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Prezenta inventie se refera la solventi eutectici cu toxicitate redusa pentru plante, ca
sila utilizarea lor la formularea produselor agrochimice, in special ingrasaminte, biostimulanti
pentru plante si biopesticide.

Sunt cunoscute o serie de amestecuri in raporturi molare bine determinate ale unor
compusi cu punct de topire ridicat, care, datorita efectului eutectic pronuntat, sunt lichide la
temperatura camerei. Astfel de amestecuri, cunoscute sub denumire de solventi eutectici,
deseori formate din componente naturale (NaDES - Natural Deep Eutectic Solvents) sunt
alcatuite dintr-un donor de legaturi de hidrogen si un acceptor de legaturi de hidrogen, care
formeaza o legatura de hidrogen cu o energie ridicata, denumita si "legatura de hidrogen
ionica" (Martins et al. 2019, Journal of Solution Chemistry, 48(7), 962-982). NaDES au
fost considerati ca fiind o alternativa la lichidele ionice, solventi considerati ecologici la
inceputul acestui mileniu, care au insa o serie de dezavantaje precum costul lor ridicat de
productie, nivelurile ridicate de toxicitate (mai ales pentru organismele acvatice), biodegra-
dabilitatea redusa.

Cererea de brevet SE 1850195 descrie un solvent eutectic format din uree si aceta-
mida si/sau derivatii ai acestora, care este utilizat ca solvent sau agent de dispersie in sinteza
chimica, fabricarea (nano)materialelor, cataliza chimica sau enzimatica, formulare a unor
produse cosmetice sau farmaceutice, separare sau partitie, agenti pentru transfer termic si
ca detergenti sau agenti de curatare.

Cererea de brevet FR 3034625 prezinta solventi eutectici utilizati pentru extractia
materialului vegetal si/sau a animal si/sau a materialului biologic din microorganisme formate
dintr-un amestec care cuprinde: betaina sau o forma hidratata de betaina, ca acceptor de
legaturi de hidrogen, cel putin un compus donator de legaturi de hidrogen selectat din grupul
de polioli sau acizi organici si apa. Amestecul exclude orice zahar si/sau saruri de amina
si/sau anioni exogeni. Poliolii utilizati sunt alesi dintre glicerol, eritritol, manitol, sorbitol, etilen
glicol, propilenglicol, ribitol, aldonitol, propanediol, sau pentilenglicol. Acizi organici sunt alegi
dintre acidul lactic, acidul malic, acid maleic, acid piruvic, acid fumaric, acid succinic, acid
lactic si altele asemenea, acid citric, acid acetic, acid aconitic, acid tartric, acid ascorbic, acid
malonic, acid oxalic, acid glucuronic, acid neuraminic, acid sialic, acid fitic, acid galacturonic,
acid iduronic, acid hialuronic, acid hidroxititric sau derivati de lactona. Proportia in masa a
apei in solventul eutectic este de 1 pana la 50%, de preferinta, de 20 la 30%.

In cazul utilizarii lor ca extractanti unul din dezavantajele solventilor eutectici este
dificultatea separarii lor de compusii extrasi - din acest motiv cererea de brevet FR 30334625
descrie utilizarea solventilor eutectici pentru imbunatatirea activitatii biologice si/sau fizico-
chimice a compusilor inclusi in respectivul extract, ca si utilizarea compusilor extrasi
impreuna cu solventii eutectici pentru producerea de nutraceutice, cosmeceutice, dispozitive
medicale, compozitii farmaceutice. Rolul de crestere a biodisponibilitatii diferitelor medi-
camente de catre solventji eutectici este revendicat si de brevetul NL 2021729 B1.

Desi sunt formati din componente naturale, citotoxicitatea NaDES este mai ridicata
decét cea a componentelor (Hayyan et al. 2013. Chemosphere, 90, 2193-2195). Solventul
eutectic betaina-glicerol continand polifenoli extrasi din cafea verde s-a dovedit a fi toxic
pentru sobolani, inducand consum excesiv de apa, hepatomegalie, cresterea continutului de
lipide serice gi a markerilor de stres oxidativ (Benlebna et al. 2018, Journal of Agricultural
and Food Chemistry, 66(24), 6205-6212). NaDES formati din clorura de colina sau betaina,
in combinatie cu etilen glicolul, acidul citric sau urea, in care au fost extrasi polifenoli din
boasca de struguri, s-au dovedit a fi toxici pentru rame si au avut o toxicitate moderata
pentru plante (Samori et al. 2019, ACS Sustainable Chemistry & Engineering, 7,
15558-15567).
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Comportamentul deosebit al solventilor eutectici este datorat faptului ca structura lor
stabilizata prin legaturi de hidrogen ionice se hidrateaza lent, cu mentinerea unor
nanostructuri de solvent eutectic (Posada et al. 2019. Journal of Molecular Liquids, 276,
196-203). Aceste nanostructuri afecteaza stabilitatea sistemului celular de membrane pentru
ca modifica legaturile de hidrogen din apa, care stabilizeaza entropic interaciiile hidrofobe
responsabile pentru mentinerea straturilor membranare. Destabilizarea membranelor deter-
mina formarea de specii reactive de oxigen si azot (Weidinger & Kozlov 2015.
Biomolecules, 5, 472-484), cu efecte fiziopatologice.

Este deci necesara dezvoltarea unor noi solventi eutectici, care sa aiba o toxicitate
redusa pentru organismele pe care se aplica impreuna cu compusii bioactivi pe care-i extrag.
In particular sunt necesari noi solventi eutectici care si aibd capacitatea de a extrage
ingredientele active din fluxurile laterale agroindustriale (subproduse ale agriculturii si
industriei alimentare) utilizabile pentru realizarea de produse agrochimice. In felul acesta s-ar
realiza o Tnchidere biomimetica a lanturilor de valoare din agricultura si industrie alimentara,
fluxurile laterale generénd produse agrochimice/inputuri in tehnologiile de cultivare a
plantelor.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia, o reprezinta obtinerea unor compusi
formati din componente naurale cu o toxicitate redusa fata de plante si care sa solubilizeze
si sa bio-disponibilizeze compusi biologic activi din fluxurile laterale agroindustriale.

Solventii eutectici conform inventiei sunt formati din clorura de betaina sau clorura
de colind, ca acceptori de legaturi hidrogen si 2,3 butandiol, ca donor de legaturi de
hidrogen, in rapoarte molare cuprinse intre 1 mol acceptori de hidrogen la 1 pana la 3 moli
donori de hidrogen, in variatie semimolara 1, 1,5, 2, 2,5 si 3 M. 2,3 butandiolul din compozitia
de mai sus este racemic sau izomerul 2R, 3R al acestuia.

Solventji eutectici sunt utilizati pentru a formula si/sau extrage: nanoparticule de silice
amorfa extrase din pleava de orez sau de grau spelta, utilizate ca biostimulanti pentru plante;
saponide steroidice si acizi grasi, utilizate ca bioinsecticide; chitosan format din chitina
fungica, utilizat ca biofungicid si biostimulant pentru plante; hidrolizate proteice si chelafi
proteici, utilizati ca biofertilizanti si biostimulanti pentru plante.

Compozitia, conform inventiei, prezinta urmatoarele avantaje:

- toxicitate redusa pentru plantele de cultura, intrucét stresul hidric eventual indus de
nanostructurile eutectice este compensat de efectele de biostimulant pentru plante ale
stereo-izomerului (2R, 3R) 2, butandiol, (Cho et al. The Plani Pathology Journal, 2013,
29, 427).

- capacitate ridicata de a solubiliza ingrediente biologic active pentru biostimulanti,
bioinsecticide, biofungicide, biofertilizanti.

In continuare sunt prezentate exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1

Se cantaresc cu precizie de 4 zecimale la balanta analitica 1396,23 g de clorura de
colina ChCl uscata si 901,2 g de 2,3 butandiol racemic (respectandu-se astfel raportul molar
de 1:1). Formarea DES are loc intr-un sistem format dintr-un balon cu de sticla de 3 |, cu
fund plat si 2 gaturi, in care se introduce o bara agitator magnetic si caruia i se ataseaza un
refrigerent vertical (pentru a minimiza pierderile prin evaporare, in special de 2,3 butandiol)
si un termometru. Pentru incalzire uniforma se foloseste o baie de ulei. Se incalzeste la tem-
peratura de 40°C, cu agitare 600 rpm, timp de doua ore. Dupa incheierea reactiei de formare
a amestecului eutectic, se obtine o solutie transparenta, incolora, vascoasa, perfect omo-
gena. Spectrul FTIR releva modificari la 3322 cm™, specifica vibratiei de intindere a
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gruparilor -OH, ceea ce demonstreaza formarea unor legaturi de hidrogen cu intensitate
crescuta. Solventul eutectic rezultat, ChiCl:2,3 BD 1:1, este utilizat pentru a formula nanopar-
ticulele de silice amorfa extrase din pleava de orez, prin dizolvare a 10 g nanoparticule de
silice in 90 g solvent eutectic.

Exemplul 2

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu diferenta ca se cantaresc cu precizie
substantele pentru a avea un raport molar de 1:2, iar solventul eutectic se foloseste pentru
a extrage siformula saponinele steroidice si acizii grasi extrase din inflorescente de levantica
(Lavandula angustifolia Mill.) epuizate in uleiuri esentiale. 500 g din materialul vegetal extras
de uleiuri esentiale se trece intr-un vas de sticla Simax® de 25 litri (Kavalier), prevazut cu
manta de termostatare, agitare mecanica, si un sistem de recirculare cu o celula de flux
FC100L1-1S (Hielscher Ultrasonics), impreuna cu 3 kg de solvent eutectic, cu pH-ul ajustat
la 7,5, sicu2ldeapa, contindnd 2 mg/ml lipaza B din Candida antarctica, cu minimum 9
unitati lipazice per mg.

Lipazafolosita este Lipozyme Cal B1, (Novozyme A/S, Bagvaerd, Danemarca), lipaza
B din Candida antarctica, exprimata in Aspergillus niger, cu minimum 9 unitati lipazice per
mg. O unitate lipazica este definitd ca fiind acea cantitate de enzima care, in conditii
standard, la 40,0°C, pH 7,0, elibereaza 1 umol de acid butiric per min din tributirina folosita
ca substrat. Suspensia de material vegetal - solutie apoasa NaDES - enzime este ames-
tecata cu agitatorul la 25 rpm si incélzita pana la 50°C. Intermitent, 5 min la fiecare 30 min,
se trece cu un debit de 5 | pe min prin celula de flux pe care este montata o sonotroda UIP
1000 hd (Hielscher Ultrasonics), omogenizandu-se amestecul la 20 kHz si cu o putere de
500 W.

Dupa 4 h se separa materialul lignocelulozic recalcitrant de extractul in NaDES cu
apa, prin filtrare pe un filtru cu presiune (RPF T01, BHS-Sonthofen), la 0,6 MPa. Extractul
se concentreaza pana la circa 3 kg prin folosirea unui Evaporator 25I/h Simax® (Kavalier).
In amestecul de steroide si acizi grasi separat in NaDES sunt determinate activitatile de
stimulare a cresterii plantelor si de repelent pentru insectele daunatoare, prin folosirea unor
bioteste. Activitatea de stimulare a cresterii si dezvoltarii plantelor, corespunzatoare
brassinosteroidelor, a fost determinata prin biotestul plantulelor de Raphanus sativus L.,
dupa metoda descrisa de Takatsuto et al., 1983, Phytochem. 22:2437-2441, cu mici
modificari. S-au folosit plantule Tn varsta de 4 panala 5 zile, care au fost introduse in solutiile
test, reprezentate de diferite dilutii, si mentinute la intuneric pentru 24 h la 25 + 2°C. Dupa
24 h s-amasurat lungimea hipocotilului, care a fost comparata cu lungimea hipocotilului unor
plantule martor tratate numai cu apa. Biotestul s-a repetat de doua ori, calculandu-se pro-
centul de crestere suplimentara fata de martor. S-a folosit si un produs standard, castasteron
(BK) [(22R,23R,24S)-2a,3a,22,23-tetrahidroxi-24-metil-5a-cholestan-6-on], in concentratie
de 10" M. O dilutie de 100 ori a solutiei de amestec de steroide si acizi grasi are aceeasi
activitate cu solutia standard de castasteron 107'° M, ceea ce inseamna un echivalent de
4,64 ug in amestecul extras dintr-un kg initial de material vegetal uscat. Avand in vedere
dozele cuprinse intre 10 si 30 mg de brassinosteroide (a se vedea de ex. Serna et al.,
2012, Plant Growth Reg. 68:333-342), concentratia obiinuta prin acest procedeu permite
aplicarea in practica a procedeului.

Pentru testarea efectului repetent si antifeeding al amestecului de steroide si acizi
grasi s-a utilizat biotestul larvelor de gandac de Colorado, determinandu-se inhibarea hranirii
FI=[1-(T/C)] x 100], unde T si C sunt consumurile de discuri de frunze tratate si, respectiv,
netratate (martor), conform metodei descrise de Reina et al., 2002, J. Nat. Proci. 65:448-
453. Diluatia de 100 ori a amestecului de steroide si acizi grasi in NaDES a determinat o
inhibare a hranirii Fl de 97,5 £ 1,8%, ceea ce este semnificativ pentru utilizarea practica a
produselor rezultate prin ridicarea la scara a procedeului.
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Exemplul 3

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu diferenfa ca se foloseste betaina si se
cantaresc cu precizie substantele pentru a avea un raport molar de 1:1,5, iar solventul
eutectic se foloseste pentru a se solubiliza chitosan format din chitina fungica, utilizat ca
biofungicid si biostimulant pentru plante.

Exemplul 4

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu diferenta ca se foloseste betaina si se
cantaresc cu precizie substantele pentru a avea un raport molar de 1:2,5, iar solventul
eutectic se foloseste pentru a se solubiliza zinc chelatat in hidrolizat proteic de rapita, folosit
ca biofertilizant pentru plante

Exemplul 5

Se lucreaza la fel ca in exemplul 1, cu diferenfa ca se foloseste betaina si se
cantaresc cu precizie substantele pentru a avea un raport molar de 1:3, iar solventul eutectic
se foloseste pentru a se solubiliza fier chelatat in hidrolizat proteic de rapita, folosit ca
biofertilizant pentru plante.
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Revendicari

1. Solventi eutectici cu toxicitate redusa pentru plante pe baza de clorura de colina
si 2,3 butandiol, caracterizati prin aceea ca, sunt constituifi din clorura de betaina sau
clorura de colina, ca acceptori de legaturi de hidrogen si 2,3 butandiol, ca donor de legaturi
de hidrogen, in rapoarte molare cuprinse intre 1 mol acceptori de hidrogen la 1...3 moli
donori de hidrogen, in variatie semimolara 1, 1,5, 2, 2,5 si 3 M.

2. Solventi eutectici cu toxicitate redusa pentru plante conform revendicarii 1,
caracterizati prin aceea ca, 2,3 butandiolul din compozitia de mai sus este racemic sau
izomerul 2R, 3R al acestuia.

3. Solventii eutectici cu toxicitate redusa pentru plante conform revendicarii 1,
caracterizati prin aceea ca, sunt utilizati pentru extragerea din pleava de orez sau de grau
spelta de nanoparticule de silice amorfa; saponide steroidice si acizi grasi; chitosan format
din chitina fungica; hidrolizate proteice si chelati proteici.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
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sub comanda nr. 268/2024
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