Atentie!!! Se recomanda ca toate tipurile de linii celulare sa aiba stocuri crioconservate de

celule la numar de pasaj mic!!!

% fazele de crestere ale celulelor normale sunt:

O

faza de latenta (lag) — este faza de dupa cultivare cand celulele nu se divid, ci doar
se adapteaza la conditiile de cultura; este dependenta de faza de crestere a liniei
celulare la momentul subcultivarii/pasajului si de densitatea de cultivare

faza de crestere logaritmica (log) sau exponentiala — se caracterizeaza printr-o
crestere exponentiald a celulelor care se mentine pana cand intreaga placa este
ocupatd sau concentratia celulard depaseste capacitatea mediului de crestere;
populatia celulara este considerata a fi cea mai viabila in acest moment; este faza
potrivitd pentru evaluarea functiilor celulare si pentru determinarea timpului de
dublare a populatiei; de asemenea, se recomanda efectuarea procedurii de
subcultivare (efectuarea pasajului celular prea tarziu poate duce Ila
supraaglomerarea celulelor, apoptoza si senescenta)

faza de platou sau faza stationara — populatia celulara devine confluenta si
proliferarea incetineste; este faza in care celulele sunt cele mai susceptibile la
leziuni

faza de declin — se caracterizeaza prin cresterea mortii celulare si reducerea

numarului de celule viabile datorita progresiei naturale a ciclului celular.
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% varsta in vitro a unei culturi celulare poate fi definita prin:
numarul de pasaje (subcultivari) — de cate ori o linie celulara a fost subcultivata

timpul de dublare a populatiei celulare (DT) — timpul necesar unei culturi pentru

©)
)
a-si dubla numarul
DT =T In2/In(Xe/Xb),
unde T este timpul de incubatie in orice unitate

Xb este numarul celulelor la inceputul perioadei de incubare
Xe este numarul celulelor la sfarsitul timpului de incubare [ATCC - Animal Cell Culture Guidel].

Faza exponentiala Faza de platou
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E
o
]
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o
o
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Figura 4.1. Exemplu de curba de crestere a celulelor in cultura. Se recomanda efectuarea procedurii
de subcultivare atunci cand celulele sunt in faza log (exponentiald) de crestere [ATCC - Animal Cell
Culture Guide].

In sectiunile urmatoare vor fi furnizate cateva instructiuni de baza cu privire la etapele implicate
in pregatirea unei linii celulare pentru teste in vitro realizate de celule bidimensionale (2D) din
momentul primirii criotubului cu celule de la banca de celule pana la adaugarea compusilor de

testat. Protocolul se refera la celule de mamifere aderente cultivate in monostrat.
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4.2. Pregatirea unei linii celulare pentru testele in vitro realizate pe celule

4.2.1.

Reguli generale de siguranta in laboratorul de cultura celulara

Activitatile in laborator sunt efectuate doar de catre personal instruit

Personalul trebuie sé poarte intotdeauna echipament de protectie personaléd (halate de
laborator si halate tip pelerind de unicé folosinta, boneta, botosi de unica folosinta,
maénusi, ochelari de protectie) la intrarea in laborator, echipament care se scoate la
iesirea din laborator.

Nu este recomandaté expunerea pielii in pantofi deschisi, pantaloni scurti i fuste.
Consumul de alimente, bauturi, depozitarea alimentelor, fumatul, aplicarea produselor
cosmetice sau manipularea lentilelor de contact sunt interzise in laboratorul de culturi
celulare.

Telefoanele mobile nu trebuie folosite in timpul lucrului in laboratorul de culturi celulare.
Articolele de imbracaminte largi (de exemplu, esarfe, coliere atarnate) trebuie
indepartate inainte de a incepe lucrul, iar parul trebuie legat la spate.

Toate suprafetele de lucru trebuie decontaminate inainte si dupd experimente si
imediat dupa orice védrsare sau stropire cu material potential infectios cu un
dezinfectant adecvat. Echipamentul de laborator trebuie curétat in mod obisnuit, chiar
daca nu este contaminat.

Toate articolele de laborator care au fost in contact cu agenti potential infectiosi sau
periculosi trebuie decontaminate inainte si dupé lucrul cu acestea.

Suprafetele de lucru trebuie dezinfectate temeinic cu etanol (EtOH) 70% inainte si dupéa
utilizare.

Pentru manipularea sterila, mainile si zonele de lucru trebuie sterse intotdeauna cu
EtOH 70%, iar toate placile de cultura aduse din exterior, sticlele de mediu sau alte
recipiente/consumabile trebuie sé fie decontaminate cu EtOH 70% inainte de a le
introduce in hota cu flux laminar pentru culturi celulare.

Mediile de crestere celulara si alti reactivi nu trebuie turnate direct din sticle sau placi
pentru a evita contaminarea; trebuie folosite pipete serologice sterile.

Mainile trebuie spélate inainte de a parasi laboratorul de culturi celulare.
Responsabilul de laborator trebuie sé fie anuntat in cazul expunerii sau varsarii de
agenti infectiosi sau periculosi pentru a oferi sfaturi cu privire la o strategie adecvata
de izolare si decontaminare [Segeritz and Vallier, 2017; Gibco Cell Culture Basics,
ATCC - Animal Cell Culture Guide; ECACC Handbook].
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Figura 4.2. Exemplu de organizare a consumabilelor si reactivilor in hota cu flux laminar pentru culturi

celulare [Gibco Cell Culture Basics].

4.2.2. Tabelul cu resurse esentiale pentru procedurile de dezghetare/subcultivare/

crioconservare a unei linii celulare

Tabel 1. Resurse cheie pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare

Linia celulara

Linia celulara testata

Reactivi
Mediu de cultura pentru liniile celulare (specific

pentru fiecare linie celulara)

Ser fetal bovin (FBS/FCS)

Producator

American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, US

The European Collection of Authenticated Cell
Culture (ECACC), Salisbury, UK

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Producator

American Type Culture Collection (ATCC),
Manassas, US

The European Collection of Authenticated Cell
Culture (ECACC), Salisbury, UK

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
PAN-Biotech GmbH, Bayern, Germany

ATCC, Manassas, US

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
PAN-Biotech GmbH, Bayern, Germany
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Suplimente de crestere in culturd a celulelor

(dependent de fiecare linie celulara)

Solutie de antibiotice pentru culturi celulare

(dependent de linia celulara)

Solutie tripsina/EDTA (TE)

Solutie Tripan blue 0,4%

Etanol 70% (ca dezinfectant)

Solutie tampon fosfat (PBS), pH=7,4 pentru

culturi celulare
Dimetilsulfoxid (DMSO)

H20 (apirogen)

ATCC, Manassas, US

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany

ATCC, Manassas, US

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Chimopar SA, Bucharest, Romania
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Germany

* Nota: Pot fi utilizati si reactivi/substante chimice echivalente de la alti furnizori.

Consumabile
Placi de cutura (75 cm?)

Placi de cultura (25 cm?)

Placi de cultura cu 96 de godeuri (cu fund plat),

6, 12 si 24 de godeuri (Eppendorf, Cyto-one)
Tuburi Falcon pentru centrifuga (15 mL)
Tuburi Falcon pentru centrifuga (50 mL)
Tuburi Eppendorf (1,5mL, 2 mL, 5 mL)
Suport tuburi

Criotuburi (2 mL)

Varfuri pipete sterile

Pipete serologice sterile (10 mL, 25 mL)

Producator

Eppendorf, Hamburg, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Starlab Schweiz AG, Switzerland
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany

Eppendorf, Hamburg, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Eppendorf, Hamburg, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Eppendorf, Hamburg, Germany
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Pipete Pasteur sterile
Tavite reactivi pentru pipetele multicanal

Lamele pentru camera de numarare Countess™
Cell Counting

Lamele de sticla pentru camera de numarare
Neubauer

Numarator pentru celule manual

Containere pentru gunoi

Marker permanent

Creioane

Manusi de nitril sterile

Manusi speciale pentru manipularea azotului
lichid

Echipament de protectie pentru personalul care
lucreaza in laborator (halat de laborator/ halat tip
pelerind, botosi de wunica folosinta pentru
incaltdminte, masca de protectie si ochelari de

protectie pentru manipularea azotului lichid))

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

Merck KGaA, Darmstadt, Germany

* Nota: Pot fi utilizate si consumabile echivalente ale altor furnizori. Toate consumabilele

trebuie sa fie sterile atunci cand sunt utilizate pentru culturi celulare.

Echipament/ Etichetare

Hota cu flux laminar pentru culturi celulare
(Microflow ABS Class Il Cabinet ABS 1500 CLS2-
MK2)

Incubator pentru culturi celulare (Binder CB-170)
Microscop inversat cu faza de contrast si
fluorescenta (Olympus IX73 and Cytation 1)
Baie de apa (Raypa)

Centrifuga (Boeco S-8)

Centrifuga cu modul de racire (Hermle Centrifuge
Z 326 K)

Frigider (4°C)
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BINDER GmbH, Germany

Olympus, Tokyo, Japan
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R. Espinar, S.L., Spain

Boeco, Hamburg, Germany

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Germany
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Congelator (-20°C) Arctic, Romania

Congelator (-80°C) (Ultra Low Temperature Sanyo, Osaka, Japan

Freezer MDF-U3386S)

Tanc stocare azot lichid (MVE Cryosystem 750)  MVE Biological Solutions, GA 30107
Camera de numarat celule (Neubauer chamber) Neubauer Hemacytometer

Numarator automat de celule (Countess Il FL ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Automated Cell Counter)

Pipete cu volum ajustabil Eppendorf, Hamburg, Germany

Pipete multicanal Eppendorf, Hamburg, Germany

Suport pentru pipete serologice (Easypet® 3) Eppendorf, Hamburg, Germany

Balanta analitica (Sartorius CP 324S) Sartorius, Goéttingen, Germany

Container de inghetat criotuburile cu celule de tip ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA
Mr. Frosty

Autoclava (Pol-EKO SLW 53) POL-EKO®, Wodzistaw Slgski, Poland

* Nota: Pot fi utilizate si echipamente echivalente ale altor furnizori.

4.2.3. Etapele protocolului de lucru descrise in detaliu

Note generale!!! Pentru fiecare linie celulara achizitionatd trebuie urmat protocolul
recomandat de producétor!!! Toate solutiile si echipamentele care vin in contact cu celulele
trebuie sa fie sterile!!! Daca nu se specifica altfel, toate procedurile trebuie efectuate in hota
cu flux laminar, celulele trebuie pastrate in incubatoare umidificate la 37°C, 5 % CO: si 95 %
umiditate, iar mediul de crestere complet trebuie preincélzit in baia de apéa la 37°C timp de 30
min!!! Toate articolele care vor fi introduse in hota cu flux laminar trebuie decontaminate cu
EtOH 70%!!! Pe toata durata protocolului de lucru efectuat in laborator, personalul trebuie sa
poarte echipamentul individual de protectie!!!

A. Instructiuni pentru prima cultivare a celulelor - Procedura de dezghetare a
celulelor din criotuburi dupa primire

® Durati 30 min — 1 ora

1) se pregateste mediul de crestere complet specific liniei celulare conform fisei tehnice
si se preincalzeste in baia de apa la 37°C (/! Mediul se prepara in conditii aseptice in

hota cu flux laminar!!!)

52



R Co-funded by k24
R the European Union ’ 4
EUROPLANT-ACT

2)

se pune un tub de centrifuga steril (tub Falcon de 15 mL) in hota cu flux laminar si se
adauga 10 mL de mediu de crestere complet cald in tub (/!! Se scrie pe tub cu marker
permanent numele liniei celulare!!))

se pregateste o placa de cultura sterila adecvata (flask 25 cm?) prin adaugarea a 10
mL de mediu complet de crestere (!!! Daca in fisa tehnicd se recomanda un volum
diferit de mediu, atunci trebuie urmate instructiunile de la producétor!!!). Tipul de placa
de cultura sau cantitatea de mediu de crestere pot fi dependente de linia celulara. Pe
placa trebuie scrise cu marker permanent urmatoarele: data procedurii de dezghetare,
numele/codul liniei celulare, numarul de pasaj si numele persoanei care a efectuat
procedura.

se transfera criotubul care contine celulele inghetate achizitionate/primite din
recipientul de depozitare (gheata carbonica sau azot lichid) intr-o baie de apa calda
setata la 37°C (/!! Se folosesc manusi de protectie si o mascad de protectie la

manipularea azotului lichid!!!)

Atentie!!! Criotuburile cu celule inghetate trebuie manipulate unul cate unul; nu se dezgheata

doua sau mai multe criotuburi deodatat!!

5)

6)

9)

se tine criotubul in baia de apa < 1 minut si se dezgheata continutul rotind usor pana
cand a ramas putina gheata in criotub

se transfera criotubul in hota cu flux laminar si se dezinfecteaza cu EtOH 70% inainte
de deschidere

se transfera celulele dezghetate din criotub picatura cu picatura in tubul de centrifuga
pregatit anterior (etapa 2). Se roteste usor tubul in timp ce se adduga picaturile pentru
a reduce socul osmotic asupra celulelor. /// Acesta este un pas crucial si celulele trebuie
manipulate cat mai usor posibil!!!

se verifica criotubul pentru a fi asigurat ca tot continutul a fost indepartat si, daca nu,
se clateste cu 1 mL de mediu complet de crestere specific liniei celulare

se centrifugheaza celulele la 1700 rpm timp de 5-10 minute (in functie de linia celulara

— informatii gasite in fisa tehnica a liniei celulare)

10) se arunca usor supernatantul in recipientul pentru deseuri plasat in hota cu flux laminar

fara a perturba sedimentul de celule

11) se resuspenda usor sedimentul in 1-2 mL de mediu de crestere complet si se transfera

suspensia in placa de cultura pregatita anterior (etapa 3). Se misca placa-eu usor, dintr-
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o parte in alta si inainte si inapoi (!!! mediul nu ar trebui sa intre in dop!!!) pentru a
distribui celulele uniform pe placa si se incubeaza la 37°C si 5 % CO..
Atentie!!! Se recomanda fotografiarea celulelor imediat dupa dezghetare, la 24 si 48 de ore si
cand se atinge 70-80% confluenta (Figura 4.3)!!!

Figura 4.3. Evaluarea aspectului celulelor folosind microscopul inversat dupa procedura de
decongelare a celulelor.

11! Sfaturi in caz de probleme tehnice/experimentale!!!
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Probleme Cauze potentiale Solutii
Nu existd celule Celulele au fost stocate/congelate incorect Obtineti un stoc nou si depozitati-l in azot lichid. Pastrati celulele n
viabile dupa azot lichid pané la decongelare.
decongelare stoc = . ) . )
Stocul de celule congelate nu este viabil Congelati celulele la densitatea recomandaté de furnizor.
Utilizati celule la pasaj mic pentru a va face propriile stocuri de celule
congelate.

Urmati procedurile pentru inghetarea celulelor exact asa cum este
recomandat de furnizor.
Obtineti un stoc nou.

Celulele nu au fost dezghetate corect Urmati procedurile pentru dezghetarea celulelor exact asa cum este
recomandat de furnizor.
Asigurati-vé ca dezghetati rapid celulele inghetate, dar diluati-le incet
folosind mediu de crestere preincalzit inainte de a le pune in placa.

Medium de dezghetare nu a fost preparat corect Utilizati mediul recomandat de furnizor. Asigurati-va cd mediul este
preincalzit.
Suspensia de celule a fost prea diluata Cultivati  celulele dezghetate la o densitate mare, conform

recomandarilor furnizorului pentru a optimiza recuperarea.

Celule nu au fost manipulate delicat Procedurile de congelare si dezghetare sunt stresante pentru
majoritatea celulelor. Nu vortexati, nu loviti plécile pentru a desprinde
celulele (cu exceptia perioadei de culturd celule de insecte) si nu
centrifugati celulele la viteze mari.

Glicerolul folosit in mediul de congelare a fost Daca este pastrat la lumina, glicerolul este transformat in acroleina,

péastrat la lumina care este toxica pentru celule. Obtineti stocuri noi.
Celulele cresc incet ~ Mediul de crestere este incorect Utilizati mediu de crestere preincalzit asa cum este recomandat de
furnizor.

Serul din mediul de crestere este de calitate redusa  Utilizati ser dintr-un lot diferit.
Celulele au fost subcultivate de prea multe ori Folositi celule sanatoase la pasaj mic.

Celulele au fost I&sate s& creasca dupé ce au atins  Subcultivati celulele atunci cdnd acestea sunt in faza exponentiald
confluenta inaintea de a ajunge la confluenta.

Cultura este contaminata cu mycoplasma Aruncati celulele, mediile si reactivii. Obtineti stocuri noi de celule si
utilizati cu medii proaspete si reactivi.

Figura 4.4. Solutii potentiale pentru rezolvarea problemelor intalnite in timpul procedurii de
dezghetare a unei linii celulare [Gibco Cell Culture Basics].

B. Subcultivarea liniilor celulare aderente de mamifere

® Durata 30 min — 1 or3
Cand celulele ajung la o confluentad corespunzatoare (70-80%), trebuie aplicat protocolul
pentru subcultivare, dupa cum urmeaza:
12) se pregateste un tub Falcon steril — 15 mL si numarul de placi de cultura (flask) necesar
pentru cultivare. Atat tubul Falcon, cét si placile de cultura trebuie sa fie etichetate (data
procedurii de subcultivare, numele/codul liniei celulare, numarul de pasaje, numele

persoanei care a efectuat procedura)
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13)se ia placa cu celule din incubator si se verificd morfologia celulelor folosind un

microscop inversat
Atentie!!! Se recomanda fotografierea celulelor imediat dupa decongelare, la 24 si 48 de ore
si cand se atinge 70-80% din confluenta!!!

14) se arunca vechiul mediu de crestere din placa de cultura folosind o pompa de vid sau
0 pipeta serologica sterila atasata la suportul de pipetare (Easypet 3, Eppendorf)

15) se spala celulele cu solutie salind de tampon fosfat (PBS) fara Ca®*/Mg?* preincalzita
— 10 mL pentru placile de cultura de 75 cm? (T75) si 5 mL pentru placile de 25 cm?
(T25). /!l Solutia de PBS trebuie addugata usor pe partea opusé a placii fatd de unde
sunt atasate celulele pentru a preveni detasarea acestora si spdlarea se face
balansand placa inainte si inapoi de mai multe ori!lll Daca se stie ca celulele adera
puternic la placa, se recomanda repetarea etapei de spalare!!!

Atentie!!! Aceasta etapa de spalare este obligatorie pentru a elimina urmele de ser bovin si
alte componente ale mediului (calciu, magneziu) care inactiveaza actiunea enzimei (solutie de
tripsina/EDTA) folosita pentru detasarea stratului de celule.

16) se arunca PBS-ul

17) se adauga 3 mL de solutie de tripsind/EDTA (TE) (concentratia solutiei de TE este
mentionata in fisa tehnica primita de la producator) pentru placa T75 si 1,5 mL pentru
placa T25 si se roteste placa pentru a raspandi uniform solutia TE

18) se reintroduce placa in incubator timp de 2-10 minute (timpul de incubare depinde de
linia celulara)

19) se examineaza celulele la microscopul inversat pentru a verifica daca toate celulele
sunt detasate si plutesc. Cand mai putin de 90% din celule sunt detasate, timpul de
incubare ar trebui sa creasca cu cateva minute, cu precizarea ca examinarea pentru
detasarea celulelor trebuie facuta la fiecare 30 de secunde!l! Partea laterald a placii
poate fi lovitd usor pentru a desprinde celulele aderente rdmase!!! (Figura 4.5).

Atentie!!! O expunere prelungita a celulelor la solutia de tripsin@/EDTA ar putea deteriora
receptorii de suprafatd celulara!!! Neutralizarea solutiei de tripsina/EDTA este obligatorie

inainte de cultivarea celulelor, sau celulele nu se vor atasa!!!
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Figura 4.5. Imagini ale etapelor specifice procedurii de tripsinizare.

20) dupa detasarea celulelor =2 90%, trebuie adaugat 10 mL de mediu de crestere complet
preincalzit pentru placa T75 sau 5 mL pentru placa T25 pentru a inactiva efectul solutiei
TE (sau de doua ori volumul solutiei de TE adaugat in functie de recomandarea
producatorului) si dispersat mediul prin pipetare peste stratul celular de mai multe ori.

21) se transfera suspensia de celule in tubul Falcon — 15 mL pregatit anterior (etapa 12) si
se centrifugheaza la 1700 rpm timp de 5 minute la temperatura camerei. !!! Viteza si
timpul de centrifugare sunt dependente de tipul liniei celulare!!l!

22) se arunca supernatantul, se resuspenda sedimentul de celule intr-un volum minim (1
mL) de mediu de crestere complet preincalzit si se ia un volum (10 pL) de suspensie
de celule pentru a efectua numararea celulelor

23) determinarea numarului total de celule si a procentului de viabilitate poate fi efectuata
utilizand un hemacitometru (camera Neubauer) in prezenta solutiei de Tripan blue sau

prin numarare automata folosind Countess Il FL Cell Counter.

Numararea celulelor cu hemacitometru — camera Neubauer
% se curata (folosind EtOH 70%) si se usuca bine hemacitometrul si lamela de acoperire
inainte de utilizare

% se pregateste un tub Eppendorf (1,5 mL) etichetat cu numele liniei celulare in care se

adauga 50 pL de Tripan blue si 10 pL suspensie de celule si se amesteca prin pipetare.
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% se transfera 10 uL de amestec in camera specifica a hemacitometrului si se aseaza cu
grija lamela de acoperire pentru a evita formarea bulelor de aer

% se plaseaza hemacitometrul sub un microscop inversat si se vizualizeaza celulele la o
rezolutie mare (40x sau 100x)

% se aduc in focus cadranele etichetate cu 1, 2, 3 si 4, asa cum se vede in Figura 4.6.
| M

| il
L
T

—

9)
P4

Figura 4.6. Hemacitometru (camera Neubauer) - cadranele de interes.
% se numara celulele din fiecare cadran folosind un numarator manual de celule
< numarul total de celule poate fi calculat folosind urmatoarea formula:
Numarul total de celule/mL = media numarului de celule obtinute din numararea

cadranelor X 10 000 X factor de dilutie

Numararea celulelor folosind numaratorul automat de celule Countess Il FL Cell
Counter
% se pregateste un tub Eppendorf (1,5 mL) etichetat cu numele liniei celulare si se

*,

adauga 50 pL de Tripan blue si 10 pL suspensie de celule si se amesteca prin pipetare.

% se transfera 10 uL de amestec pe lamela specifica numaratorului automat

% se introduce lamela cu suspensia de celule in Countess Il FL si se apasa butonul de
citire

% 1n mai putin de 1 minut se va obtine automat numarul total de celule/mL si se va calcula
in continuare numarul de celule corespunzator intregului volum de suspensie de celule
prin multiplicare

De exemplu:

In 1 mL suspensie .................. 1 400 000 celule

58



Lh Al
Co-funded by B
the European Union " 4
EUROPLANT-ACT

In 3 mL suspensie ................... X celule
X= 4200 000 celule
24) se transfera numarul necesar de celule (densitatea de cultivare recomandata) intr-o
placd noua etichetatd pregatitd anterior (etapa 12) care contine 10 mL mediu de
crestere complet (T25) sau 18 mL — 20 mL mediu (T75) si se incubeaza celulele
conform conditiilor recomandate
25) se repeta pasii 12-24 de fiecare data cand este necesara subcultivarea in functie de
caracteristicile de crestere ale liniei celulare
26) se examineaza placa in ziua urmatoare pentru a verifica daca celulele s-au reatasat si
cresc activ
27) se schimba mediul de crestere de cate ori este nevoie; de 2-3 ori pe saptdméana este

normal pentru majoritatea celulelor active in crestere.

Sfaturi utile!!!

% Inainte de a incepe procedura de subcultivare a unei linii celulare se verifica fisa
produsului de la producétor

% Majoritatea mediilor de crestere complete trebuie péstrate la 2°C pana la 8°C timp de
o0 lund si examinate periodic

% Nu se recomanda congelarea mediului complet de crestere, deoarece suplimentele
adaugate pot precipita

% Examinarea culturilor ar trebui sa includa:

o examinarea macroscopicd a mediului pentru a verifica existenta contaminarii
microbiene: modificari ale culorii mediului datorate modificarilor pH-ului (galben sau
violet), turbiditate, particule, mici colonii fungice care plutesc

o evaluarea microscopica a mediului: puncte mici, stralucitoare, negre in spatiile
dintre celule indica o contaminare bacteriana; particule rotunjite si inmugurite —
contaminare cu drojdie; si miceliu filamentos subtire - contaminare cu ciuperci

o evaluarea microscopica a morfologiei celulelor: celulele aderente trebuie sa fie ferm
atasate de suprafata placii; unele celule sanatoase se rotunjesc si se desprind in
timpul mitozei si sunt refractile, dar in urma mitozei se reataseaza; celulele moarte
se rotunjesc si plutesc in mediu si sunt mai mici si mai intunecate

o ca referintd, imagini ale diferitelor linii celulare pot fi gasite pe site-ul web al
producatorului (de exemplu, ATCC)
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utilizarea regulata a antibioticelor pentru cultura celulara nu este recomandata decat
daca acestea sunt necesare in mod specific, datoritd capacitatii lor de a masca
contaminarea cu micoplasma si bacterii rezistente; se poate utiliza o concentratie finala
de 50 pana la 100 Ul/mL penicilina si 50 pana la 100 pg/mL streptomicina.

serurile de origine bovina sunt utilizate in mod obisnuit pentru a sustine cresterea
celulelor in cultura. !!! Se utilizeaza ser riguros testat pentru agenti infectiosi si provenit
numai din SUA!!!

nu se permite acumularea deseurilor in hotele cu flux laminar sau in incubatoare pentru
a evita riscul de contaminare

nu este recomandat sa fie prea multi oameni in laborator deodata

se recomanda ca subcultivarea celulelor sa se faca inainte ca acestea sa devina
complet confluente (la 70-80% confluenta) sau conform recomandarilor producatorului
se evita pastrarea liniilor celulare in mod continuu in cultura fara a face stocuri la pasaj
mic Si nu se revine la stocurile inghetate

se pastreaza baia de apa curata

se mentine echipamentul calibrat

Se stabileste un program regulat de testare a micoplasmei|[Geraghty et al., 2014; ATCC
- Animal Cell Culture Guide; ECACC HandbooK].

11! Sfaturi in caz de probleme tehnice/experimentale!!! [ATCC - Animal Cell Culture Guide]

Tabel 2. Solutii potentiale pentru problemele intalnite in timpul procedurii de subcultivare.

Probleme Cauze potentiale Solutii

Dificultate de a detasa celulele Serul sau alte suplimente Spalati celulele de doua ori cu

dupa

addugarea de solutie de prezente in mediu inactiveaza solutie PBS fara Ca?Mg?

tripsina/EDTA (TE). TE inainte de a adauga solutie TE.

Utilizati solutia TE Tn loc de PBS
pentru prima spalare.

Solutia TE a fost prea slaba Utilizati concentratii mai mari de
enzime, concentratii mai mari de
EDTA sau alte enzime.
Incubarea la 37°C este, de
asemenea, recomandata pentru

a creste activitatea solutiei TE.
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solutia TE

Probleme cu

celulelor la placa
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Cu

reatasarea

Celulele au fost prea confluente
pentru prea mult timp, iar
jonctiunile celula la celuld sunt
foarte stranse

Desprinderea a fost prea aspra
Si ADN-ul

eliberat din celulele lezate

genomic a fost

Pipetarea a fost prea viguroasa

TE a

concentrata sau prea toxica

Solutia fost prea

Agregarea celulelor Tnhainte de
diluare si resuspendare in

mediu

Centrifugare lunga si dura

Procedura de detasare a fost
afectat
din

prea lungd si a
de
membrana celulelor
Ser

componente cu proprietati de

proteinele atasare

insuficient sau  alte
atasare in mediul de crestere
Solutia TE nu a fost inactivata

sau aruncata dupa centrifugare

Procedura de detasare a fost

prea dura
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Subcultivati celulele Tnainte ca

acestea sa devina confluente

Adéaugati o solutie sterila de
dezoxiribonucleaza - DNaza (1
mg/mL) la suspensia celulara
pentru a distruge lanturile de
ADN formate

Efectuati etapa de pipetare mai
usor

Utilizati o solutie de TE mai putin
concentrata; se reduce perioada
de incubatie

Pastrati suspensia celulelor pe
gheatd dacd va exista o
intarziere  intre  momentul
detasérii celulelor si cultivarea
intr-o placa nou

Centrifugare delicata

Utilizati o placa acoperitd cu
proteine (colagen, poli-L-lizina,
fibronectina, gelatina etc.).

Adaugarea de ser si factori de

atasare in mediu.

Adéugarea de ser sau de alli
inhibitori de

centrifugare si resuspendarea

enzime,

celulelor in mediu de crestere
complet proaspat

Actionati mai usor atunci cand
efectuati procedura

Verificati sticla deschisa si/sau

folositi una noua
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pH-ul sau osmolalitatea solutiei
care contine solutia TE este
gresita

O perioada lunga de lasare a
suspensiei de celule detasate la
o concentratie celulard prea
mare Tnainte de cultivare
Mediul

deteriorat

de crestere a fost

Pastrati celulele pe gheata

Pregatiti o sticla noud de mediu
de crestere complet proaspat

specific liniei celulare Tn uz

C. Protocolul de crioconservare a unei linii celulare aderente de mamifere

® Durata 1 ora

!!! Pentru a efectua protocolul de crioconservare a unei linii celulare aderente, trebuie

urmati pagii 12-23 descrigi pentru procedura Subcultivarea unei linii celulare!!!

28)se pregateste un criotub etichetat care contine urmatoarele informatii: data

crioconservarii, numele/codul liniei celulare, numarul de pasaje, numarul de celule,

numele persoanei care a efectuat procedura (se utilizeaza un creion pentru a scrie pe

criovial)

29) dupa numararea celulelor si stabilirea numarului total, se centrifugheaza suspensia de

celule la 1700 rpm timp de 5 minute. //!Viteza si timpul de centrifugare sunt dependente

de tipul liniei celulare!!!

30) se resuspenda celulele intr-un volum adecvat de mediu de congelare (conform

recomandarii producatorului) si se adauga 1710 pL de suspensie de celule in criotubul

pregatit anterior (etapa 28) + 90 uL DMSO (dimetil sulfoxid — un agent crioprotector)

31) se pune criotubul in cutia Nalgene Mr. Frosty care a fost umpluta cu izopropanol si se

transfera Mr. Frosty in congelatorul -80°C peste noapte

32) se transfera celulele congelate in azot lichid

Atentie!!! Este obligatoriu ca celulele s& fie sdnatoase, lipsite de contaminanti si in faza

logaritmica de crestere!!!
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Sfaturi utile!!!

s Se utilizeaza ca agent crioprotector DMSO — este cel mai frecvent utilizat, daca
producatorul recomanda altfel, se urmeaza instructiunile acestuia

% Pentru a obtine celule séndtoase si in fazd de crestere logaritmica, se recomandé
utilizarea culturilor pre-confluente (celule care sunt sub densitatea maximd) si prin
schimbarea mediului de culturd cu 24 de ore inainte de procedura de crioconservare.

¢ alternativd a mediului de congelare este: 70% mediu bazal + 20% FBS + 10% DMSO,
totusi mediul de congelare este dependent de tipul liniei celulare

% Celulele inghetate pastrate la peste -65°C se vor deteriora rapid [ATCC - Animal Cell
Culture Guide; ECACC Handbook].

4.3. TESTE IN VITRO PE CELULELE 2D

4.3.1. Teste de viabilitate celulara

Screening-ul diferitelor colectii de compusi, in principal medicamente, in ceea ce priveste
evaluarea impactului acestora asupra proliferarii celulare sau a potentialului citotoxic se
realizeaza folosind teste in vitro pe celule. O varietate de metode pot fi aplicate pentru a evalua
numarul de celule viabile, cum ar fi: reducerea tetrazoliului, reducerea resazurinei, detectarea
ATP si, de asemenea, citometria in flux si imagistica [Riss et al., 2016].

Viabilitatea celulara este un parametru care se refera la numarul de celule viabile/sanatoase
dintr-o proba de testat si cuantificarea acestuia este adesea determinat in teste de toxicitate,
aplicate pentru verificarea raspunsului celulelor la diferite medicamente sau substante chimice,
sau pentru a corela comportamentul celulelor cu numarul de celule [Kamiloglu et al., 2020].
Testele de viabilitate celulara monitorizeaza diferite functii celulare, cum ar fi: permeabilitatea
membranei celulare, metabolismul sau activitatea enzimatica, productia de ATP, aderenta
celulara sau activitatea de absorbtie a nucleotidelor [Adan et al., 2016; Kamiloglu et al., 2020].
in functie de mecanismul de actiune, testele de viabilitate celularé sunt clasificate in: (i) teste
de marcare selectiva prin colorare (Trypan blue, eozina, rosu congo si eritrozina B); (ii) teste
colorimetrice (MTT, MTS, WST-1, XTT, WST-8, LDH, sulforodamina B (SRB), neutral red
(NRU)); (iii) teste luminometrice (testul ATP si teste de viabilitate in timp real) si testele
fluorometrice (testul Alamar blue si CFDA-AM) [Aslanturk, 2017; Adan et al., 2016; Kamiloglu
et al., 2020]

in sectiunile ulterioare ale prezentului ghid vor fi prezentate in detaliu mai multe teste de

viabilitate celulara, precum: Trypan blue, bromura de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil
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tetrazoliu (MTT) si Alamar blue care sunt utilizate frecvent in laboratorul de culturi celulare din
cadrul centrului FARMTOX al UMFVBT.

Metoda Trypan blue (Albastru tripan)

Este o tehnica de marcare selectiva prin colorare a celulelor moarte dezvoltata din 1975 pentru
a determina numarul de celule viabile siinca se aplica pentru a confirma modificarile numarului
de celule viabile in urma expunerii la un medicament sau la un compus toxic. Aceasta metoda
prezintd multiple avantaje precum simplitate, costuri reduse si informatii privind integritatea
membranelor celulare [Aslanturk, 2017; Kamiloglu et al., 2020].

Principiul metodei: Albastrul tripan este o molecula mare incarcata negativ care nu patrunde

in membrana celulara intacta a celulelor viabile, in timp ce celulele moarte sunt permeabile si
devin colorate in albastru. Celulele moarte cu citoplasma colorata in albastru sunt observate
prin microscopie si pot fi numarate folosind un numarator de celule manual sau automat
[Aslanturk, 2017; Kamiloglu et al., 2020].

Etapele protocolului de lucru

® Durata 2-4 zile (dependent de durata tratamentului — 24/48/72 ore)
Il Pentru a determina viabilitatea unei linii celulare aderente folosind testul Trypan blue, pasii
12-22 descrisi pentru procedura de subcultivare a unei linii celulare trebuie realizati!!! Tabelul
de resurse cheie descris pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare
este necesar pentru acest test!!!
Pe scurt, trebuie efectuati urmatorii pasi:
(i) se curata (folosind EtOH 70%) si se usuca bine hemacitometrul si lamela de acoperire
inainte de utilizare
(i) se pregateste un tub Eppendorf (1,5 mL) etichetat cu numele liniei celulare si se
adauga 50 pL de Trypan blue si 10 pL suspensie de celule si amestecati prin pipetare
(iii) se transfera 10 puL de amestec in camera specifica a hemacitometrului si se aseaza cu
grija lamela pentru a evita formarea bulelor de aer
(iv) se plaseaza hemacitometrul sub un microscop inversat si se vizualizeaza celulele la o
rezolutie mare (40x sau 100x)
(v) se aduc in focus cadranele etichetate cu 1, 2, 3 si 4, asa cum se vede in Figura 4.7

(vi) se numara toate celulele din fiecare cadran folosind un numarator manual de celule
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Celule viabile

Celule moarte

o

Figura 4.7. Principiul testului cu albastru tripan [Kamiloglu et al., 2020].

(vii)se numara celulele colorate cu albastru din fiecare cadran folosind un numarator
manual de celule
(viii) viabilitatea celulara (%) ar trebui sa fie de cel putin 95% in cazul celulelor
sanatoase in faza logaritmica de crestere.
Procentul de celule viabile poate fi calculat folosind urmatoarea formula [Kamiloglu et al.,
2020]:
Celule viabile (%) = numarul total de celule viable per mL de proba/numarul total de
celule per mL de proba x 100,
unde
Numarul total de celule/mL = media numarului de celule obtinute din numararea
cadranelor x 10 000 x factor de dilutie.

Testul MTT - 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazoliu

Testul MTT reprezinta prima tehnica de viabilitate celulara dezvoltata pentru formatul cu 96 de
godeuri, fiind foarte frecvent aplicat in studiile de cercetare ca test pentru evaluarea
viabilitatii/proliferarii celulare [Kamiloglu et al., 2020].

Principiul metodei: acest test se bazeaza pe masurarea activitatii succinat dehidrogenazei

(o enzima unica cunoscuta sub numele de Complex Il care face parte din ciclul Krebs): sarea
galbena de tetrazoliu sufera o reactie chimica de reducere, rezultand cristale colorate in violet.
Aceste cristale sunt apoi dizolvate si solutia rezultatd este analizata prin masurarea
absorbantei [Aslantirk, 2017].
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Reactivul MTT sau bromura de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazoliu) este o sare
de mono-tetrazoliu care poate trece prin membrana celulard si membrana interna
mitocondriald a celulelor viabile si este redus ulterior la formazan de catre celulele active
metabolic. Produsul formazan se acumuleaza ca un precipitat insolubil care trebuie solubilizat
inainte de citirea absorbantei. Reactia chimica redox produsa in acest test oferd o masurare
colorimetricd a productiei intracelulare de formazan si are in prezent o utilitate extinsa.
[Ghasemi et al., 2021].

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie

descris pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e Kit de proliferare celulara (MTT) Roche (Merck KGaA, Darmstadt, Germania)

e Control pozitiv pentru inducerea mortii celulare - SDS (0,05% in apa apirogena,

concentratie finald — 0,005%) sau Triton-X 100

e (Cititor de placi Cytation 5 (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)

e Control negativ — celule netratate

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor de testat
* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru

® Durata 2-4 zile (dependent de perioada tratamentului — 24/48/72 ore)

(i) pregatirea mediului de crestere complet specific pentru fiecare linie celulard in
conformitate cu protocolul producatorului

(i) subcultura liniei celulare in placi de cultura (pasii 12-22 din protocolul de subcultivarea
a unei linii celulare)

(iii) numararea celulelor manual utilizand hemacitometru sau automat cu Countess Il FL
(pasul 23 din protocolul de subcultivare)

(iv) cultivarea celulelor la o densitate adecvata (specifica pentru fiecare linie celulara) -
1x10* celule/godeu/ 200 pL mediu de crestere complet in placi cu 96 de godeuri

(v) inspectia microscopica a confluentei celulelor pentru a Tincepe faza de
stimulare/tratament

(vi) prepararea dilutiilor compusilor de testat in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 mL

etichetate cu numele/codul compusului si concentratia
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(vii)prepararea solutiei de control pozitiv (SDS sau Triton-X 100 — in functie de

. S .. q

recomandarea producatorului)

(viii)  realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea
diferitelor concentratii de compusi test) care include: control negativ (celule netratate),
control pozitiv (solutii SDS sau Triton-X 100), control (godeuri care contin doar mediu
de crestere), seria de dilutii pentru compusii de testat si seria de dilutii pentru solvent

(ix) cand celulele ating confluenta corespunzatoare (70-80%), mediul vechi este aruncat si
inlocuit cu mediu de crestere proaspat care contine compusii de testat (in triplicat) si,
respectiv, dilutiile de solventi

(x) incubarea placii timp de 24/48/72 ore (in functie de scopul cercetarii) la 37°C si 5 %
CO-

(xi) dupa perioada de incubare, mediul este indepartat si se adauga 100 pL de mediu de
crestere complet in toate godeurile

(xif)morfologia celulelor este verificatd cu ajutorul microscopului inversat si sunt realizate
imagini pentru a detecta modificarile potentiale in urma tratamentului aplicat

(xiii) se adauga un volum de 10 pL de solutie MTT (kit 1 MTT) in fiecare godeu si
celulele sunt incubate timp de 3 ore la 37°C si 5 % CO:2 (Figura 4.8)

Figura 4.8. Adaugarea de kit-1 MTT in fiecare godeu (10 pl/godeu)
(xiv) dupa cele 3 ore de incubare, se adauga 100 pL de agent de solubilizare (kit 2)
in fiecare godeu pentru a dizolva cristalele de formazan si placa este incubata inca 30
de minute ferita de lumina la temperatura camerei (Figura 4.9)

LLEEEYYY

Figura 4.9. Adaugarea kit-2 MTT in fiecare godeu (100 uL/godeu)
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(xv)absorbanta este citita la 570 nm folosind cititorul Cytation 5 (BioTek Instruments Inc.,
Winooski, VT, SUA) (Figura 4.10).

comm—

Figura 4.10. Citirea absorbantei la 570 nm.

(xvi) procentul de viabilitate celulara este calculat folosind urmatoarea formula
[Kamiloglu et al., 2020], unde OD este valoarea absorbantei masurata:
Viabilitatea (%) = media valorilor absorbantei probei/media valorilor absorbantei
controlului negativ (celule netratate) x100

(xvii) interpretarea datelor: valorile absorbantei care sunt mai mici decat cele pentru
celulele de control indica o reducere a ratei de proliferare a celulelor; invers, o rata de
absorbtie mai mare indica o crestere a proliferarii celulare [MTT Cell Proliferation Assay
ATCC® 30-1010K]

1! Sfaturi in caz de probleme tehnice/experimentale!!! [MTT Cell Proliferation Assay
ATCC® 30-1010K]
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Problema: Reactivul MTT este albastru-verde.

Cauze potentiale

Solutii

Contaminare cu un agent reducator sau cu celule/contaminare
bacteriana

Arunca. Folositi stocuri noi de reactiv MTT folosind metode
aseptice

Expunere excesiva la lumina.

A se pastra solutia la intuneric la 4°C.

Problema: Blankurile (doar mediu) ofera citiri de absorbanta rid

icata.

Cauze potentiale

Solutii

Mediul este contaminat cu celule/ bacterii/drojdii (vizibile la
microscop).

Arunca. Verificati mediul inainte de cultivare.Realizati procedura
intr-un mediu steril. Utilizati o placé sterild cu 96 de godeuri.

Mediul contine acid ascorbic.

Incubeaza placa la intuneric. Gaseste un mediu inlocuitor daca
este posibil.

Problema: Valorile absorbantei sunt prea mari.

Cauze potentiale

Solutii

Numar prea mare de celule in godeu.

Se reduce densitatea celulelor la cultivare.

Contaminarea culturii cu bacterii sau drojdii.

Se arunca. Se verificéd godeurile inainte de adaugarea reactivului
MTT.

Problema: Valorile absorbantei sunt prea mici.

Cauze potentiale

Solutii

Numar prea mic de celule Tn godeu.

Se creste densitatea la cultivare.

Timpul de incubare cu MTT este prea scurt. Nicio culoare violet
vizibila in celule cand sunt privite la microscop.

Mariti timpul de incubare cu reactiv MTT péna cand culoarea
violet este evidentd in interiorul celulelor cand sunt privite la
microscop. Incubarea mai lunga de péna la 24 de ore poate fi
necesara pentru unele tipuri de celule.

Timp de incubare pentru solubilizarea formazanului prea scurt
(celule intacte cu colorant intracelular vizibil atunci cand sunt

Cresteti timpul de incubare cu detergent reactiv sau incubati la
37°C. Verificare la microscop pentru a se asigura ca nu raman

privite la microscop). cristale din solutie.

Celulele nu prolifereazéd din cauza condifiilor de cultura
necorespunzédtoare sau timpului inadecvat de recuperare dupa
cultivare.

Verificati dacé conditile de culturd (mediu, temperatura,
umiditatea, CO2 etc.) sunt adecvate. Vizualizati celulele periodic
pentru a le verifica starea. Cresteti timpul in cultura dupa cultivare
pentru recuperarea celulelor.

Problema: Valori diferite in godeurile replicat.
Cauze potentiale

Pipetare sau cultivare incorecta.

Solutii

Cresterea preciziei la cultivarea celulelor, verificarea acuratetei
pipetei.

Figura 4.11. Sfaturi de solutionare a problemelor apatute in timpul testului MTT.

Metoda Alamar blue

Aceasta tehnica este cunoscuta si sub numele de testul de reducere a resazurinei. Resazurina
este un colorant fenoxazin-3-ona si un indicator redox permeabil celular netoxic. Acest compus
poate fi utilizat pentru a determina numarul de celule viabile aplicand protocoale similare cu
cele care utilizeaza compusii de tetrazoliu [Aslanturk, 2017].

Principiul _metodei: dupa patrunderea in celule, resazurina este redusa la resorufin.

Resorufinul are o culoare rosie si este un compus cu o fluorescenta ridicata. Celulele viabile
transforma continuu resazurina in resorufin, crescand fluorescenta generald si culoarea
mediului de cultura. Cantitatea de resorufin produsa proportionald cu numarul de celule viabile
[Aslanturk, 2017].
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Etapele protocolului de lucru

® Durata 2-4 zile (dependent de perioada de tratament — 24/48/72 ore)

(i) pregatirea mediului de crestere complet specific pentru fiecare linie celulard in
conformitate cu protocolul producatorului

(i) subcultivarea liniei celulare in placi de culturd (pasii 12-22 din protocolul de
subcultivarea a unei linii celulare)

(iii) numararea celulelor manual utilizand hemacitometru sau automat cu Countess Il FL
(pasul 23 din protocolul de subcultivare)

(iv) cultivarea celulelor la o densitate adecvata (specifica pentru fiecare linie celulara) -
1x10* celule/godeu/ 200 pL mediu de crestere complet in placi cu 96 de godeuri

(v) inspectia microscopica a confluentei celulelor pentru a incepe faza de
stimulare/tratament

(vi) prepararea dilutiilor compusilor de testat in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 mL
etichetate cu numele/codul compusului si concentratia

(vii) prepararea solutiei de control pozitiv (SDS sau Triton-X 100 — in functie de
recomandarea producatorului)

(viii) realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea
diferitelor concentratii de compusi test) care include: control negativ (celule netratate),
control pozitiv (solutii SDS sau Triton-X 100), control (godeuri care contin doar mediu
de crestere), seria de dilutii pentru compusii de testat si seria de dilutii pentru solvent

(ix) cand celulele ating confluenta corespunzatoare (70-80%), mediul vechi este aruncat si
inlocuit cu mediu de crestere proaspat care contine compusii de testat (in triplicat) si,
respectiv, dilutiile de solventi

(x) incubarea placii timp de 24/48/72 ore (in functie de scopul cercetarii) la 37°C si 5 %
CO:

(xi) dupa perioada de incubare, mediul este indepartat si se adauga 200 pL de mediu de
crestere complet in toate godeurile

(xifymorfologia celulelor este verificatd cu ajutorul microscopului inversat si sunt realizate
imagini pentru a detecta modificarile potentiale in urma tratamentului aplicat

(xiii) se adauga in fiecare godeu un volum de 10 pL de Alamar blue si celulele sunt
incubate timp de 3 ore la 37°C si 5 % CO:2

(xiv) absorbanta este apoi citita la 570 si 600 nm. [https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/AlamarBluePIS.pdf]
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(xv) procentul de celule viabile este calculat folosind urmatoarea formula:

Procentul de celule viabile (%) = {[(eox)A2 AA1-(€ox)A1 AA2 a dilutiei compusului
test]/[(eox)A2 A°A1-(€ox)A1 A°A2 a controlului negativ (celule netratate)]} x100,

unde: eox=coeficient molar de extinctie a formei oxidate a Alamar blue (BLUE)
A=absorbanta godeurilor cu compusi test

A°=absorbanta godeurilor de control negativ (celule netratate)

A1=570 nm si A2=600 nm [lftode et al., 2021].

4.3.2. Metode de colorare prin imunofluorescenta pentru evaluarea morfologiei celulare
Imunofluorescenta este o metoda de colorare cunoscuta inca din anii 1950, considerata un
instrument excelent in experimentele preclinice, biologia moderna si domeniile conexe ale
cercetarii medico-farmaceutice. De asemenea, poate fi descrisa ca o combinatie de tehnologie
morfologica si tehnici de imunofluorescenta pentru dezvoltarea celulelor fluorescente. Aceasta
metoda permite vizualizarea mai multor componente ale unui tesut sau ale unei celule (nuclei,
proteine, acizi nucleici sau alte componente celulare). Printre avantajele tehnicii de
imunofluorescentd se mentioneazd amplificarea ridicatd a semnalului, specificitatea tintita,
rezolutia ridicata si capacitatile analitice [Im et al., 2019].

in general, principiul procedurii se bazeaza pe utilizarea anticorpilor fluorescenti specifici
pentru a observa impactul probelor test asupra expresiei markerilor celulari.

In sectiunile ulterioare vor fi prezentate mai multe teste aplicate pentru vizualizarea prin
colorare prin imunofluorescenta a nucleului si a caracteristicilor citoscheletice ale celulelor

cultivate aderente in prezenta sau absenta unui compus/tratament specific.

Colorarea nucleului

Metoda Hoechst 33342

Hoechst 33342 (2’-[4-etoxifenil]-5-[4-metil-1-piperazinil]-2,5-bi-1H-benzimidazol triclorhidrat
trihidrat) este un colorant permeabil pentru celule care se leaga de secventele de adenina-
timina (AT) ale ADN-ului dublu catenar, fiind utilizat frecvent drept colorant nuclear cu fluo-
rescenta albastra la 460-490 nm. Este bine cunoscut, in special, pentru identificarea nucleelor
condensate in celulele apoptotice. Colorantul Hoechst 33342 este utilizat pentru testele pe
celule vii si este permeabil pentru celule [Thermo Fisher Scientific Hoechst 33342 protocol].
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Principiul metodei: dupa adaugarea la celulele din cultura, colorantul Hoechst 33342 intra

in celuld si se concentreaza in nucleu, permitand vizualizarea acestuia in albastru; este
considerat un indicator al starii nucleului si poate fi folosit si pentru a evalua starea ciclului
celular sau in testele de apoptoza.

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fatéd de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e reactiv Hoechst 33342 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SUA)

e Control pozitiv pentru inducerea apoptozei - solutie de staurosporina (5 uM; Merck
KGaA, Darmstadt, Germania) sau necroza Triton-X 100 (0,5%; Merck KGaA,
Darmstadt, Germania)

e Microscop automat Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)

e Control negativ — celule netratate

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor de testat

* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru

(i) pregatirea mediului de crestere complet specific pentru fiecare linie celulard in
conformitate cu protocolul producatorului

(i) subcultivarea liniei celulare in placi de culturd (pasii 12-22 din protocolul de
subcultivare a unei linii celulare)

(iii) numararea celulelor manual utilizand hemacitometru sau automat cu Countess Il FL
(pasul 23 din protocolul de subcultivare)

(iv) cultivarea celulelor la o densitate adecvata (specifica pentru fiecare linie celulara) -
1x10° celule/godeu/ 1,5 mL mediu de crestere complet in placi cu 12 godeuri

(v) inspectia microscopica a confluentei celulelor pentru a incepe faza de
stimulare/tratament

(vi) prepararea dilutiilor compusilor de testat in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 mL
etichetate cu numele/codul compusului si concentratia

(vii)prepararea solutiei de control pozitiv (5 uM Staurosporine si 0,5% Triton-X 100 — in
functie de recomandarea producatorului)

(viii) realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea

diferitelor concentratii de compusi de testat) care include: control negativ (celule
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netratate), control pozitiv (5 uM Staurosporine si 0,5% Triton-X 100), dilutii ale
compusilor test si seria de dilutii pentru solvent

(ix) cand celulele ating confluenta corespunzatoare (70-80%), mediul vechi este aruncat si
inlocuit cu mediu de crestere proaspat care contine compusii test si, respectiv, dilutiile
solventului

(x) incubarea placii timp de 24/48/72 ore (in functie de scopul cercetarii) la 37°C si 5 %
CO..

(xi) dupa incubare, mediul de cultura este aruncat din fiecare godeu

(xii)solutia de colorare preparata (solutie stoc Hoechst 20 mM diluata in PBS 1:2000) este
adaugata in fiecare godeu intr-un volum adecvat (300 — 500 pL) pentru a acoperi
celulele

(xiii) placa este incubata timp de 5-10 minute intr-un loc ferit de lumina directa la
temperatura camerei

(xiv) dupa timpul de incubare, solutia Hoechst 33342 este indepartata

(xv) fiecare godeu este apoi spalat de 2-3 ori cu 1,5 mL solutie PBS

(xvi) etapa finala este fotografiarea celulelor utilizand microscopul inversat sau
dispozitive speciale in acest scop
[https://www.thermofisher.com/ro/en/home/references/protocols/cell-and-tissue-

analysis/protocols/hoechst-33342-imaging-protocol.html]

Atentie!!! Protocolul de colorare cu Heochst 33342 poate fi realizat si in formate de pléci cu
96 sau 6 godeuri cu mentiunea ca numarul de celulele cultivate si volumul de reactivi trebuie
ajustate corespunzator.!!!

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)

DAPI este folosit in biologia moderna, in tehnici in vitro, drept colorant fluorescent albastru
pentru ADN. Poate fi utilizat pentru analiza nucleului celular, cuantificarea apoptozei sau
analiza la nivel de ADN. Este utilizat la colorarea celulelor fixate si este impermeabil pentru
celule.

Principiul metodei: coloratia DAPI trece prin membrana celulelor intacte si se leaga de

lanturile de ADN situate in nucleu si emite o fluorescenta albastra. Poate fi folosit pentru
colorarea atat a celulelor vii, cat si a celulelor fixate (necesita fixare si permeabilizare).

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:
e Solutia DAPI (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)
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Atentie!!! Solutia stoc DAPI (5 mg/mL) poate fi obtinuta folosind apa deionizata (diH20) sau
dimetilformamida (DMF) ca solvent. DAPI are o solubilitate redusa in apa, de aceea se
recomanda sonicarea pentru a se dizolva. Solutia stoc DAP| de 5 mg/mL poate fi pastrata la
2—-6°C timp de péna la 6 luni sau la —20°C pentru perioade mai lungi!!!

e Control pozitiv pentru inducerea apoptozei - solutie de staurosporina (5 uM; Merck
KGaA, Darmstadt, Germania) sau necroza Triton-X 100 (0,5%; Merck KGaA,
Darmstadt, Germania)

e Microscop automat Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)

e Control negativ — celule netratate

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.

* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru

(i) pregatirea mediului de crestere complet specific pentru fiecare linie celulard in
conformitate cu protocolul producatorului

(i) subcultivarea liniei celulare in placi de culturd (pasii 12-22 din protocolul de
subcultivare a unei linii celulare)

(iii) numararea celulelor manual utilizand hemacitometru sau automat cu Countess Il FL
(pasul 23 din protocolul de subcultivare)

(iv) cultivarea celulelor la o densitate adecvata (specifica pentru fiecare linie celulara) -
1x10° celule/godeu/ 1,5 mL mediu de crestere complet in placi cu 12 godeuri

(v) inspectia microscopica a confluentei celulelor pentru a incepe faza de
stimulare/tratament

(vi) prepararea dilutiilor compusilor de testat in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 mL
etichetate cu numele/codul compusului si concentratia

(vii)prepararea solutiei de control pozitiv (5 pM Staurosporine si 0,5% Triton-X 100 — in
functie de recomandarea producatorului)

(viii) realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea
diferitelor concentratii de compusi de testat) care include: control negativ (celule
netratate), control pozitiv (5 uM Staurosporine si 0,5% Triton-X 100), dilutii ale

compusilor test si seria de dilutii pentru solvent
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(ix) cand celulele ating confluenta corespunzatoare (70-80%), mediul vechi este aruncat si
inlocuit cu mediu de crestere proaspat care contine compusii test si, respectiv, dilutiile
solventului

(x) incubarea placii timp de 24/48/72 ore (in functie de scopul cercetarii) la 37°C si 5 %
CO:s.

(xi) dupa incubare, mediul de cultura este aruncat din fiecare godeu si celulele sunt spalate
de 2-3 oricu 1,5 mL PBS

(xif)adaugarea a 300 nM de solutie DAPI/godeu in volumul adecvat pentru a acoperi toate
celulele

(xiii) placa este incubata pana la 5 minute intr-un loc ferit de lumina directa

(xiv) solutia de colorare este aspirata

(xv) celulele sunt spalate cu PBS de 2-3 ori

(xvi) celulele sunt fotografiate folosind un microscop cu fluorescenta inversatd sau

Cytation 1 [https://www.thermofisher.com/ro/en/home/references/protocols/cell-and-

tissue-analysis/protocols/dapi-imaging-protocol.html]

Atentie!!! Protocolul de colorare DAPI poate fi realizat si in formate de pléci cu 96 sau 6
godeuri cu mentiunea cad numarul de celule cultivate si volumul de reactivi trebuie ajustate

corespunzéator!!!

Colorarea citoscheletului
Citoscheletul este o matrice care sustine forma si functia celulelor care indeplinesc roluri
esentiale in transportul organitelor, in diviziune, motilitate si semnalizare, precum si in

sanatatea celulara si procesele bolii.

Colorarea cu TexasRed™-X Phalloidin pe celulele fixate

Colorarea Texas Red-X phalloidin este folosita pentru cuantificarea F-actinei, coloratia este
compatibila cu alti coloranti fluorescenti utilizati in vitro. Aceasta metoda este utilizaté pentru
diferentierea cu contrast ridicat a colorérii cu actina. in general, Texas Red-X phalloidin poate
fi aplicata in combinatie cu alti coloranti pentru observatii mai ample si analize cu o mai mare
specificitate.

Principiul metodei: Faloidina este o peptida biciclica si se leaga de F-actina cu selectivitate

ridicata, permitéand vizualizarea fibrelor de actina in fluorescenta rosie. Faloidina nu este un

reactiv permeabil pentru celule, de aceea se recomanda fixarea si permeabilizarea celulelor
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inainte de adaugarea colorantului Texas Red-X phalloidin

[hitps://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/MANQ0001777 Phalloidins UG.pdf].
Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e Texas Red-X phalloidin (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA)

e Microscop automat Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)

e Control negativ — celule netratate

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.
* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru

(i) pregatirea mediului de crestere complet specific pentru fiecare linie celulard in
conformitate cu protocolul producatorului

(i) subcultivarea liniei celulare in placi de culturd (pasii 12-22 din protocolul de
subcultivare a unei linii celulare)

(iii) numararea celulelor manual utilizand hemacitometru sau automat cu Countess Il FL
(pasul 23 din protocolul de subcultivare)

(iv) cultivarea celulelor (1x10* celule/godeu/ 200 pL) in placi negre cu 96 de godeuri
transparente cu fund plat de sticla

(v) inspectia microscopica a confluentei celulelor pentru a incepe faza de
stimulare/tratament

(vi) prepararea dilutiilor compusilor de testat in tuburi Eppendorf sterile de 1,5 mL
etichetate cu numele/codul compusului si concentratia

(vii)realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea
diferitelor concentratii de compusi de testat) care include: control negativ (celule
netratate), serii de dilutii pentru compusii test si serii de dilutii pentru solvent

(viii) cand celulele ating confluenta corespunzéatoare (70-80%), mediul vechi este aruncat
si inlocuit cu mediu de crestere proaspat care contine compusii test si, respectiv,
dilutiile solventului

(ix) incubarea placii timp de 24/48/72h (in functie de scopul cercetarii) la 37°C si 5 % CO:
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(x) dupa perioada de incubare, mediul de cultura este indepartat si celulele sunt spalate
cu PBS de doua ori
(xi) proba este fixatad cu solutie de formaldehida fara metanol 3,7% in PBS timp de 15
minute la temperatura camerei - 100 pL/godeu
(xii)se spala de 2x cu PBS
(xiii) se incubeaza placa cu solutie de blocare care contine 1% BSA in PBS timp de
aproximativ 45 de minute la temperatura camerei intr-un volum de 100 pL/godeu
(xiv) apoi place este incubata in solutia de colorare timp de 30-60 de minute la
temperatura camerei
(xv) se spala de 2x cu PBS
(xvi) daca este necesar, adaugati un colorant ADN (pentru analiza nucleului). De exemplu,
se poate addauga DAPI (colorarea efectuata conform pasilor descrisi mai sus in
sectiunea - Colorarea DAPI)
(xvii) se fotografiaza celulele (depozitarea adecvata a placilor timp de aproximativ o luna
pentru imagini concludente)
Atentie!!! Placile se pot pastra la 4°C Celsius si se poate adduga un conservant; placile
depozitate se sigileaza cu un adeziv specific si apoi se impacheteaza cu folie de aluminiu!!l!
Protocol de colorare cu tubulina CellLight™ GFP pe celule vii
Principiul metodei: Reactivii CellLight contin fuziuni proteina-peptida cu semnal fluorescent

care vizeaza structuri celulare specifice, in cazul de fata, fibre de tubulina, pentru aplicatii de
imagistica cu celule Vii. Se poate aplica Si pe celule fixate
[https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/mp10582.pdf].

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:
e CellLight™ Tubulin-GFP, reactiv BacMam 2.0 (Invitrogen, ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, SUA)
e Microscop automat Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)
e Control negativ — celule netratate
e Compusitest
e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test
* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor

furnizori.
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Etapele protocolului de lucru

(i) se urmeaza pasii (i) — (ix) descrisi anterior pentru colorarea TexasRed™-X Phalloidin
(i) se calculeaza volumul de reactiv CellLight® pentru numarul de celule cu formula data
in protocolul producatorului [https://assets.thermofisher.com/TFS-
Assets/LSG/manuals/mp10582.pdf]
Volumul de reactiv CellLight® (mL) = numarul de celule x PPC dorit/1x108
particule CellLight® per mL
Unde: numarul de celule este numarul total estimat de celule la momentul
marcarii; PPC este numarul de particule per celuld; iar 1x10® este numarul de
particule per mL de reactiv.
De exemplu, pentru a marca 40000 celule cu un PPC de 30,
Volumul de reactiv CellLight® (mL) = 40000 x 30/ 1x10% = 0,012 mL (12 uL)

(iii) reactivul CellLight® este amestecat prin agitare usoara sus-jos pentru a forma o solutie
omogena
(iv) volumul de reactiv calculat anterior este amestecat usor cu mediul complet de crestere
si adaugat in godeurile cu celule
(v) celulele sunt incubate peste noapte
(vi) se fotografiaza celulele folosind echipamentul adecvat (microscop automat Cytation 1/
Lionheart FX)
Atentie!!! Dacéd este necesar, nucleul celulelor poate fi colorat si cu Hoechst 33342 (colorarea
efectuata conform pasilor descrisi mai sus in sectiunea — Colorarea Hoechst 33342).

4.3.3. Metode de evaluare a capacitatii de migrare a celulelor

Metoda Scratch

Migrarea celulelor joaca un rol central in diferite procese biologice fundamentale, cum ar fi:
dezvoltarea embrionara, apararea imund, formarea tesuturilor, repararea ranilor, inflamatia si,
de asemenea, in progresia cancerului. Capacitatea celulelor de a migra evidentiaza
capacitatea lor de a se adapta la un mediu dat in ceea ce priveste recéastigarea unei pozitii
adecvate si indeplinirea functiilor lor; cu toate acestea, o migrare celulara afectatd este
frecvent intalnita in mai multe patologii (inflamatie, faza de progresie a cancerului, invazie si

metastaza) sau in urma expunerii la diferiti compusi [Pijuan et al., 2019].
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Testele 2D in vitro de tip vindecare a ranilor (wound healing), precum testul scratch, reprezinta
abordari excelente si de incredere pentru studiul/monitorizarea comportamentului migrator al
celulelor ca raspuns la diferiti stimuli (substante de interes) sau in diferite patologii [Pijuan et
al., 2019]. Pentru celulele sanatoase, acest test este folosit pentru a observa comportamentul
migrator al celulelor dupa tratarea celulelor cu compusii de interes. Pentru celulele bolnave, in
special celulele canceroase, metoda vizeaza evaluarea impactului tratamentului asupra
capacitatii celulelor de a invada si de a dezvolta metastaze.

Principiul metodei: aceasta metoda este utilizata pentru a masura capacitatea celulelor de

a migra intr-un interval de timp dat (24 h) dupa expunerea la diferiti stimuli (compusi analizati
pentru efecte biologice sau nocive).
Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e Microscop automat Lionheart FX (BioTek Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)

e Instrument pentru realizare incizii in placa de cultura - BioTek AutoScratch (BioTek

Instruments Inc., Winooski, VT, SUA)

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.
Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru

(i) cultivarea celulelor in functie de linia celulara conform protocoalelor producatorului (a
se vedea pasii 12-22 din protocolul de subcultivare)

(i) celulele intr-un numar adecvat (in functie de linia celulara) sunt crescute in placi cu 96
de godeuri sau 24 de godeuri pana la confluenta dorita (in general 90-95%)

(iii) realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea
diferitelor concentratii de compusi test) care include: control negativ (celule netratate),
serii de dilutii pentru compusii de testat si serii de dilutii pentru solvent

(iv) cand se ajunge la confluenta dorita, mediul vechi este aruncat si incizia este trasa
manual (folosind un varf de pipeta steril) sau automat folosind instrumentul BioTek
AutoScratch pentru a face incizii in mijlocul fiecarui godeu.

(v) se indeparteaza resturile de celule si celulele neatasate prin spalare de 2x cu PBS

preincalzit
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(vi) se inlocuieste PBS cu mediu de crestere complet proaspat care contine compusii de
interes si, respectiv, dilutiile de solventi

(vii)se incubeapa placa timp de 24 de ore la 37°C si 5 % CO:..

(viii) pe toata durata procedurii se urmareste evolutia celulelor si se realizeaza poze pentru
ca la sféarsitul timpului alocat experimentului rezultatele sa poata fi analizate

(ix) analiza datelor folosind instrumente bioinformatice specifice.

Atentie!!!

% Metoda are ca scop evaluarea efectului diferitilor compusi de interes sau substante
asupra liniilor celulare, acest efect putand fi stimulator sau inhibitor asupra procesului
de migrare/invazie a celulelor cultivate.

< Pentru o mai buna analiza a datelor, godeurile sunt fotografiate la diferite intervale de
timp (Oh, 3h, 8h si 24h) pana la sféarsitul perioadei de tratament.

% Incizia pe placa poate fi efectuata manual sau automat folosind dispozitive speciale in

acest scop (auto-zgériere) (Figura 4.12).

Figura 4.12. Instrument BioTek AutoScratch folosit pentru a face incizii.

4.3.4. Teste de biologie moleculara pentru studiul mecanismelor de actiune

Reactia de polimerizare in lant a transcriptiei inversa (RT-PCR)

RT-PCR este o tehnica de laborator care presupune realizarea mai multor copii ale unei
secvente genetice pentru a o analiza. Este cunoscuta si sub denumirea de reactie in lant a

polimerazei-transcriptie  inversa [https://www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-

terms/def/rt-pcr].

Principiul metodei: procedura determina efectul indus de probele ce urmeaza a fi analizate

asupra expresiilor genelor, la nivel de ARN mesager, a unor markeri specifici in functie de
experimentul propus. Aceasta tehnica evalueaza modificarile care pot aparea intr-o gena, un

cromozom sau pentru activarea genelor, ceea ce duce adesea la diagnosticul unei patologii.
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Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

Sistem PCR in timp real QuantStudio 5 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, SUA)
Tadvanced Biometra (Analytik Jena AG, Géttingen, Germania)

Spectrofotometru DS-11 (DeNovix, Wilmington, DE, SUA)

ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburg, Germania)

Pachetul peqGold RNAPureTM (Peglab Biotechnology GmbH, Erlangen, Germania)
pentru izolare de ARN

Kit de sinteza Maxima® First Strand cADN (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham,
MA, SUA)

Power SYBR-Green PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA,
SUA)

Perechi de amorse de interes (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, SUA)
Placi cu 96 de godeuri sau tuburi specifice pentru PCR (Eppendorf, Hamburg,
Germania, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, SUA)

Compusi test

Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.

* Nota: Pot fi utilizati si reactivi, consumabile si echipamente echivalente ale altor

furnizori.

Etapele protocolului de lucru

(i) cultivarea celulelor in functie de linia celulara conform protocoalelor producatorului (a

se vedea pasii 12-22 din protocolul de subcultivare)

(i) celulele intr-un numar adecvat (in functie de linia celulara) sunt crescute in placi cu 6

godeuri pana la confluenta dorita

(iii) realizarea unui template pentru placa corespunzatoare experimentului (evaluarea

diferitelor concentratii de compusi test) care include: control negativ (celule netratate),

serii de dilutii pentru compusii test si serii de dilutii pentru solvent

(iv) celulele sunt stimulate cu compusii test si apoi sunt incubate in conditii optime pentru

timpul dorit - 24, 48 sau 72 de ore

(v) Etapa de izolare a ARN, aceasta etapa se efectueaza pe gheata dupa cum urmeaza:

a. vechiul mediu de cultura este indepartat si celulele sunt spalate cu 2 mL de
PBS
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b. celulele sunt desprinse de pe placa folosind racleta specifica (cell scraper) in 1
mL PBS (Figura 4.13)

Figura 4.13. Pregatirea celulelor pentru etapa de izolare a ARN.

c. suspensia formata in fiecare godeu este transferata in tuburi Eppendorf de 1,5
mL pregatite anterior (tuburile sunt etichetate cu numele/codul probei si data
procedurii si invelite cu banda scotch) si tinute in gheata pana la adaugarea
suspensiei (Figura 4.14)

Figura 4.14. Aspirarea suspensiei celulare.

d. suspensia este centrifugata la 12.000xg timp de 5 minute la 4°C

e. supernatantul este indepartat si sedimentul este mentinut la -20°C in cazul in
care izolarea ARN nu se realizeaza in acel moment

f. izolarea ARN se realizeaza folosind pachetul peqGold RNAPureTM (sau alt kit

echivalent), iar protocoalele urmeaza instructiunile producatorului
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g. sedimentul obtinut dupa izolarea ARN este resuspendat in 50 uL DEPC-Water,
este incalzit timp de 30 de minute la 55°C (pentru a creste solubilitatea ARN) si
apoi se masoara concentratia de ARN cu ajutorul spectrofotometrului DS-11

(vi) urmatorul pas este sinteza ADN-ului complementar utilizdnd un kit specific (Kit de
sinteza a cDNA First Strand Maxima®)

(vii) etapa RT-PCR implica urmatorii pasi:
a. Selectarea perechilor de amorse (primeri) de interes
b. Prepararea amestecului care contine amorse sens si antisens, ADN-ul

complementar rezultate si SYBR-Green Master Mix

Se pipeteaza amestecul obtinut la punctul anterior in placa PCR

Reactia PCR utilizand sistemul QuantStudio 5 Real-Time PCR

(viii) Analiza datelor.

4.4. Test in vitro folosind modele celulare 3D (tridimensionale)

Modelele 2D in vitro, care reprezinta culturi celulare aderente monostrat, sunt cele mai utilizate
modele in vitro. Cu toate acestea, din cauza limitelor impuse de geometria plana, acest tip de
model prezice slab comportamentul in vivo. Prin urmare, modelele 3D in vitro nou formulate
sunt o punte intre modelele in vitro si in vivo si reproduc caracteristicile fiziologice si
patofiziologice ale tesuturilor originale, simulédnd structura 3D in vivo. Structurile 3D, datorita
configuratiei spatiale, poseda o mai buna reprezentare a contactului celula-celula si celula-
matrice in micromediul nativ in vivo. Aceste modele produc o impresie realista a transportului
de gaze, nutrienti sau molecule de semnalizare. in plus, modelele 3D in vitro pot recrea
structura complexa a tumorii si pot mentine caracteristicile genotipice si fenotipice impreuna
cu eterogenitatea tumorii [Leonard and Godin, 2016; Jubelin et al, 2022; Mu et al., 2023].
Modelele 3D folosite in laboratorul de studii in vitro din cadrul centrului FARMTOX al UMFVBT
ca instrumente pentru a efectua studii farmaco-toxicologice au fost tesuturi EpiDerm 3D -
Reconstructed Human Epidermis (RHE) achizitionate de la MatTek Corporation (Slovacia).
Aceste tesuturi EpiDerm 3D reconstruite sunt sisteme gata de utilizare constand din
keratinocite epidermice normale, derivate de la om (NHEK) cultivate pe insertii de cultura de
tesut special pregatite [https://www.mattek.com/mattekproduct/epiderm/]. Tesuturile EpiDerm
3D prezinta structura epidermica umana, inclusiv stratul bazal proliferativ, straturile spinos si
granular Si, de asemenea, straturile epidermice cornificate.
[https://www.mattek.com/mattekproduct/epiderm/]. Acest model 3D in vitro a fost validat de

83



I Co-funded by b
R the European Union ’ 4
EUROPLANT-ACT

catre ECVAM (Centrul European pentru Validarea Metodelor Alternative) si OECD
(Organizatia pentru Cooperare si Dezvoltare Economica) ca un sistem model in vitro pentru

testarea produselor chimice, farmaceutice si de ingrijire a pielii.

4.4.1. Determinarea potentialului iritant (testul EpiDerm de iritare a pielii— OECD TG 439)

Principiul metodei: testul consta in expunere topica a compusilor test puri la un model de

tesut EpiDerm 3D, urmata de un test de viabilitate celulara. Reducerea viabilitatii tesuturilor
expuse la substante chimice in comparatie cu controlul negativi (tesuturi tratate cu apa) este
utilizatd pentru a prezice potentialul iritant asupra pielii [https://www.mattek.com/wp-
content/uploads/EPI-200-SIT-Skin-Irritation-MK-24-007-0023.pdf].

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fata de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e Componente kit EPI-200-SIT (MatTek Corporation)

e Componente kit MTT-100 (MatTek Corporation)

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.
* Nota: Pot fi utilizate, de asemenea, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru (conform recomandarilor producatorului)

® Durata 4 zile

(i) dupa primirea tesuturilor, inserturile care contin tesuturile sunt scoase din agaroza si
transferate pe o placa cu 6 godeuri in care s-au adaugat 900 pL mediu de
testare/godeu, timp de 4 ore, in conditii specifice (37°C si 5% COz)

(i) dupa perioada de 4 ore, mediul adaugat initial este inlocuit cu 900 uL mediu proaspat
preincalzit/godeu si incubat pana a doua zi

(iii) a doua zi, mediul este schimbat si probele de testat sunt aplicate pe partea superioara
a inserturilor care contin tesuturile; initial, suprafata tesutului este umezita (25 pL de
solutie salina tamponata cu DPBS), dupa care se adauga 100 mg de proba/insert si se
incubeaza timp de 18 ore (Figura 4.15)
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(iv) controlul pozitiv (PC) - Triton X-100 1% si controlul negativ (NC) - apa ultrapura, sunt
de asemenea adaugate in partea superioara a inserturilor cu tesuturi si incubate timp
de 18 ore

(v) testul MTT se efectueaza dupa cum urmeaza:

a. dupa perioada de stimulare de 18 ore, inserturile sunt spalate cu DPBS si
transferate pe o placa cu 24 de godeuri care contine 300 pL/godeu de MTT (1
mg/mL) si sunt incubate timp de 3 ore.

b. dupa cele 3 ore de incubare, inserturile sunt indepartate si plasate in 2 mL de
solutie extractanta intr-o noua placa cu 24 de godeuri timp de 2 ore la temperatura
camerei, ferita de lumina.

c. apoi, se adauga 200 pL solutie de extractie//godeu pe o noua placa cu 96 de
godeuri, iar absorbantele sunt masurate spectrofotometric la lungimile de unda
corespunzatoare (570 nm si 650 nm)

d. Viabilitatea probelor este calculata folosind formula [Pinzaru et al., 2021]:
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Viabilitate % = OD probs / OD nc x 100
Viabilitate relativa TS % = OD 1s / Media OD nc x 100
Viabilitate relativa NC % = OD nc / Media OD nc x 100
Viabilitate relativa PC % = OD pc / Media OD nc x 100

unde: TS = substanta test, NC = control negativ, PC = control pozitiv, OD = absorbanta.

4.4.2. Determinarea fototoxicitatii (EpiDerm Phototoxicity Assay — OECD TG 498)

Principiul metodei: masoara raspunsul toxic acut dupa expunerea pielii la anumite substante

chimice si expunerea ulterioara la lumina sau care este indus in mod similar de iradierea pielii
dupa administrarea sistemica a unei substante chimice
[https://www.mattek.com/application/phototoxicity/].

Materiale necesare pentru efectuarea testului in plus fatéd de tabelul de resurse cheie descris

pentru dezghetarea/subcultivarea/crioconservarea unei linii celulare:

e Componente kit EPI-200 (MatTek Corporation)

e Componente kit MTT-100 (MatTek Corporation)

e Echipamente de iradiere UVA-vis - Biospectre

e Compusitest

e Selectarea solventului adecvat pentru solubilizarea compusilor test.
* Nota: Pot fi utilizate, de asemenea, consumabile si echipamente echivalente ale altor
furnizori.

Etapele protocolului de lucru (conform recomandarilor producatorului)

® Durata 4 zile

(i) dupa primire, inserturile care contin tesuturile sunt scoase din agaroza si
transferate pe o placa cu 6 godeuri care contine 900 uL mediu de testare /godeu,
timp de 1 ora, in conditii specifice (37 °C si 5% CO3)

(i) dupa perioada de 1 ora, mediul adaugat initial este inlocuit cu 900 uL mediu
proaspat preincalzit /godeu si se incubeaza pana a doua zi

(iif) a doua zi, mediul este schimbat si probele de testat sunt aplicate pe partea
superioara a inserturilor care contin tesuturile; initial, suprafata tesutului este
umezitd (25 pL de solutie salina tamponata cu - DPBS), dupa care se adauga 100

mg de proba/insert si se incubeaza timp de 18 ore
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(iv) placile acoperite sunt expuse la UVA la 6 J/cm?, iar in paralel placile fara expunere
sunt tinute la temperatura camerei in intuneric. Etichetati capacele placilor pentru
a identifica tesuturile expuse la UVA.

(v) dupa aceasta etapa, fiecare insert este spalat cu DPBS si transferat in placi noi
care contin 900 pL mediu/godeu si se incubeaza timp de 18-24 ore la 37 °C si 5%
CO:s.

(vi) in a treia zi, inserturile sunt spalate cu DPBS si transferate pe o placa cu 24 de
godeuri preumpluta 300 uL MTT/godeu, dupa care sunt analizate conform
protocolului de mai sus.

RTV % = OD probs / OD sowvent control x 100
RTV control % = OD sowent control/ OD media solventului control x 100,

unde: RTV = viabilitatea relativa a tesutului, OD = absorbanta.
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Capitolul 5. Utilizarea metodelor in ovo pentru evaluarea activitatii biologice
(CO - UMFVBT)

5.1. Introducere

Angiogeneza, formarea de noi vase de sange din cele preexistente, joaca un rol crucial in
diferite procese fiziologice si patologice, inclusiv cresterea tumorii si metastazare. Evaluarea
potentialului antiangiogenic al compusilor este esentialda in dezvoltarea de noi strategii
terapeutice. in acest context, testul in ovo pe membrana corioalantoidiana (CAM) a aparut ca
un instrument valoros pentru evaluarea activitatii biologice a substantelor asupra angiogenezei
[Moreno-Jiménez et al., 2016].

Testul CAM implica utilizarea membranei corioalantoice a embrionilor de pui in curs de
dezvoltare, care este foarte vascularizata si sensibila la stimuli angiogeni. Acest model permite
observarea directa a formarii vaselor de sénge si ofera o alternativa rentabila si acceptabila
din punct de vedere etic la testele traditionale in vivo. Testul CAM a fost utilizat pe scara larga
in studiul angiogenezei datorita simplitatii, reproductibilitatii si relevantei sale pentru fiziologia
umana [Moreno-Jiménez et al., 2016].

Cercetatorii au folosit testul CAM pentru a evalua potentialul antiangiogenic al diferiti compusi.
De exemplu, s-a demonstrat ca bioconjugatul derivat al acidului B-oleanolic cu rodamina B
prezinta efect antiangiogenic, demonstrand un efect inhibitori semnificativ asupra formarii
vaselor de sange [Mangir et al., 2019]. in mod similar, compusii naturali precum cei izolati din
partile aeriene ale Salvia officinalis au fost investigati pentru activitatea lor antiangiogenica
folosind testul CAM, aratand rezultate promitatoare in inhibarea formarii vaselor de sange
necesare cresterii embrionare [Reichling et al., 2006].

Mai mult decéat atat, testul CAM a fost esential in evaluarea proprietatilor antiangiogenice a
diversi compusi, inclusiv complecsi organometalici [Fathalla et al., 2017], dendrimeri [Kluge et
al., 2016] si fractii de venin [Coelho et al., 2019] . Aceste studii evidentiaza versatilitatea testului
CAM in evaluarea efectelor diferitelor substante asupra angiogenezei, oferind perspective
valoroase asupra potentialelor interventii terapeutice care vizeaza formarea aberanta a vaselor
de sange.

in plus, testul CAM a fost utilizat nu numai in domeniul oncologiei, ci si in domeniul ingineriei
tesuturilor, demonstrand aplicabilitatea sa in studiul regenerarii osoase si al biocompatibilitatii
biomaterialelor [Butt et al., 2018]. Capacitatea testului de a evalua atat biocompatibilitatea, cat

si raspunsul angiogenic al biomaterialelor subliniaza utilitatea acestuia in diferite domenii de
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cercetare dincolo de studiile de angiogeneza. Testul CAM in ovo serveste ca un instrument
valoros si versatil pentru evaluarea potentialului antiangiogenic al compusilor. Simplitatea sa,
rentabilitatea si relevanta pentru fiziologia umana il transforma intr-o alegere preferata pentru
cercetatorii care investigheaza angiogeneza si dezvolta noi agenti terapeutici care vizeaza

formarea vaselor de sange.

5.2. Determinarea potentialului antiangiogenic folosind testul CAM
Etapele protocolului de lucru

Nota !!! Acest protocol este o versiune usor modificata a protocolului pentru metoda de
testare recomandata de ICCVAM!!!
1) Pregatirea oualor:

o incubatorul este pregatit cu cateva ore fnainte de incubarea oualor. intreaga
suprafata a incubatorului este dezinfectata cu servetele si etanol 70%. Temperatura
este setata la 37,5°C, iar umiditatea este de 60 %.

o pentru clocire se folosesc oua proaspete, fertile, cu greutatea cuprinsa intre 50-60
g de la gaini (Figura 5.1) crescute in conditii optime. inainte de a fi introduse in
incubator, ouale se spald cu apa calduta si cu un burete, sau se pot sterge cu

servetele si etanol 70% fara agitare.

Figura 5.1. Oua fertile de gaina cu o greutate intre 50-60 g.
o Se foloseste un creion pentru a marca pe oua data la care sunt introduse in

incubator (Figura 5.2).
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Figura 5.2. Ouale sunt datate si dezinfectate.

o OQuale sunt asezate in tava incubatorului in pozitie orizontala (Figura 5.3).

Figura 5.3. Ouale introduse in incubator (a 1-a zi).

o In a4-azide incubatie, se fac dou& g&uri la cele doua capete ale oului cu ajutorul
unei foarfeci, iar din partea superioara a oului se extrag 5-8 mL de albus (albumen)
cu ajutorul unei seringi si se decanteaza intr-un recipient de colectare. Cele doua
gauri sunt apoi acoperite cu banda adeziva medicala si plasate ihapoi in incubator
(Figurile 5.4 si 5.5).

Figura 5.4. Verificarea cu o sursa de lumina daca embrionii se dezvolta sau nu (a 4-a zi).
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Figura 5.5. Ouale introduse in incubator dupa o
. extractie de albumena (a 4-a zi).
o In a 5-a zi de incubatie, o bucatd mare de banda adeziva este lipitd de oul tinut

orizontal pentru a decupa o fereastra mare cu foarfeca pentru a expune membrana
corioalantoica si vasele de sénge. Fereastra decupatd prin care sunt vizibili
embrionii viabili este apoi acoperita cu o bucata mare de banda adeziva pentru a
evita deshidratarea si oudle sunt reintroduse in incubator pana la efectuarea

testelor experimentale (Figurile 5.6 - 5.8).

Figura 5.6. Taierea unei ferestre mari cu
foarfeca pentru a expune membrana
corioalantoica si vasele de sange (a 5-a zi).

Figura 5.7. Oua acoperite cu banda adeziva
pentru a evita deshidratarea (a 5-a zi).

Figura 5.8. Embrion de pui inconjurat de vase de
sange (a 5-a zi).
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o In fiecare zi se verifica ca parametrii de temperatura si umiditate sa fie mentinuti la

a ©

valorile setate pentru dezvoltarea optima a embrionului [Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM), ICCVAM
Recommended Test Method Protocol: Hen’s Egg Test—Chorioallantoic Membrane.
2010. Available online: http://iccvam.niehs.nih.gov/].

2) aplicarea unui inel pe o zona vascularizata in ziua a 8-a de incubare a oualor, in care

se aplica 10 pL din proba de testat (Figura 5.9)

Figura 5.9. Aplicarea inelului pe CAM pentru a
aplica probe pentru testarea angiogenezei (a 8-a
zi).
3) probele se aplica timp de 5 zile in inel, facdndu-se poze inainte si dupa de fiecare
aplicare a probelor
4) pe tot parcursul experimentului, ouale sunt pastrate in incubator la parametrii optimi

setati.

5.3. Determinarea potentialului iritant

Testul HET-CAM (Hen's Egg Test-Chorioallantoic Membrane) este o metoda utilizata pe scara
largd pentru evaluarea potentialului iritant al diferitelor substante. Acest test implica
observarea membranei corioalantoide a oualor de gaina fertilizate pentru a evalua efectele
substantelor test. Testul CAM a fost recunoscut ca un model de incredere pentru studiul
raspunsurilor tisulare, angiogeneza si biocompatibilitate [Moreno-Jiménez et al., 2016, Mangir
et al., 2019].

Cercetatorii au adaptat testul HET-CAM pentru a determina potentialul iritant al unor
substante, precum uleiurile esentiale si componentele acestora, oferind un instrument valoros
pentru evaluarea iritantilor non-severi pentru ochi si mucoase [Reichling et al., 2008]. in plus,
s-a utilizat testul HET-CAM pentru a confirma efect non-iritant al unor formulari, cum ar fi
gelurile in situ, demonstrand capacitatea acestora de a proteja impotriva substantelor puternic
iritante [Fathalla et al., 2017].
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Testul HET-CAM a fost, de asemenea, folosit in diferite domenii dincolo de evaluarile de
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biocompatibilitate. De exemplu, a fost folosit pentru a evalua mutagenitatea tratamentelor cu
jet de plasma si pentru a evalua citotoxicitatea nanohidroxiapatitei in produsele cosmetice de
ingrijire orala [Kluge et al., 2016; Coelho et al., 2019]. Mai mult decét atat, testul a fost esential
in studiul potentialului de iritare conjunctivala al microemulsiilor concepute pentru a combate
oftalmia neonatorum cauzatd de agenti patogeni precum Neisseria gonorrhoeae si
Staphylococcus aureus [Butt et al., 2018].

in plus, testul HET-CAM a fost recunoscut ca un instrument valoros pentru anticiparea
potentialului iritant oftalmic, prezentand o buna corelatie cu situatiile in vivo [McKenzie et al.,
2015]. Acest lucru evidentiaza importanta sa in industria farmaceuticd pentru evaluarea

efectului iritant a diferite formulari destinate utilizarii oculare.

Etapele protocolului de lucru

Nota!!! Pregétirea ouélor se face asa cum este descris in pasul 1 al protocolului pentru
determinarea potentialului antiangiogenic!!!

1) in a opta zi de incubatie, se aplica 600 pL din proba de testat pe membrana

corioalantoica a embrionilor, iar modificarile plexului vascular sunt observate

stereomicroscopic timp de 300 de secunde (Figura 5.10).

Figura 5.10. O fereastra deschisa care dezvaluie CAN
si vasele de sange ale embrionului de pui (a 8-a zi).

2) se monitorizeaza aparitia unor semne de liza, hemoragie sau coagulare, iar timpul de
aparitie a acestor procese este notat intr-un tabel
3) pe baza valorilor obtinute se calculeaza un scor de iritabilitate din care se estimeaza
potentialul iritant al probelor test.
in concluzie, testul HET-CAM este o metoda versatila si fiabila pentru evaluarea potentialului
iritant in diverse aplicatii. Capacitatea sa de a oferi informatii valoroase asupra raspunsurilor
tesuturilor, biocompatibilitatii si iritatiei il face un instrument valoros pentru cercetatori si

industriile implicate in dezvoltarea de produse, de la cosmetice la produse farmaceutice.
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Capitolul 6. Metode de obtinere a preparatelor din plante
(Extract si uleiuri esentiale) (P3 - UNICAL)

6.1. Introducere
Industriile care se bazeaza pe plante sunt dependente de prepararea produselor din plante.
Extractia este primul pas al oricarui studiu care implica plantele medicinale si joaca un rol

semnificativ si crucial asupra rezultatului final si al efectului plantei (Figura 6.1).

eAnaliza preliminaraa plantelor utilizate in mod traditional A
*Revizuirealiteraturii si arezultatelor stiintifice

 Autentificarea datelor pentru validitatea si exhaustivitatea lor
e Decizie privind necesitatea testarii y

Se colecteaza date privind toxicitatea si, daca nu demonstreaza toxicitate, se trece la pasul urmator
*Dacd nu exista date de toxicitate, selectati un test adecvat pentru analiza toxicitatii
eElaborati si pregatiti protocolul de testare biologica pentru siguranta si toxicitate

eColectareaprobei din planta
eExtractie
» Analiza pentru continutul elemental

eSelectarea unui test biologic potrivit

*Realizarea protocolului pentru testul biologic ales

» Analiza activitatii biologice in vitro

eDeterminarea tipului si nivelului activitatii biologice

elzolarea si caracterizarea compusilor responsabili pentru activitatea biologica observata

eEvaluarea compusilor activi individual si in combinatie cu altii pentru a explora existenta activitatii
si/sau sinergia efectelor biologice

e Utilizati modelul animal pentru analiza bioactivitatii compusilor activi
» Analizati din nou siguranta si toxicitatea, dar in vivo
e Efectuati studii pe subiecti umani

eDezvoltati un sistem adecvat de livrare a dozei
« Analizati eficienta costurilor
eProductie industriald durabila

€idd4di«

Figura 6.1. Organigrama studiului plantelor medicinale si pozitia tehnicilor de extractie [Azmir et al.,
2013].
Compusii bioactivi din materiale vegetale pot fi extrasi prin diferite procedee de extractie
(Figura 6.2).
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Figura 6.2. Tehnici de extractie a compusilor bioactivi [Jha and Sit, 2022].
6.2. Macerarea

Majoritatea tehnicilor de extractie se bazeaza pe puterea de extractie a diferitilor solventi
utilizati, cum ar fi macerarea (Figura 6.3-6.4).

Figura 6.4. Macerarea Capsicum baccatum. (Imagini originale).
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Extractia inseamna separarea uneia sau mai multor substante dintr-o matrice, prin tratare cu
mijloace mecanice, chimice si termice.

Macerarea are loc in recipiente de otel care pot avea atét capacitate mica, cat si mare (1.000—
10.000 litri) sau alt material inert atat fata de matricea solida, cat si fata de solventul de
extractie. Solidul care va fi supus extractiei este introdus in recipientul acoperit complet de
solvent, pentru a se obtine o extractie cat mai completa. Procesul de extractie este de obicei
destul de lung si necesita zile sau chiar saptadmani pentru a ajunge la final. In acest proces de
extractie intervin atat fenomene de difuzie, cat si de osmoza, care sunt puternic dependente
de temperatura.

De obicei, utilizarea caldurii modifica componenta termolabila a medicamentului; prin urmare,
in majoritatea cazurilor este necesara utilizarea de reactivi chimici, in general solventi organici
care fac structura chimica a membranei celulare permeabila.

Macerarea, efectuata la temperatura camerei, reduce riscul de degradare termica a probei.
Etapele protocolului de lucru

1) Planta este initial separata de materialele straine, cum ar fi solul si parti nepotrivite
pentru extractie.
Pentru a creste contactul dintre proba de extras si solvent, planta a fost tocaté corespunzétor.
Particulele nu trebuie sa fie prea mari, altfel solventul nu poate patrunde in celulele cele mai
profunde, dar nu trebuie aduse in stare de pulbere; aceasta ar duce la pierderea ingredientelor
active volatile continute in plantéd si la dificila separare prin filtrare a materialului vegetal de
lichidul folosit, odata ce timpul de macerare s-a incheiat.
2) Ulterior, fiecare proba este scufundata in solvent organic timp de 48 de ore, in interiorul
unui recipient etans, repetand procedura de 3 ori.
Solventii indicati de Farmacopee pentru extractia ingredientelor active din plantele medicinale
sunt: apa, alcoolul etilic si eterul etilic. Industrial se pot folosi alfi solventi precum alcoolul
izopropilic si toluenul, care pot avea caracteristici avantajoase din punct de vedere comercial
sau pentru puterea lor extractivad. Solventul trebuie ales pe baza naturii chimice a compusilor
continuti in proba. Alcoolul este, in general, solventul cel mai utilizat, deoarece este capabil s&
extragd majoritatea moleculelor continute in planta (ingrediente active), fie cd sunt hidrofile,
adica solubile in apa, sau lipofile si, prin urmare, solubile in ulei sau alti solventi organici.
3) Ulterior proba este filtrata si uscata cu ajutorul rotavaporului prevazut cu o baie de apa
la 37 °C, a carui particularitate este evaporarea la presiune joasa cu o pompa de vid
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care permite puncte de fierbere mult mai mici decét cele la presiunea ambianta pentru

a scadea temperatura de fierbere a solventului si favorizeaza evaporarea acestuia.
Combinatia dintre temperatura baii si presiunea de vid permite distilarea precisa a fractiilor de
solvent (Figura 6.5).

Figura 6.5. Extract uscat (Imagini originale).

Tehnica de macerare privind extractia in faza apoasa prezinta unele variatii: infuzia, care poate
fi considerata ca o macerare intr-un timp foarte scurt in ap4 clocotité. In acest caz, extractia
este cu siguranta mai rapida, dar si fenomenul de degradare care afecteaza substantele labile
termic devine mai rapid. O alta varianta a macerarii clasice este decoctul. Se realizeaza prin
punerea matricei in contact cu solventul, functioneaza la temperatura de fierbere, pentru un
timp variabil de pana la 30 de minute sau mai mult.

Aceasta tehnica este deci rezervata materialelor compacte care au ingrediente active
rezistente la caldura, a caror extractie necesita interventia caldurii. Decocturile, ca si infuziile,

se altereaza usor si au o valabilitate limitata.

6.3. Extractia Soxhlet

Extractorul Soxhlet (Figura 6.6) este un dispozitiv capabil sa separe continuu, adica poate
separa dintr-un amestec solid componentele slab solubile de cele insolubile folosind un solvent
volatil.

Dispozitivul preia numele de la Franz von Soxhlet (1848-1926), cel care I-a inventat in 1879
pentru extractia lipidelor dintr-un material solid, folosind eterul etilic ca solvent; complexul

componentelor chimice separate a luat denumirea de extract eteric.
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Figura 6.6. Extractor Soxhlet (Imagini originale).

Extractorul Soxhlet consta din 3 parti: a) un balon care contine solventul; b) extractorul propriu-
zis; ¢) condensator de reflux, racit cu apa. De asemenea, in extractor un brat lateral (1) permite
trecerea vaporilor de solvent in condensator, in timp ce sifonul (2) permite golirea periodica a
extractorului. Materialul solid care contine compusul din extract, este plasat intr-un degetar,
adesea realizat din celuloza poroasa (3), care este introdus in camera principala a
extractorului. Avantajele cheie ale extractiei Soxhlet sunt: i) simplitatea, ii) aplicabilitatea la
temperaturi ridicate, ceea ce mareste cinetica procesului, iii) costuri scazute de pornire, iv) nu
este necesara filtrarea, v) prezenta constanta a solventului si a probei pe tot parcursul
extractiei.

Una dintre problemele majore asociate cu aceastd metoda de extractie este ca aceasta este
limitatd din cauza eficientei sale slabe de extractie, durata lunga de timp a procedurii si a
utilizarii de multi solventi.

Preparatele care se pot obtine din plante sunt numeroase. Extractele sunt preparate care pot
fi lichide, semisolide sau solide in consistenta, in functie de tehnica de extractie [Azwanida
2015]. Prin procedeele de macerare sau percolare, extractele obtinute pot fi clasificate astfel:
(i) extracte fluide: aceste extracte contin aceeasi cantitate de ingredient activ care se gaseste

in planta medicinald initiala; (ii) extracte moi: in timpul procesului de concentrare, se obtine o
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consistentd asemanatoare mierii si sunt de 2 pana la 6 ori mai concentrate decat extractele
fluide; (iii) extracte uscate: acestea sunt pulberi solide obtinute prin evaporarea completa a
solventului utilizat pentru extractie [Abubakar and Haque, 2020].

Un alt preparat obtinut prin macerare sau percolare este tinctura. Tincturile sunt solutii lichide
obtinute prin prelucrarea plantelor medicinale cu un solvent adecvat. in mod obisnuit, se
foloseste o solutie hidroalcoolica (un amestec de apa si alcool), al carei continut de alcool este
ales in functie de solubilitatea ingredientelor active care urmeaza sa fie extrase. Principala
distinctie intre extracte si tincturi consta in faptul ca, in primele, se realizeaza un proces de
evaporare pentru a creste concentratia ingredientelor active din preparat. in schimb, tincturile
pot fi obtinute si prin simpla diluare a extractului fluid corespunzator. O altd substanta extrasa
din materiale vegetale este oleorezina, care contine un amestec de uleiuri esentiale
(componente aromatice volatile) si rasini (componente nevolatile). Aceasta extractie se face

de obicei prin procese de extractie cu solventi sau la presiune inalta [Hudz et al., 2020].

6.4. Tehnici inovatoare de extractie

Aplicarea metodelor inovatoare de extractie in industria alimentara a fost investigata intens,
datorita asteptarilor crescute ale consumatorilor pentru optiuni mai ecologice. Aceste metode,
sunt mai prietenoase cu mediul, datorita utilizarii reduse a substantelor chimice sintetice si
organice, a timpului de functionare redus, a randamentului si a calitatii mai bune a extractului.
Unele dintre cele mai promitatoare tehnici sunt extractia asistatéa cu ultrasunete, extractia
asistata cu enzime, extractia asistata cu microunde, extractia asistatéd cu camp electric pulsat,
extractia fluidului supercritic si extractia lichidului sub presiune. Utilizarea tehnologiilor noi si
combinate noi creste capacitatea de extractie, rezultand randamente cu rate de extractie mai

mari.

6.4.1. Extractie asistata cu ultrasunete

Extractia asistata cu ultrasunete utilizeaza energia ultrasunetelor si solventi pentru a extrage
compusii tintd din diferite materiale vegetale [Kumar et al., 2021]. Este un proces care permite
extractia compusilor bioactivi continuti in plantd prin exploatarea actiunii mecanice a

ultrasunetelor asupra peretilor plantei.
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Figura 6.7. Extractia asistata cu ultrasunete [ Yusoff et al., 2022].

S|

Extractia cu ultrasunete foloseste, in general, un interval de frecventa mai mic (16 KHz — 100
KHz), deoarece frecventele mai mari ar produce prea multd energie care ar putea degrada
ingredientele active din materialele vegetale. Aceste unde consta dintr-o serie de cicluri de
compresie si rarefiere care pot fi propagate prin mediu solid, lichid sau gazos inducand
deplasarea si dislocarea moleculelor din pozitiile lor originale. Tehnologia cu ultrasunete
permite extractia completd a materialului vegetal, pastrand integritatea tuturor moleculelor
continute in planta, fie ca sunt termolabile (proteine, aminoacizi, vitamine, enzime etc.),
termostabile, hidrosolubile sau liposolubile.

Acest lucru este posibil datoritéa undei de soc produsa de ultrasunete care provoaca ruperea

mecanica a peretilor celulari.

Tabelul 1. Avantajele si dezavantajele extractiei cu ultrasunete in comparatie cu macerarea
conventionala.

Principalele avantaje ale extractiei cu Dezavantajele extractiei cu ultrasunete
ultrasunete in comparatie cu macerarea

conventionala
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Reducerea semnificativa a timpilor de productie, Cu extractia cu ultrasunete nu se poate efectua o

deoarece ultrasunetele sparg peretii celulari si extractie selectivd deoarece existd o evadare

reduc timpul de transfer al ingredientelor active totala a tuturor moleculelor continute in materialul

din materialul vegetal in solvent. vegetal, indiferent de afinitatea pentru solventul

utilizat.

Este posibil sa obtineti un litru de maceratin doar Daca se doreste sa se obtind separarea

15 minute. ingredientelor active continute in masa vegetala,

trebuie efectuate metode ulterioare.

Este o tehnicd de extractie care a primit

acreditarea Bio, deoarece aceastéa extractie este

un proces pur fizic Tn care nu se utilizeaza si nu

se adauga produse chimice.

De fapt, se folosesc solventi naturali (ulei, apa si

alcool), indiferent de solubilitatea ingredientelor

active.

Se obtin randamente foarte satisfacatoare in

ceea ce priveste ingredientele active, deoarece

exista o epuizare aproape totala a legumelor.

Etapele protocolului de lucru

1)

materialul vegetal este macinat sau tocat in bucati mici pentru a creste suprafata de
extractie

materialul vegetal este apoi amestecat cu un solvent (cum ar fi etanolul sau apa)
ultrasunetele sunt folosite pentru a ajuta procesul de extractie prin aplicarea undelor
de mare intensitate si frecventa joasa la aproximativ 20 kHz amestecului. Acest lucru
determind formarea cavitatiei acustice si vibratia rapida a solventului, ceea ce
favorizeazé dezintegrarea si ruperea celulelor vegetale si eliberarea de substante
bioactive precum polifenoli, flavonoide si vitamine.

amestecul este apoi filtrat pentru a separa materialul vegetal solid de lichidul care
contine compusii bioactivi extrasi

lichidul este apoi evaporat sau supus unui tratament suplimentar pentru a indeparta
solventul si pentru a concentra moleculele bioactive

produsul final este un extract bogat ih compusi bioactivi care poate fi utilizat in diverse

aplicatii, cum ar fi suplimentele alimentare, alimentele functionale si cosmeticele.
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6.4.2. Extractia asistata de enzime

Substantele fitochimice, care sunt prezente in matrice specifice care contin polizaharida-
lignina stabilizata prin legaturi de hidrogen si interactiuni hidrofobe, raméan dispersate in
citoplasma celulara si sunt inaccesibile prin procesul de extractie cu solvent. Substantele
fitochimice complexate in astfel de probe sunt eliberate efectiv la randamente ridicate prin pre-

tratarea materialului vegetal cu enzime specifice (celuloza, pectinaza si amilaza) care sunt

adaugate in timpul extractiei pentru a spori randamentul fitochimic prin distrugerea peretilor
celulari. Mai mult, aceste enzime hidrolizeaza carbohidratii, cum ar fi celuloza si corpii lipidici
[Bitwell et al., 2023].

Etapele protocolului de lucru

1) pulverizarea materialului vegetal
2) formarea unei suspensii in apa
3) utilizarea unor enzime hidrolitice specifice care au sarcina de a elibera toate moleculele
prezente in fitocomplex
) adaugarea de glicerina
5) filtrare
) adaugarea de acid citric pentru a stabiliza si a face produsul stabil in timp
7) ambalare.
Avantajele utilizarii extractelor hidroenzimatice fatd de remediile fitoterapeutice clasice
precum tincturile mama sau maceratele de glicerina sunt in primul rand eficacitatea,
biodisponibilitatea ridicata datorita utilizarii enzimelor hidrolitice, actiunea prompta si siguranta

produsului deoarece nu contin nici alcool, nici zahar.

6.4.3. Extractie asistata cu microunde

Microundele sunt unde neionizante de natura electromagnetica cu frecventa intre 300 MHz si
300 GHz. Aceste unde sunt pozitionate in spectrul undei electromagnetice intre razele
infrarosii si razele X. Actiunea directd a acestor unde asupra substantei consta in
transformarea energiei electromagnetice in energie termica. Microundele sunt constituite din
doua campuri oscilante perpendiculare: cel magnetic si cel electric, responsabil de incalzire.
Extractia cu microunde (MAE) (Figura 6.8) depinde de procesul de incélzire a solventului si a
probei. In plus, este guvernatd de dou& fenomene: rotatia dipolului si conducerea ionica.

Rotatia dipolului inseamna realinierea dipolilor moleculei cu schimbarea rapida a campului
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electric; aceasta face ca atat materialul dielectric, cat si solventii cu dipoli persistenti sa fie
incalziti prin actiunea microundelor. Prin conductie ionica intelegem in schimb transferul de
ioni cauzat de modificarea campului electric. Ca urmare, migrarea genereaza frecare (datorita

rezistentei oferite de solutie) responsabila cu incalzirea solutiei.

=|
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2

Power Temp Time

Solvent Proba [ \

1 |
— = |

L L

Figura 6.8. O reprezentare schematica a sistemului de extractie asistata cu microunde
[Mirzadeh et al., 2020].

Extractia poate fi efectuata atat pe matrice umeda, cat si pe matrice uscata, exploatand urmele
de umiditate prezente in esantion care sunt incalzite (de exemplu, apa continuta in celulele
vegetale de biomasa). Evaporarea rezultata creeaza presiuni extrem de ridicate in interiorul
celulelor care in cele din urma provoaca ruperea peretelui celular, crescand randamentele de
recuperare a fitocondensatelor in mediu.

Alvarez si colab. (2017) au demonstrat modul in care utilizarea microundelor ca pretratament
pentru tescovina creste atat randamentele de extractie, cét si polifenolii totali extrasi. Caldas
si colab. (2018) observa in schimb modul in care randamentele de polifenoli sunt mai mari
utilizand metode care implica utilizarea microundelor ca mediu de extractie in comparatie cu

metodele conventionale de extractie.
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6.4.4. Extractia fluidelor supercritice

Extractia fluidului supercritic este o tehnica de separare importantd utilizatd in sectoarele
alimentar, nutraceutic si farmaceutic prin care unele ingrediente active sunt izolate prin
supunerea materialului la presiune ridicata in prezenta unui gaz, in principal COs.

Extractia cu fluide supercritice este o tehnologie verde care garanteaza durabilitatea mediului
in urma procesului si un grad ridicat de calitate si puritate a produsului extras. Este o tehnologie
curata, selectiva, nu necesita temperaturi ridicate si reprezintd o alternativa la extractia
comuna cu solventi organici.

Aceasta tehnica permite extragerea compusilor sensibili la caldura si oxidare precum acizii
grasi polinesaturati (w3, w6), vitaminele, canabinoizii, flavonoidele, sterolii, tocoferolii si alti
compusi cu valoare adaugata mare cu certitudinea de a nu ii deteriora. Rezultatul consta in

obtinerea de extracte de o puritate extrema si caracteristici organoleptice foarte rafinate.

6.4.5. Extractorul Naviglio®

Extractorul dinamic rapid solid-lichid (Naviglio extractor ®) (Figura 6.9) reprezinta o tehnologie
inovatoare de extractie solid-lichid care permite ca matricele solide care contin substante
extractibile intr-un solvent organic sau anorganic si in amestecurile acestora sa fie epuizate
intr-un timp scurt, comparativ cu alte tehnici de extractie existente in prezent. Noutatea
extractorului consta in faptul cad modalitatea de extractie se schimba pe masura ce tendinta
metodelor actuale care vizeaza incalzirea sistemului de extractie pentru a creste randamentul
si a accelera timpii de extractie se inverseaza; extractorul Naviglio® efectueaza extractia la
temperatura camerei sau sub aceasta temperatura si utilizeaza cresterea presiunii lichidului
de extractie pe matricea solida care urmeaza sa fie extrasa. Importanta extractiei la
temperaturi scazute rezida in faptul ca in acest fel se evita stresul termic asupra substantelor

termolabile.
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Reprezentarea schematica a functionarii extractorului Naviglio®

1)

|F|g1

L1}
LL

| Fig. 4

Etapa 1. Camerele de extractie sunt umplute cu materialul solid de
extras si solventul de extractie, la presiune atmosferica. in partea
inferioara a celor doua camere cilindrice de extractie se afla doua
compartimente poroase care permit trecerea lichidului si blocheaza
materialul solid.

Etapa 2. Dupa umplere sistemul se inchide si se pune sub presiune
(intre 7 si 9 bari, in general). Presiunea exercitaté de pistoane este
transferata in lichid pe masura ce cele doua camere de extractie sunt

conectate printr-o conducta.

Etapa 3. Odata ce a fost atinsa presiunea stabilita, sistemul ramane
nemiscat pentru timpul necesar stabilirii unui echilibru intre interiorul

si exteriorul matricei solide. Aceasta este faza statica.

Etapa 4. Dupéa aceasta perioada, pistoanele sunt puse in miscare,
generand o scadere imediatd a presiunii sistemului. In acest fel
incepe faza dinamica in care se realizeaza principiul extractiv;
substantele de extras sunt transferate in solventul de extractie
datorité efectului de aspiratie ca urmare a gradientului de presiune

negativ creat intre interiorul si exteriorul matricei solide.

| Fig. 5 l

Etapa 5. Faza dinamica are printre functiile sale si pe aceea de a
amesteca lichidul extractiv evitdnd formarea gradientilor de
concentratie in imediata apropiere a suprafetei expuse a solidului.
Alternarea unei faze statice cu una dinamica constituie un ciclu de

extractie; repetarea mai multor cicluri duce la epuizarea completa a

matricei solide. La sfarsitul extractiei, solventul de extractie este expulzat printr-o supapa

solenoidala si colectat intr-un recipient special.
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Figure 6.9. Extractorul Naviglio®.

Gallo si colab. (2020) au evaluat cinetica procesului de extractie din inflorescente feminine de
Canapa sativa subsp. sativa var. sativa, pe baza determinarii continutului de canabinoizi: acid
canabidiolic (CBDA), acid A9-tetrahidrocanabinolic (THCA), canabidiol (CBD) si A9-
tetrahidrocanabinol (THC), inainte si dupa decarboxilare in cuptor, pentru a evalua posibila
utilizare a extractului de canepa obtinut in sectorul alimentar. Randamentul de extractie a fost
acelasi in cele doua cazuri examinate si calitatile finale aproape identice. Cu toate acestea,
timpii de extractie au fost semnificativ diferiti: macerarea a fost finalizata in 24 de ore, in timp
ce cu extractorul Naviglio extractia a fost finalizata in doar 4 ore (Figura 6.10).
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Figura 6.10. Proces de extractie pentru productia de extracte de inflorescente de canepa prin
macerare conventionala si extractie dinamica solid-lichid rapida (extractor Naviglio) [Gallo et al., 2020].

6.5. Extractia uleiului esential
Uleiurile esentiale pot fi obtinute din material vegetal prin metode de tip distilare cu abur,
hidrodistilare sau presare la rece, in functie de planta si de tipul de ulei care urmeaza sa fie
obtinut. Continutul de ulei esential din materialul vegetal este scazut, de obicei 1 pana la 3%
din greutatea plantei. Uleiurile sunt alcatuite dintr-un amestec complex de compusi chimici,
inclusiv terpene, aldehide, cetone, alcooli si altele, care le confera atat aroma lor distinctiva,
cat si potentialele proprietati terapeutice [Aziz et al., 2018].
Uleiurile esentiale sunt un amestec complex de substante organice volatile si parfumate de
natura chimica variata.
Céteva componente ale uleiurilor esentiale:

» MONOTERPENE - proprietati antifungice, antimicrobiene, antiflogistice si curative (de

ex. lavanda, cimbru, chiparos, salvie, lamaie...);
» SESQUITERPENE - proprietati calmante, antifungice si dezinfectante (de exemplu,

melisa, ylang-ylang, cedru, ienupar...);
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FENOLI - proprietati antifungice si antimicrobiene (de exemplu, cimbru, oregano,
cimbru, garoafa...);

ALDEHIDE - proprietati antibacteriene, antiinflamatorii si sunt, in principal,
responsabile pentru parfum (de exemplu, Iamaie, melisa, scortisoara, eucalipt...);
CETONE - proprietati balsamice si colagog-coleretice (pot fi, de asemenea,
constituenti toxici) (de ex. mugwort, pelin, rozmarin, tuia, menta, salvie...);

ESTERI - proprietati echilibrante, decongestionante, antispastice si calmante (de

exemplu, dafin, lavanda, musetel, muscata roz...).

Caracteristicile uleiurilor esentiale

1.

N o g koD

compuse dintr-un amestec complex de hidrocarburi mono- si sesquiterpene si compusi
oxigenati, propanoide derivate din fenil, compusi ai metabolismului acid al grasimilor si
aminoacizilor, compusi azotati si sulfurati;

pot fi mono-, bi- sau trimoleculare, dar de cele mai multe ori sunt polimoleculare (>250);
sunt puternice, placute, in mare parte incolore sau usor inodore si colorate;

sunt formate din molecule extrem de volatile;

sunt insolubile sau usor solubile in apa;

foarte solubile in alcool, grasimi, acid acetic, eter, cloroform...;

greutate specificad mai mica decét a apei (EXCEPTII: uleiul esential de scortisoara, de

garoafa, de mustar...).

Metoda cea mai utilizatéd pentru extractia uleiurilor esentiale este distilarea cu abur (Figura

6.11). Este folosita in diferite sectoare ca furnizare de materii prime pentru cosmetice, produse

farmaceutice, aromaterapie, arome alimentare, conservare si afaceri de ingrijire la domiciliu
[Machado et al., 2022].
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Figura 6.11. Prezentare generala a etapelor implicate in procesul de distilare cu abur
[Machado et al., 2022].

Aceasta metoda se bazeaza pe unele dintre proprietatile fizice ale uleiurilor esentiale raportate
anterior. Mai exact cele care privesc: volatilitatea, solubilitatea Th apa si densitatea. Distilarea
este, de fapt, un proces prin care uleiurile esentiale sunt separate de tesuturile plantei care le
contine, prin ,transportul” lor prin vapori de apa. O proprietate fizica a uleiurilor esentiale este
volatilitatea, adica capacitatea de a fi usor transportat (vaporizat) de vaporii de apa, in ciuda
punctului lor de fierbere ridicat. Odata vaporizate, uleiurile esentiale sunt usor transportate de
fluxul de vapori de apa.
Materialul vegetal, pregatit corespunzator, este plasat intr-o ,camera de distilare”, in care se
introduc apoi vapori de apa. Vaporii de apa transporta uleiurile esentiale, formeaza un amestec
de Ulei Esential + Vapori de Apa care, trecand printr-o coloana frigorifica, se condenseaza si
se separa rapid apa de Uleiul Esential. Aceasta separare are loc deoarece apa si uleiurile
esentiale sunt nemiscibile intre ele si au, de asemenea, densitati diferite. Se separa prin simpla
decantare. Acest tip de extractie este cea mai folositéd metoda de extractie a uleiurilor esentiale
deoarece ofera o serie de avantaje:
A. Temperatura de fierbere a amestecului de abur/Ulei esential este aproape de 100 °C,
inca departe de temperatura de fierbere a Uleiurilor esentiale. Nu creste pe toata durata
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procesarii si astfel se evita riscurile de deteriorare a Uleiurilor Esentiale si asigura o
buna volatilitate a acestora.

B. Vaporii de apa umfla tesuturile plantelor, dilatd porii, sparge celulele esentiale,
facilitind evacuarea Uleiurilor Esentiale.

C. Uleiul esential astfel obtinut este usor separat de apa condensata prin decantare
datorité faptului ca cei doi componenti ai amestecului sunt nemiscibili intre ei si au
densitati diferite.

D. Exista o pierdere minima de ulei esential datorita solubilitatii sale foarte scazute in apa.
Aceasta pierdere poate fi controlata in continuare prin utilizarea apei aromatice, care
tocmai s-a separat de uleiurile esentiale, pentru a regenera aburul.

E. Procesul are un cost foarte mic (se foloseste apa potabila de la robinet) si nu creeaza
probleme deosebite pentru siguranta la locul de munca.

F. Fluxul de vapori de apa nu contine oxigen; prin urmare, uleiurile esentiale nu sunt
supuse oxidarii. Singurul dezavantaj este riscul de a experimenta o posibila degradare

termica si procese hidrolitice.
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