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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o compozitie naturala cu proprietati
biopesticide destinata protectiei plantelor sila un proce-
deu de obtinere a acesteia. Compozitia, conforminven-
tiei, este constituitd Tn pari in greutate din 0,15...1,5
parti amestec liofilizat de hidrosoli din plante aromatice
de tip salvie:rozmarin:lavanda in raport 2:2:1...5:4:2,
0,01...0,06 parti amestec de uleiuri esentiale de salvie,
rozmarin si lavanda, in rapoarte egale, 0,01...0,025
parti agent de neutralizare, 0,2...1, surfactant si ap3,
pana la 100 parti. Procedeul, conform inventiei consta
in etapele:

(a) extractia hidrosolilor din plantele aromatice
si colectarea separatd a hidrosolilor si a uleiurilor
esentiale,

(b) obtinerea compozitiei prin uscarea prin
liofilizare a amestecului de hidrosoli,

(c) dizolvarea amestecului liofilizat in apa
ultrapura, adaugarea surfactantului si a amestecului de
uleiuri esentiale, ajustarea pHla 6, 3...7,

(d) conditionarea compozitiei finale sub forma
de solutie omogend, cu pH neutru si continut de
substanta uscata de 10 mg/ml.

Revendicari: 2

Cu incepere de la data publicdrii cererii de brevet, cererea asigurd, in mod provizoriu, solicitantului, protectia conferitd potrivit dispozitiilor
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COMPOZITIE NATURALA CU PROPRIETATI BIOPESTICIDE

SI PROCEDEU DE OBTINERE

Alexandra Gaspar-Pintiliescu, Oana Craciunescu, Laura Mihaela Stefan, Elena Mihai,

Teodora Cristina Ciucan, Adriana Florina Popescu, Cristina Mihaela Luntraru, Mariana Popescu

Prezenta inventie se referd la o compozifie naturala cu proprietiti biopesticide pe bazi de
amestec optimizat de hidrosoli obtinuti din plante aromatice, cu adaos minim de uleiuri esentiale,
avand proprietafi antioxidante §i neurotoxice, destinati protectiei plantelor impotriva insectelor
daunitoare intr-un mod ecologic, prietenos cu mediul, precum si la un procedeu de obfinere a
acestei compozitii.

Se stie ca pesticidele sintetice utilizate in agriculturd sunt toxice, iar toxicitatea lor este
remanentad in produsele agricole, sol, ape si, in general, in mediu. Astfel, o directie recent
dezvoltatd pentru o agriculturd ecologicd §i durabild recomanda utilizarea biopesticidelor,
preparate in special din compusi biologic activi extrasi din plante aromatice.

Sunt cunoscute diferite formulari de biopesticide pe bazi de extracte de plante destinate
tratamentului plantelor de culturd impotriva diunatorilor. S-a aratat c3, uleiurile esentiale au un
efect toxic, repelent §i de distrugere a oudlor daunitorilor, astfel cid pot fi o alternativa la
pesticidele sintetice datoritd toxicitdii scazute si biodegradabilitafii rapide (Isman M. B.,
Industrial Crops and Products, 2017, 110, 10-14). Dezavantajul de a fi foarte volatile si insolubile
in apd a condus la formularea acestora prin tehnici de incapsulare, emulsifiere, condifionare ca
nanoparticule cu scopul eliberarii controlate a compusilor bioactivi §i a imbunatagirii eficientei
tratamentului. Astfel, uleiul esential de Achillea millefolium incapsulat in nanoparticule de
chitosan a prezentat o activitate acaricida fatd de paianjenul rosu comun (Tetranychus urticae) in
urma testarii pe modele de laborator cu frunze de fasole (Ahmadi Z. et al., Journal of Pest
Science, 2018, 91, 837-848).

S-a demonstrat cd, pe langa uleiurile esentiale, hidrosolii obtinufi ca fractie hidrosolubila
reziduald in urma extractiei acestor uleiuri au un confinut consistent de compusi metabolici
secundari (polifenoli) §i mai scizut de compusi volatili (0,2-0,4 g/100 ml) si prezintd proprietati
antioxidante, antimicrobiene §i pesticide, actiondnd impotriva daunatorilor plantelor in cultura
(Degirmenci H. & Erkurt H., Journal of Infection and Public Health, 2020, 13, 58-67;
Georgiev V. et al., Molecules, 2019, 24, 3355; Cid-Perez T. S. et al., Plants, 2019, 8, 22). Astfel,
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hidrosolii extrasi din plante de maghiran (Origanum majorana), roinitd (Melissa officinalis) $i
busuiocul cerbilor (Mentha pulegium) au indus o mortalitate de 5-15% afidelor de Myzus persicae
dupd o zi de la tratament (Petrakis E. A. et al., Journal of Applied Entomology, 2015, 139, 260-
267). Testarea hidrosolilor de busuioc (Ocimum basilicum) si franjuri (Ruta chalepensis) intr-un
model experimental dezvoltat pe frunze de castravete a avut ca rezultat reducerea fecunditatii
afidelor Aphis gossypii si acarienilor Tetranychus urticae $i inducerea unei mortalitafi ridicate a
acestora (46-64%) in comparatie cu un pesticid sintetic (100%) (Traka C. K. et al., Journal of
Applied Entomology, 2018, 142, 413-420). In cazul unei formule de extract metanolic concentrat
de Sophora alopecuroides L. emulsifiat in ulei de soia s-a raportat un efect repelent, in urma
aplicarii foliare, cu actiune prelungita faja de paduchii de plante citrice (psyllids) (Rizvi S. A. H.
et al., Environmental Science and Pollution Research, 2019, 26,21871-21881).

Biopesticide formulate recent pe bazd de ulei esenfial de seminte de neem (Azadirachta
indica), tamaita (Chenopodium ambrosioides) si, respectiv, portocal §i condifionate sub forma de
concentrat emulsifiabil, dispersie uleioasa si, respectiv, lichid solubil au fost testate pe plante
ornamentale in culturd (panselute, Hebe), in conditii controlate de serd si au demonstrat un control
eficient al populatiei de afide M. persicae, care dezvoltd rezistenfd la insecticidele sintetice
conventionale (Smith G. H. et al., Crop Protection, 2018, 110, 125-130). Totusi, este necesard
dezvoltarea unor noi sisteme de pulverizare pentru a evita fitotoxicitatea uleiurilor esentiale i a
imbunatati eficienta lor §i raportul cost-calitate.

Brevetul RO 128885 B1/30.10.2017 descrie o compozitie de biopesticid confindnd unul
sau mai multe tipuri de uleiuri esentiale (rozmarin, mentd, cimbru, eucalipt, etc) incapsulate in
particule lipidice de ulei vegetal hidrogenat si saruri de potasiu ale acizilor grasi cu efect insecto-
fungicid si erbicid. Brevetul WO 2019/215617 A1/14.11.2019 se referd la o compozitie naturald,
care include unul sau mai multe tipuri de hidrosoli (rozmarin, iarba de limaie, neem, pin, busuioc),
preparati prin hidrodistilare cu vapori conform brevetului US 2004/0178054, asociaji intr-o
matrice polimericd, prin aplicarea céreia se urmareste controlul populatiilor de daundtori la
plantele in cultura.

Produsul denumit Neemex este comercializat ca insecticid ecologic sistemic obtinut din
extract de ulei esential din seminte de neem (Azadirachta indica) si actioneaza asupra afidelor
(Aphis sambuci, Aphis pomi), a gandacului de Colorado §i a viermelui rosu al paiului
(Haplodiplozis marginala) prin aplicare foliard, intervenind asupra metabolismului hormonului

steroid juvenil (ecdisona) implicat in procesul de crestere si maturare sexuald, reducerea fertilitagii
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si a numarului de oud a dadunitorilor §i cu efect repelent (stopeazid consumarea plantei de cétre
daunatori).

Dezavantajul compozitiilor pe bazad de compusi chimici de sintez& cu proprietdti pesticide
este reprezentat de toxicitatea acestora pentru om §i necesitatea de a respecta reguli stricte de
ambalare, depozitare si transport. Un dezavantaj al uleiurilor esenfiale este reprezentat de lipsa
solubilitatii lor in ap4, volatilitatea si biodegradarea rapida (Pavela R., 2014, Limitation of plant
biopesticides. In: Advances in Plant Biopesticides, Springer, pp. 347-359).

Problema tehnica pe care aceastd inventie urmareste si o rezolve constd in furnizarea unei
compozitii naturale cu proprietéti biopesticide destinatd tratamentului insectelor d&unétoare din
culturile de plante, care contine hidrosoli de plante aromatice obfinuti ca produse secundare cu
solubilitate mare in apd, amestecati in proportii optimizate prin analizi matematicd de regresie
lineard, cu adaos minim de uleiuri esentiale, pentru un efect antioxidant i neurotoxic maximizat.
Un alt obiect al solutiei tehnice se referd la un procedeu de obtinere a compozitiei naturale pentru
protectia plantelor impotriva insectelor ddunitoare continind hidrosoli in proportii optimizate

pentru un efect neurotoxic maxim.

Compozitia naturald cu proprietdfi biopesticide, conform inventiei, este constituitd din
0,5...1,5 parti amestec liofilizat de hidrosoli din plante aromatice, respectiv
salvie:rozmarin:lavanda in proportii optimizate intre 2:2:1...5:4:2 (g/g/g), cu un continut total de
polifenoli de minim 5%, 0,01...0,06 amestec in parfi egale de uleiuri esentiale de salvie, rozmarin
si lavandd, 0,01...0,025 parti agent de neutralizare ales dintre hidroxid de sodiu si hidroxid de
potasiu, 0,2...1 parti surfactant, ales dintre Tween 20 si Tween 80, si apd pana la 100 parti, partile
fiind exprimate in greutate.

Procedeul de obtinere a compozitiei naturale cu proprietiti biopesticide, conform inventiei,
constd din urmatoarele etape: (a) extractia hidrosolilor din pértile aeriene uscate si maruntite de
plante aromatice din fam. Lamiaceae (salvie, rozmarin, lavanda) prin hidrodistilare in raport de
greutate plantd uscati:apa ultrapurd de 1:15...1:30, prin antrenare cu vapori sau reflux, la 95...100
°C, timp de 2...4 ore si colectarea separata a uleiurilor esentiale si a hidrosolilor; (b) uscarea prin
liofilizare a unui amestec de hidrosoli de salvie:rozmarin:lavanda in proporfii optimizate intre
2:2:1...5:4:2 (g/g/g), cu proprietdti biopesticide maximizate, obtinut prin agitarea §i omogenizarea
amestecului pe o plitd magneticd la 100...250 rpm, la 25...35 °C, timp de 1...2 ore, repartizarea in

pléci de sticld, congelarea la -20 °C, liofilizarea intre -35 °C si +30 °C, sub vid de 0,26 mbar, timp
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de 48 de ore si ambalarea etansd a pulberii rezultate; (¢) prepararea compozifiei naturale prin
dizolvarea amestecului liofilizat de hidrosoli in apd ultrapurd in raport de greutate 1:50...1:100,
prin agitare pe o plitd magnetica la turatia de 100...200 rpm si temperatura de 25...35 °C, timp de
1...2 ore, addugarea amestecului in péarti egale de uleiuri esentiale, omogenizarea cu ajutorul unui
stirrer manual 1a 8000 rpm, timp de 3 minute i apoi addugarea in picatura, sub agitare de Tween
cu rol de agent surfactant, se continud agitarea microemulsiei obtinute pe plita magnetica, la
temperatura de 25...35 °C si turatia de 100...200 rpm, timp de 1...2 ore si se verifica si ajusteaza
pH-ul cu o solutie bazica de hidroxid cu rol de agent de neutralizare pana la o valoare de 6,3...7,0;
(d) conditionarea compozitiei finale sub forma de solutie omogend de culoare bruna, cu miros
placut specific, substantd uscatd de 10 mg/ml! si pH neutru, stocarea solutiei in sticle inchise la
culoare si utilizarea acesteia prin pulverizare pe frunzele plantelor in culturd pentru protectia

acestora impotriva insectelor daunitoare (afide).

Compozitia naturald pentru protectia plantelor impotriva insectelor ddunétoare, obtinuta
in conformitate cu prezenta inventie, are urmatoarele avantaje:

- este un produs natural dezvoltat ca alternativd la produsele pesticide sintetice
comercializate §i a celor din uleiuri esentiale, cu efect de blocare a capacitifii de crestere si
reproducere a insectelor ddundtoare pentru plante in culturd;

- prezintd un risc redus de a dezvolta rezistenta ddunétorilor la pesticide;

- este un produs organic, biodegradabil in mediu si nu induce citotoxicitatea plantelor
destinate consumului;

- biopesticidul are caracter ecologic si prietenos cu mediul pentru protectia integratd a
culturilor agricole, un management durabil al fertilitatii si ecologizarii solului §i asigura siguranta
alimentara prin marirea productiei §i lipsa toxicitafii produselor;

- procedeul de preparare a compozifiei naturale pentru protectia plantelor impotriva
insectelor ddundtoare este simplu, fezabil, valorificd produse secundare ale procesului de extractie
a uleiurilor esentiale, nu necesitd echipamente complexe §i se realizeazi pe o durata redusa.

Hidrosolii extrasi prin hidrodistilare din plante aromatice (familia Lamiaceae) prezinti un
confinut semnificativ de compusi biologic activi, printre care compusii polifenolici §i uleiurile
volatile. Acestia prezint3 activitate antioxidanta prin catalizarea transformadrii speciilor reactive de
oxigen in produsi stabili, favorizdnd capacitatea de aparare a plantelor la stres oxidativ, la nivel

celular si molecular. Speciile reactive de oxigen se formeazd, in mod natural, ca urmare a
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activitatii metabolice a celulelor normale sau inflamate ca raspuns la factorii agresivi de mediu,
cum sunt pesticidele, agentii poluanti, solventii organici, radiatiile, fumatul (Bhattacharyya A.
et al., Physiological Reviews, 2014, 94(2), 329-354). Mecanismul de actiune al compusilor
antioxidanti asupra speciilor reactive de oxigen se bazeaza pe transferul atomului de hidrogen
(mecanism de tip HAT), transferul de electron (mecanism de tip SET) sau ambele tipuri de
mecanisme HAT si SET prin care se neutralizeaza radicalii de tip hidroxil, superoxid, oxigen
singlet, peroxid de hidrogen. Capacitatea antioxidanta este in directd corelatie cu continutul in
compusi polifenolici, dar prezenta compusilor volatili (monoterpene) le conferd hidrosolilor din
plante aromatice un potential antioxidant comparabil sau mai ridicat decét al agentilor antioxidanti
cunoscuti, cum sunt butilhidroxitoluenul (BHT) sau acidul ascorbic (vitamina C).

In plus, hidrosolii care contin fractiile apoase de substante volatile (monoterpene) sunt
implicati in procese de stres neurotoxic (Spochacz M. et al., Comprehensive Reviews in Food
Science and Food Safety, 2018, 17(5), 1339-1366). Astfel, cineolul prezent in cantitate mare in
hidrosolul de rozmarin determind un efect de inhibare a enzimei acetilcolinesteraza si
citotoxicitate fafa de insecte (Abdelgaleil S. A. M. et al., Journal of Chemical Ecology, 2009,
35, 518-525). Unii compusi polifenolici, cum sunt izoflavona rotenond din planta Derris eliptica
si azadirahtin din uleiul de neem, pot actiona ca bioinsecticide datoritd toxicitafii si activitatii de
respingere a daundtorilor din culturile de plante (Hernandez-Carlos B. & Gamboa-Angulo M.,
Molecules, 2019, 24(5), 897). Mecanismul de actiune neurotoxica al unor compusi din hidrosoli
se bazeaza pe inducerea de modificiri hormonale, efect neurologic si dezechilibru al reactiilor
pro-oxidante/antioxidante, ceea ce determind perturbari in cresterea §i reproducerea diunitorilor,
reducerea greutdtii i modificarea comportamentului acestora i un efect repelent (Petrakis E. A.
et al., Journal of Applied Entomology, 2015, 139(4), 260-267).

Stabilirea rapoartelor optime de amestecare a hidrosolilor din plante aromatice pentru
obtinerea unui potential pesticid maxim, se realizeaza prin metoda regresiei liniare cu ajutorul
softului Excel (Avadhani K. S. et al., Drug Delivery, 2017, 24(1), 61-74), aplicatd unui numar
de minim 10 concentratii ale fiecarui hidrosol pentru care se determina valorile experimentale de
activitate antioxidanta gi neurotoxica.

Surfactantii utilizati In studiul nostru, Tween 20 si Tween 80 actioneazd ca agenti
tensioactivi pentru formarea unei singure faze continue gi asigurarea unei stabilitati
termodinamice (Traynor M. et al., International Food Research Journal, 2013, 20(5), 2173-
2181).
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Prezenta propunere de inventie se evidentiaza prin doud exemple nelimitative de obtinere
a compozifiei naturale pentru protectia plantelor impotriva daunétorilor:

Exemplul 1.

Pentru a obtine 1000 g compozitie naturala pentru protectia plantelor impotriva insectelor
daunatoare, se asociazi 10 g amestec liofilizat de hidrosoli din salvie:rozmarin:lavanda in raport
de greutate 2,5:4:1 (g/g/g), cu un continut total de polifenoli de 15%, 0,6 g amestec de uleiuri
volatile din salvie:rozmarin:lavanda in raport de greutate 1:1:1 (g/g/g), 0,2 g hidroxid de sodiu,
2,5 g Tween 20 si apé pand la 1000 g.

Procedeul de obtinere a compozitiei naturale cu activitate biopesticidd constd in mai multe
etape. Intr-o prima etapa, partile aeriene ale plantelor aromatice de salvie, rozmarin si lavanda din
cultura ecologica sunt uscate in conditii de temperatura si umiditate controlate, apoi se mérunfesc
cu ajutorul unui blender electric §i se supun hidrodistildrii pentru extractia hidrosolilor si a
uleiurilor esentiale intr-un echipament de tip Clevenger. Intr-un balon de distilare cu glif cu o
capacitate de 2 1 se introduc 50 g material vegetal mécinat §i umectat in apa ultrapurd, peste care
se pun apoi 1200 g apa si se incélzeste balonul de distilare in cuib pani la fierberea amestecului
la o temperatura de 95...100 °C. Se mentine o viteza de distilare moderata timp de 2 h, dupa care
se spalé refrigerentul cu ajutorul vaporilor timp de 30 de minute. Apoi, se procedeaza la colectarea
separatd a uleiului esential din tubul gradat si a hidrosolului din balonul de distilare gi stocarea
acestora prin inchidere in sticle de culoare bruna si depozitare la 4 °C.

Apoi, se amestecd hidrosolii obtinuti din cele 3 plante aromatice in urma hidrodistilarii, in
proportii optimizate pentru a obfine proprietafi biopesticide maxime, prin addugarea intr-un pahar
Erlenmeyer a 75 g hidrosol de salvie, 120 g hidrosol de rozmarin si 30 g hidrosol de lavanda, se
agitd pe o plitd magnetica, la 200 rpm si temperatura de 25 °C. Dupi o ord de omogenizare, se
obtine o solutie de culoare brund cu o valoare a pH-ului de aproximativ 5,4, care se repartizeaza
in pléci de sticla, se congeleazd la -20 °C, peste noapte si se liofilizeaza intre -35 °C si +30 °C,
sub vid de 0,26 mbar, timp de 48 h cu ajutorul unui echipament Martin Christ. Pulberea astfel
rezultatd se ambaleazi etang in pungi de polietilena si se depoziteaza in conditii de temperatura si
umiditate controlate.

Separat, intr-un pahar Berzelius, se dizolvd 1 g amestec liofilizat de hidrosoli de
salvie:rozmarin:lavanda in proportie de greutate de 2,5:4:1, cu un continut de polifenoli de 15%,
prin addugare de 50 ml apa ultrapuri si se agita pe o plitd magnetica, la 200 rpm §i temperatura de

25 °C, timp de 1 ord. Se adaugd apoi, sub agitare, 0,6 g amestec de uleiuri esentiale de salvie,
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rozmarin $i lavanda, in parti egale, 2 g Tween 20, apoi paharul se ia de pe plitd si se omogenizeaza
cu un stirrer manual (Xenox, MHX/E), la 8000 rpm, timp de 3 min. Se continud agitarea la
temperatura camerei, timp de 2 h, se verificd pH-ul cu ajutorul unui pH-metru Consort i se
ajusteaza la o valoare de 6,5 cu ajutorul unei solufii de hidroxid de sodiu 0,5 M si apoi, se
completeazd cu apa ultrapura pana la 1000 g.

Compozitia finala se prezinta sub forma unei solutii omogene de culoare bruni, cu miros
placut specific, substanta uscatd de 10 mg/ml si pH neutru, care se stocheaza in sticle inchise la
culoare, la temperaturi cuprinse intre 4-25 °C, timp de 3 luni. Preparatul se utilizeazd prin
pulverizare pe frunzele plantelor in culturd la inceputul sezonului vegetativ cdnd agresivitatea

daunatorilor este mai mare, tratamentul repetdndu-se de céte ori este nevoie.

Exemplul 2.

Pentru a obtine 1000 g compozifie naturald pentru protectia plantelor impotriva insectelor
daundtoare, se asociazd 10 g amestec liofilizat de hidrosoli din salvie:rozmarin:lavanda in raport
de greutate 5:2:1 (g/g/g), cu un continut total de polifenoli de 25% cu 0,5 g amestec de uleiuri
volatile din salvie, rozmarin §i lavanda, in parfi de greutate egale, 0,2 g hidroxid de potasiu, 2,5 g
Tween 80 si apa ultrapurd pana la 1000 g.

Obtinerea hidrosolilor din cele trei plante aromatice uscate §i méruntite s-a realizat
conform procedeului prezentat in exemplul 1. Procedeul de obtinere a compozitiei naturale difera
prin aceea cd, la etapa de conditionare prin liofilizare se amesteca hidrosolii obtinuti din cele 3
plante aromatice in urma hidrodistilarii, in proportie de greutate de 5:2:1, prin addugarea intr-un
pahar Erlenmeyer a 100 g hidrosol de salvie, 40 g hidrosol de rozmarin i 20 g hidrosol de lavanda,
se agitd pe o plitd magnetica, la 200 rpm si temperatura de 25 °C. Apoi, se continud conform

exemplului 1.

Compozitia naturald pentru protectia plantelor impotriva insectelor ddunatoare, obfinuta
conform exemplelor de mai sus, a fost analizata din punct de vedere fizico-chimic, biochimic si
biologic. Din punct de vedere fizico-chimic, s-a testat stabilitatea noilor compozitii prin
determindri de pH, sedimentare §i vascozitate. La intervale de o luna de la preparare, s-a masurat
pH-ul cu ajutorul unui pH-metru Consort cu senzor de temperaturd. O cantitate din compozifia
naturald a fost transferata intr-un cilindru gradat cu lif inchis cu dop rodat si a fost mentinuta la

temperatura camerei. S-a urmdrit stabilitatea produsului prin observarea i misurarea stratului de
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sedimentare format. S-au efectuat masurdtori de vascozitate cu ajutorul unui vascozimetru capilar
tip Ubbelohde prevazut cu baie vascozimetricd termostatatd VB-1423 (J.P. Selecta). Rezultatele
au ardtat ci, dupd 3 luni de stocare la intuneric, la temperatura camerei, aceste compozitii finale
preparate sub forma de solufii omogene nu au prezentat sedimentare, modificari ale valorii de pH
si véscozitate.

Din punct de vedere biochimic, s-a determinat activitatea antioxidantd §i neurotoxicé a
compozitiei naturale optimizate din hidrosoli de plante aromatice. Activitatea antioxidanta s-a
determinat ca procent de inhibare a radicalilor liberi de DPPH generati intr-un model experimental
in vitro $i masurat pe baza diferentei de absorbanfe inregistrate pentru amestecul de reactie si
proba control. Rezultatele calculate drept concentratia care inhibd 50% din radicalii liberi formati
(IC50) au ardtat ca amestecul optimizat de hidrosoli a prezentat o valoare mai mic# in comparatie
cu valorile IC50 ale hidrosolilor individuali, ceea ce demonstreaza o activitate antioxidantd mai
mare a amestecului de hidrosoli. S-a determinat activitatea pesticidd folosind un model
experimental in vitro de evaluare a activitéii de inhibare a acetilcolinesterazei, care mimeaza
efectul neurotoxic asupra insectelor diunitoare (afide). Rezultatele au ardtat cd amestecul de
hidrosoli optimizat a prezentat o activitate mai eficientd de inhibare a enzimei acetilcolinesteraza,
incd de la valori mici de concentratie, comparativ cu a hidrosolilor individuali. Aceste activitati
de neutralizare a radicalilor liberi §i inhibare a enzimei acetilcolinesterazi se datoreazi
continutului in polifenoli si fractiilor apoase de substante volatile (monoterpene), compusi care
confera potential pesticid fata de insecte daunétoare din culturi de plante.

Din punct de vedere biologic, s-a testat citotoxicitatea in vitro a plantelor tratate cu
biopesticid §i activitatea pesticidd in vivo a compozitiei naturale obfinute pe un model
experimental dezvoltat in laborator. In vederea testirii citotoxicitafii plantelor tratate cu
biopesticid, compozitia naturala a fost pulverizata pe frunzele unei culturi de echinacea §i dupa 3
zile de la tratament, probele de frunze au fost analizate pe o culturd de celule fibroblaste din linia
NCTC clona 1929 prin metoda contactului direct. Rezultatele au aratat ca viabilitatea celulari a
prezentat valori mai mari de 80%, ceea ce demonstreaza lipsa citotoxicitatii plantelor de cultura
tratate cu biopesticid. Pentru testarea activitifii pesticide, frunze cu afide au fost agezate pe hartii
de filtru intr-o placa petri cu apé, au fost acoperite cu o panzi care s impiedice migrarea afidelor
si au fost pulverizate cu biopesticid. Dupa 7 zile de tratament, s-a determinat o valoare procentuala

a mortalit#tii afidelor de 42%.
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REVENDICARI

1. Compozitie naturald cu proprietéti biopesticide pe baza de amestec de hidrosoli obtinuti
din plante aromatice si stabila la pastrare, destinatd protectiei plantelor intr-un mod ecologic,
conform inventiei, caracterizati prin aceea ci este constituitd din 0,5...1,5 parfi amestec
liofilizat de hidrosoli din plante aromatice, respectiv salvie:rozmarin:lavandd in proportii
optimizate de 2:2:1...5:4:2 (g/g/g), cu un continut total de polifenoli de minim 5%, 0,01...0,06
amestec in parfi egale de uleiuri esentiale de salvie, rozmarin si lavanda, 0,01...0,025 parti agent
de neutralizare ales dintre hidroxid de sodiu si hidroxid de potasiu, 0,2...1 p&rfi surfactant, ales
dintre Tween 20 si Tween 80, si apé pana la 100 parti, partile fiind exprimate in greutate.

2. Procedeul de obtinere a compozitiei naturale cu proprietiti biopesticide, conform
revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ci are la baza urmitoarele etape: (a) extractia hidrosolilor
din partile aeriene uscate i méruntite de plante aromatice din fam. Lamiaceae (salvie, rozmarin,
lavanda) prin hidrodistilare in raport de greutate planti uscata:apa ultrapurd de 1:15...1:30, prin
antrenare cu vapori sau reflux, la 95...100 °C, timp de 2...4 ore si colectarea separati a uleiurilor
esentiale §i a hidrosolilor; (b) uscarea prin liofilizare a unui amestec de hidrosoli de
salvie:rozmarin:lavandd in proportii optimizate intre 2:2:1..5:4:2 (g/g/g), cu proprietdfi
biopesticide maxime, obtinut prin agitarea $i omogenizarea amestecului pe o plitd magnetici la
100...250 rpm, 1a 25...35 °C, timp de 1...2 ore, repartizarea in plici de sticld, congelarea la -20 °C,
liofilizarea intre -35 °C si +30 °C, sub vid de 0,26 mbar, timp de 48 de ore si ambalarea etansd a
pulberii rezultate; (c) prepararea compozitiei naturale prin dizolvarea unui amestec liofilizat de
hidrosoli in apd ultrapurd in raport de greutate 1:50...1:100, prin agitare pe o plitd magnetica la
turatia de 100...200 rpm si temperatura de 25...35 °C, timp de 1...2 ore, addugarea in picétura sub
agitare de Tween cu rol de agent surfactant si a amestecului de uleiuri esentiale prin omogenizare
cu ajutorul unui stirrer manual la 8000 rpm, timp de 3 minute, si apoi se continui agitarea
microemulsiei obfinute pe plita magnetica, la temperatura de 25...35 °C si turatia de 100...200
rpm, timp de 1...2 ore si se verifica si ajusteazd pH-ul cu o solutie bazicad de hidroxid cu rol de
agent de neutralizare pana la o valoare de 6,3...7,0; (d) conditionarea compozitiei finale sub forma
de solutie omogena de culoare brund, cu miros placut specific, substanta uscatd de 10 mg/ml si
pH neutru, stocarea solutiei in sticle inchise la culoare si utilizarea acesteia prin pulverizare pe

frunzele plantelor in cultura pentru protectia acestora impotriva insectelor ddunitoare (afide).
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