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(57) Rezumat:

Inventia se referd la preparate naturale de tip nano-
emulsii cu actiune antifungica destinat culturilor legu-
micole, cu aplicare foliara si/sau radiculara, pe baza de
uleiuri esentiale din familille Lamiaceae si Umbelifere cu
adaos de excipienti organici naturali: marar - oregano,
marar - tymus, fenicul - tymus sau coriandru - satureja.
Preparatele conform inventiei sunt constituite dintr-un
amestec de principii active reprezentate de uleiuri
esentiale selectate din urmatoarele plante, exprimate in
procente in greutate: marar, fenicul, coliandru, oregano,
cimbru (Thymus vulgaris) si cimbru (Satureja hortensis)
in proporii de 0,3...2%, lecitina din soia Tn cantitate de
0,01...0,05%, gelatina intre 0...0,05% si diferenta pana
la 100% apa. Procedeul conform inventiei are
urmatoarele etape:

a. sortarea matricilor vegetale, respectiv semintele,
apartindnd familiei Umbelifere si herba intreaga
provenita din inflorescente si tulpini, apartinand familiei
Lamiaceae, separarea acestora de impuritatile grosiere,
uscate latemperatura ambianta si macinate cu o moara
de laborator Grindomix Retsch la o turatie de
1000 rot/min timp de 60 s,

b. extragerea uleiurilor esentiale volatile prin antre-
nare cu vapori de apa utilizand instalatia de extractie
Clevenger, avédnd randamente de extractie cuprinse
intre 0,5..4%, urmatéd de ambalare, etichetare si
depozitare la 2...4°C pana la utilizarea in testele in vitro,
in vivo si pentru obtinerea emulsiilor,

C. prepararea nhanoemulsiilor s-a realizat prin
ultrasonicare la temperatura de 25°C cu ajutorul
echipamentului Sonic Vibracel WCX130 cu puterea de
130 W si frecventa de 20 kHz, obtinandu-se 4 variante
de lucru marar - oregano, marar - tymus, fenicul - tymus
si coriandru - satureja care au fost utilizate pentru
obtinerea nanoemulsiilor impreuna cu anumite proportii
de lecitind si gelatina Tn functie de matricea vegetala
folosita.
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PREPARATE NATURALE CU ACTIUNE ANTIFUNGICA FOLOSITE CA
AGENTI DE PROTECTIE IN CULTURILE LEGUMICOLE

Inventatori: Alexa Ersilia!, Sumalan Renata Maria!, Lintia Vasile?, Negrea Monical,
Obistioiu Diana!, Poiani Mariana Atena!, Rus Cristian! Tulcan Camelia!
IUniversitatea de Stiinte Agricole si Medicini Veterinari a Banatului ,Regele Mihai I al
Roméiniei” din Timisoara,
2SC Panetone SRL

DESCRIEREA INVENTIEI

Context

Inventia se refera la produse naturale cu acfiune antifungica (PNA) pe bazi de uleiuri esentiale
(UEs) din plante medicinale si condimentare din familiile Lamiaceae si Umbelifere care
exercit efect protectiv impotriva speciei de fungi Verticillium dahlie din culturile legumicole
din spatii protejate sau cAmp deschis, precum s§i la un procedeu de obtinere a PNA printr-o
metodd compatibild cu agricultura organici.

in cazul produsele legumicole incidenta fungica ridicati se referi la contaminarea cu specii de
Verticillium. Verticilioza sau oflilirea verticiliana reprezinti o boald infectioasi a plantelor, care
afecteazii peste 300 de specii de plante, provocati in special de Verticilium dahliae, al carui
miceliu se dezvolti in organele conducitoare, impiedicAnd circulajia sevei. Pierderile
economice provocate de atacul de Verticiliozi reprezinta pani la 50% din total pierderi in
special la cultura de tomate afectatd de Verticilium dahliae [1-4]..

Utilizarea preparatelor naturale in preventia poluirii biologice a produselor de origine vegetald
prezintd o deosebitd importanti in promovarea agriculturii organice si a unui stil de viata
sdnatos. Piata produselor ecologice s-a aflat in continui expansiune in ultimele doud decenii
atingind in acest ristimp scurt, cote de piatd de pani la 10-12%. Pe langd beneficiile sociale si
de mediu aduse, agricultura ecologica poate si reprezinte cheia integririi europene a agriculturii
roménesti. Resursele naturale deosebite, varietatea conditiilor de sol si climaterice, relativa

nepoluare a terenurilor agricole din ultimii 15 ani, forfa de munci ieftini existentd precum si
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proximitatea pietelor de desfacere europene, par sa ofere Roméniei climatul ideal pentru
patrunderea pe piata Europeani.

in ultimii ani, uleiurile esentiale (UEs) din diferite plante au fost testate in preventia dezvoltirii
de fungi pe produsele de origine vegetali [5]. UEs reprezinta un complex de compusi volatili
biosintetizati de plante care includ substante din clase terpenelor, terpenoidelor, compusi
alifatici §i aromatici cu masi molecularid mici §i care reprezinti surse naturale de compusi
biologic activi cu capacitate antioxidanti ridicati [6-7]. Absenta toxicititii recomanda utilizarea
uleiurilor esentiale ca si agenti de protectie antifungici a matricelor vegetale.

Plecédnd de la aceste considerente cercetirile noastre dezvoltate in aceastd inventie sunt centrate
pe efectul antifungic si fungicidal in vivo al uleiurilor esentiale asupra Verticillium dahlie, dar
si asupra altor fungii dezvoltate in culturile legumicole, in scopul obtinerii unor preparate

comerciale testate care si reprezinte alternative viabile la preparatele de sintezi.

Partea experimentala
Partea experimentald a inventiei revendicate a presupus realizarea urmitoarelor etape:
A. Obtinerea unor preparate naturale cu actiune antifungici (PNA) extrase din plante
medicinale si condimentare apartinind familiilor botance Lamiaceae si Umbelifere;
B. Evaluarea potentialului antifungic, fungistatic si fungicidal in vitro asupra Verticillium
dahlie a UEs constituente si a PNA
C. Evaluarea potentialului antifungic in vivo in conditii controlate, stabilirea efectelor
fitotoxice a preparatelor naturale si a efectelor asupra productiei si a indicilor calitativi

la cultura de tomate.

A. Obtinerea preparatelor naturale cu actiune antifungicd (PNA) extrase din plante
medicinale si condimentare apartinind familiilor botance Lamiaceae si Umbelifere

In aceastd etapd s-au obtinut nanoemulsii pe bazi de uleiuri esentiale apartinand familie
Umbelifere (Coriandrum sativum, Anethum graveolens, Feniculum vulgare) si familia
Lamiaceae (Satureja hortensis, Origanum vulgare, Thymus vulgaris) conform procedeului
descris mai jos si pentru care se soliciti drept de proprietate intelctuala.
Au fost obtinute 4 variante de lucru: G-M-0O/ (mérar- oregano); G-M-T /(marar-tymus); G-F-T
(fenicul-tymus); G-C-S /(coriandru-satureja). Doua substante emulsifiante (lecitini si gelatini)

au fost utilizate in obtinerea nanoemulsiilor in diferite proportii in functie de matricea vegetala

folosita. ﬁ/
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B. Evaluarea potentialului antifungic, fungistatic si fungicidal in vitro asupra
Verticillium dahlie a UEs constituente si a PNA

UEs de fenicul (Feniculum vulgare), familia Umbeliferae, a dovedit o stimulare a cresterii
fungului Verticillium dahliae pentru concentratiile 0,02, - 0,06%.. Cresterea miceliana, peste
valoarea controlului cu 11%, s-a inregistrat la concentratiile 0,04 si 0,06% ulei fenicul in
mediul de culturd. Incepand cu 0,1% se constata reducerea suprafetei miceliene in raport cu
controlul, iar la concentratia de 0,6% valoarea SMN este 0, ceea ce reprezintda CMFs (rezultat
confirmat prin transferul miceliului pe mediu neaditionat).
Aceelasi efect, de stimulare in doze reduse, a fost constatat si in cazul uleiului de marar
(Anethum graveolens). La 0,02% concentratie se stimuleaza cresterea miceliului fungic, insa
incepind de 1a 0,04% asistam la inhibare progresiva cu crestrea concentratiei de ulei in mediu.
La 0,5% se atinge CMFs, efectul fungistatic mentinindu-se si la 0,6%.
UEs de coriandru (Coriandrum sativum), apartinind familiei Umbeliferae, a dovedit efect
inhibitor pentru cresterea fungici, efectul fiind corelat cu cresterea concentratiei de ulei. CMFs
a fost stabiliti la 0,4%.
UEs de Satureja hortensis, cimbru de gridini, a aratat un puternic efect antifungic. Inca de la
0,02% cresterea fungica a fost inhibata, fiind de doar 14%. Valoare CMFs este 0,06% iar la
0,1% efectul s-a dovedit efectul a fost fungicid (CMFg).
Oregano (Origanum vulgare) cunoscut in tara noastrd sub denumirea de sovarf sau méaghiran,
apartinind familiei Lamiaceae, este apreciat ca si condiment. Testirile in vitro au dovedit un
pronuntat efect antifungic, la 0,02% cresterea miceliului fiind de 40%. Valoarea CMFs este
0,06% iar la 0,1% dovedeste efect fungicid.
UE de cimbru de camp (Thymus vulgaris) fam Lamiaceae, a dovedit un efect antifungic
pronntat, astfel la 0,02% valoare SMN este de 53% comparativ cu martorul, iar la 0,1% este 0
atingandu-se CMFs. 0,2% reprezinta CMFg la care Verticillium nu se mai reface, concentratia
avand efect fungicid total.
Testarea potentialului antifungic al preparatelor naturale obtinute a evidentiat faptul ci in vitro
emulsia pe bazi de gelatind-mérar-thymus (GMT) prezintd eficienfi maximi, urmati de
amestecurile GMO (gelatini-mirar-oregano) si GFT (gelatind-fenicul-thymus).
Eficienta in vitro a preparatelor naturale asupra cresterii miceliului de Verticillium variazi in
ordinea: GMT> GFT> GMO=GCS.
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C. Evaluarea potentialului antifungic in vivo in conditii controlate, stabilirea efectelor
fitotoxice a preparatelor naturale si a efectelor asupra productiei si a indicilor
calitativi la cultura de tomate

Eficienta protectiei antifungice a plantelor de tomate a fost urmarita pentru fungi endoparaziti,
ce produc traheomicoze, evoutia boli conducand la ofilirea/vestejirea plantelor, (ex Fusarium
oxisporum, Verticilium sp) si ectoendoparazite obligate/facultative, ce se dezvolta pe/in tesutul
vegetal determinand aparitia decolorarilor, necrozelor, atrofiilor (ex Phytophthora infestans,
Alternaria solani, Septoria lycopersici, Botrytis cinerea, Pythium).
Experimentul s-a realizat in conditii controlate, in sera Phytotron, in vase de vegetatie inoculate
cu microscleroti de Verticillium, in care s-au plantat risaduri de tomate, soi ACE 55VF,
urmarindu-se efectul fitotoxic in prezenta tratamentelor cu preparate naturale si efectul acestora
asupra indicilor calitativi ai fructelor. Au fost efectuate mai multe tratamente (5) primul la
transplantare in vase, urmatoarele la interval de 2 saptamani. O reinoculare cu suspensie sporald
de Verticillium s-a efectuat la 6 séptimani de la initierea experimentului.
Variantele experimentale utilizate, diluate 1/50, au fost: 1 -GFT; 2-GMT;3-GCS; 4- GMO.
Rezultatele experimentale obtinute au evidentiat faptul cd plantele de tomate supuse
tratamentului cu produse naturale au fost protejate de infectia radiculara fungica ce determina
ofilirea pantelor. Mai mult s-a constata ca tomatele tratate au inaintat mai repede vegetatie,
inflorirea si fructificarea fiind mai timpurie cu 10 zile in timp ce pentru plantele martor s-a
inregistrat doar crestere vegetativa. Concomitent cu efectele fitotoxice au fost urmirite si
efectele stimulative ale PNA asupra principalilor indici de calitate al produselor finite obtinute,
precum si a productiei. In acest sens, s-au determinat urmitorii indici fizico-chimici si
biochimici: umiditatea, continutul de substante minerale exprimat ca si cenusi si continutul de
polifenoli.
Rezultatele exprimentale evidentiazi faptul ci probele supuse atacului cu Verticillium prezinta
un continut de umiditate superior respectiv un procent de substanta uscati inferior probelor
neinoculate. In cazul probelor neinoculate, dar tratate cu produse naturale, continutul de
substanta uscati creste comparativ cu martorul, in toate variantele experimentale in ordinea:
GFT<GCS<GMO<GMT.
In ceea ce priveste continutul de cenusa, care redi aportul de substante minerale, se observa ca
atacul cu Verticillium influenteazi negativ acumularea substantelor minerale, nivelul acestora
fiind inferior comparativ cu varianta neinoculati, atat in prezenta cat si in absenta tratamentului
cu preparate naturale. In mod contrar, continutul de polifenoli inregistreaza un regres in cazul

probelor eino%e, ceea ce conduce la ideea ca mecanismele de apirare ale plantei in scopul
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protejarii de atacul fungic cu Verticillium conduce la o potentare a reactiilor biochimice si
metabolice de formare a compusilor polifenolici. Comparativ cu controlul, in varianta inoculati,
produsele naturale au un efect de crestere a continutului de polifenoli, in timp ce in variantele
neinoculate se observa un nivel inferior martorului in cazul tratamentelor cu produse naturale.
Efectul potentator asupra continutului de polifenoli, al preparatelor pe baza de uleiuri esentiale,
in cazul variantelor inoculate, creste in ordinea: CS<GMO<GMT<GFT. In cazul substantelor
minerale, comparativ cu controlul, cresterea continutului este mai redusa si variaza in ordinea:
GCS< GFT<GMO<GMT.

In concluzie, preparatele naturale exerciti un efect protectiv asupra continutului de polifenoli
si substante minerale in cazul plantelor de tomate atacate de Verticillium, eficienta maxima,
prin extrapolarea rezultatelor obtinute, fiind asigurati de produsele GMT, CS si GFT.

Prin coroborarea datelor privind efectele protective impotriva dezvoltiirii atacului fungic si
indicii calitativ si de productivitate la cultura de tomate, in prezenta preparatelor naturale
utilizate, recomandim utilizarea emulsiilor GMT, GFT, GCS in concentratie de 1/50 cu aplicare
in vegetatie, respectiv concentratie 1/10 pentru protectie la ridicina.

Procedeu de obtinere a unor preparate naturale cu actiune antifungici (PNA). Procedeul
de obtinere a preparatelor naturale presupune urmétoarele etape:

1. Obtinerea uleiurilor esentiale din plante medicinale;

2. obtinerea preparatelor naturale cu actiune antifungici (PNA) de tip nanoemulsii pe
baza de uleiuri esentiale din familiile Lamiaceae si Umbelifere, cu adaos de
substante emulsionabile, prin tehnici compatibile cu agricultura organica.

Uleiurile esentiale s-au obtinut din matrici vegetale apartinind familiei Umbelifere
(Coriandrum sativum, Anethum graveolens, Feniculum vulgare) si familia Lamiaceae (Satureja
hortensis, Origanum vulgare, Thymus vulgaris). In cazul plantelor din familia Umbeliefere
materialul vegetal utilizat a fost constituit din seminte, iar pentru uleiurile obtinute din plantele
apartinand familiei Lamiaceae se foloseste herba intreagd proveniti din inflorescente si tulpini.
Materialul vegetal provenit de la Statiunea Didacticd a Universitifii de Stiinfe Agricole si
Medicina Veterinard a Banatului “Regele Mihai I al Roméniei” din Timigoara, Romania
(21013°’E longitudine, 45045° N latitudine), din productia S.C.PANETONE SRL si
Intreprinderea Individuald Lintia Vasile. Atit semintele cét si herba au fost selectate pentru
indepédrtarea impuritifilor grosiere si conditionate prin uscare la temperatura ambientali.
Micinarea materialului vegetal s-a realizat cu ajutorul morii de laborator GRINDOMIX
RETSCH si micinate la turatie de 1000 rot/min, timp de 60 sec.

? 5

b



a 2018 00562 31/07/2018

Uleiurile volatile prin antrenare cu vapori de api utilizind instalatia de extractie Clevenger.
Randamentele de extractie a uleiurilor esentiale variazi intre 0.5-4%, randamentul maxim
obtinandu-se in cazul plantelor condimentare de tipul mérar si fenicul. Uleiurile si extractele
obtinute au fost ambalate, etichetate si depozitate la 2-4°C pan3 la utilizarea in testele in vitro,
in vivo si pentru obtinerea emulsiilor.

Prepararea nanoemulsiilor de tip U/A s-a realizat cu ajutorul Echipamentului Sonic Vibracel
WCX130, prin ultrasonicare la temperatura de 25°C. Caractersitici aparatura: Putere 130 W,
frecventa 20kHz.

Au fost obtinute 4 variante de lucru: G-M-0O/ (mérar- oregano); G-M-T /(marar-tymus); G-F-T
(fenicul-tymus); G-C-S /(coriandru-satureja). Doua substante emulsifiante (lecitind si gelatini)
au fost utilizate in obtinerea nanoemulsiilor in diferite proportii in functie de matricea vegetala
folosita.

In realizarea acestui experiment s-au avut in vedere urmitoarele aspecte:

0 S-au utilizat valori medii ale indicelui de refractie din literatura de specialitate, dupa cum
urmeaza: ulei marar: RI=1.484; ulei coriandru: RI=1.467; ulei cimbru: Ri=1.500;

0 S-au realizat dilutii de 1/10000 pentru probele masurate;

0 Probele au fost ultrasonate timp de 10s si au fost masurate dupa un repaus de 50s;

0 Un volum de 1.5 ml proba a fost masurat intr-o cuva termostatata de PS.

O Toate masuratorile au fost efectuate la 25°C.

Analiza emulsiilor obtinute s-a realizat prin tehnica imprastierii dinamice a luminii (DLS).
Caracteristici emulsii obtinute: Emulsia GFT: diametru hidrodinamic 231 mm, indice de
polidispersie 0.352, Emulsia GCS: diametru hidrodinamic 220 mm, indice de polidispersie
0.381, Emulsie GMO: diametru hidrodinamic 221 mm, indice de polidispersie 0.300, Emulsia
GMT': diametru hidrodinamic 244 mm, indice de polidispersie (0.389.

Rezultatele experimentale au evidentiat faptul ci emulsiile pe bazi de uleiuri esentiale au fost
stabile in timp si se incadreazi in categoria nanoemulsiilor cu un diametru al particulelor variind

intre 220-244 nm, astfel incat tehnologia de obtinere poate fi aplicatid la scarid micropilot si

1>
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REVENDICARI

Preparate naturale de tip nanoemulsii cu acfiune antifungicd destinat culturilor
legumicole, cu aplicare foliard si/sau radiculard, pe baza de uleiuri esentiale din
familiile Lamiaceae si Umbelifere, cu adaos de excipienti organici naturali. : G-M-
O/ (mirar- oregano); G-M-T /(marar-tymus); G-F-T (fenicul-tymus); G-C-S
/(coriandru-satureja). Compozitie caracterizatd prin aceea cd este constituitd din
amestec de principii active reprezentate de uleiuri esentiale selectate din urmitoarele
plante: mérar (Anethum graveolens), fenicul (Feniculum vulgare), coriandru
(Coriandrum sativum), oregano (Origanum vulgare), cimbru (Thymus vulgaris),
cimbru (Satureja hortensis) in proportii de 0.3....2%, lecitind din soia in cantitate
de 0,01....0,05%, gelatina 0....0.05% si apa diferenta pana la 100%.

Procedeu de obtinere a unor preparate naturale cu actiune antifungicd de tip
nanoemulsii pe baza de uleiuri esentiale din familiile Lamiaceae si Umbelifere, cu

adaos de substante emulsionabile, prin tehnici compatibile cu agricultura organica.
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DESENE

Planta inoculata artificial cu Inoculat +tratat GMT 1:50 Inoculat +tratat GMO 1:10
Verticillium, netrata cu emulsii
Figura 1. Evidentierea efectului antifungic al preparatelor naturale cu actiune antifungica
(PNA) asupra plantelor de tomate inoculate cu Verticillium dahlie
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