270 %5

ané de Uzynmxm E

UNIVERSITATEA TEHNICA

A “GHEORGHE ASACHI” DIN IASI
: Facultatea de Inginerie Chimica si Protectia

Mediului “Cristofor Simionescu”

EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII iN
AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

Rezumatul tezei de doctorat

Ing. Gabriel Mihaita DARABAN

Conducitor de doctorat: Prof. Univ. Dr. Habil. Ing. Daniela SUTEU

IASI, 2024

V('lNGENlUM
A

European University



Fommularut PO.CSUD.01-F9

UNIVERSITATEA TEHNICA “GHEORGHE ASACHI” DIN IASI
RECTORATUL

Catre

Va facem cunoscut ca, in ziua de 08.07.2024 la ora 11:00 in sala de
Consiliu a Facultatii de Inginerie Chimica si Protectia Mediului ,,Cristofor Simionescu”,
va avea loc sustinerea publica a tezei de doctorat intitulata:

“EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII iN AGRICULTURA S| INDUSTRIA
ALIMENTARA”

elaborate de domnul DARABAN GABRIEL MIHAITA in vederea conferirii titlului
stiintific de doctor.

Comisia de doctorat este alcatuita din:

1. Prof. univ. dr. ing. Malutan Teodor presedinte
Universitatea Tehnica Gheorghe Asachi din lasi

2. Prof.univ. dr. habil. ing. Suteu Daniela conducator de doctorat
Universitatea Tehnica Gheorghe Asachi din lasi

3. Prof. univ. dr. chim. Trinca Lucia-Carmen referent oficial
Universitatea pentru Stiintele Vietii ,,lon lonescu de la Brad” din lasi

4. Conf. univ. dr. habil. Rusu Lacramioara referent oficial
Universitatea ,,Vasile Alecsandri” din Bac&u

5. Conf. univ. dr. ing. Blaga Alexandra-Cristina referent oficial

Universitatea Tehnica Gheorghe Asachi din lasi

Cu aceasta ocazie va invitam sa participati la sustinerea publica a tezei de

doctorat.



EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII N
AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

Ing. Gabriel Mihiita Daraban

domeniul Inginerie Chimica

Presedinte comisie doctorat: Prof. univ. dr. ing. Teodor Milutan
Conducator de doctorat: Prof. univ. dr. habil. ing. Daniela Suteu
Referenti oficiali: Prof. univ. dr. chim. Lucia-Carmen Trinca

Conf. univ. dr. habil. ing. Lacrimioara Rusu
Conf. univ. dr. ing. Alexandra-Cristina Blaga



MULTUMIRI

Realizarea acestei teze de doctorat mi-a oferit prilejul de a-mi testa
limitele in domeniul stiintific prin provocarile si realizarile pe care le-am
experimentat, pe parcursul elabordrii sale, cu sprijinul mentorilor care mi-au
indrumat pasii spre succes §i carora le sunt profund recunoscator.

Doresc sa imi exprim respectul §i recunostinta fata de conducatorul
stiintific, doamna Prof. univ. dr. habil. ing. Daniela Suteu, pentru fundamentarea
stiintificd, sprijinul si indrumarea in elaborarea acestei teze care, prin inalt grad
profesional si daruire, a contribuit la formarea mea si la finalizarea acestei
lucrari.

Deosebitd gratitudine datorez membrilor comisiei de indrumare: Conf.
univ. dr. habil. ing. Ldacramioara Rusu, Conf. univ. dr. habil. ing. Carmen
Zaharia si Sef lucrari dr. ing. Marinela Bddeanu, pentru sfaturile stiinifice
valoroase oferite pe parcursul elaborarii tezei de doctorat, dar si pentru
bunavointa, sprijinul si amabilitatea cu care au contribuit cand am avut nevoie
de expertiza si indrumare.

Multumesc distinsilor referenti din Comisia de evaluare §i sustinere a
tezei de doctorat: Prof. univ. dr. ing. Teodor Malutan, Prof. univ. dr. chim.
Lucia-Carmen Trincd, Conf. univ. dr. habil. ing. Lacramioara Rusu si Conf.
univ. dr. ing. Alexandra-Cristina Blaga, pentru rabdarea cu care au analizat
lucrarea de fata, precum si pentru sugestiile formulate.

As dori sa-mi exprim recunostinta domnisoarei Sef lucrari dr. ing.
Raluca-Maria Hlihor, domnului Sef lucrari dr. ing. Adrian Catalin Puitel si
doamnei Sef lucrari dr. ing. Ramona Elena Tataru-Farmus, pentru indrumarea
stiintifica, profesionalismul si sprijinul moral acordat.

In cele din urma, dar nu in ultimul rand, doresc sa le mulfumesc

membrilor familiei pentru sprijinul, rabdarea si intelegerea acordata pe
parcursul acestei perioade.

Dedic aceastd tezd de doctorat fiului meu, Luca, cu toata dragostea!



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

CUPRINS

INTRODUGCERE ..ottt
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII iN DOMENIUL UTILIZARII
EXTRACTELOR VEGETALE IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA
ALIMENTARA ..ottt sttt
CAPITOLUL 1. Pesticide vs. biopesticide: stadiul actual al cercetarilor,
caracteristici generale, impact si aplicatii pentru controlul daunitorilor si
protectia mediului TNCONJUIALOT............ccooviiiiiiiii s
1.1. Rolul pesticidelor de sintezi in protectia daunatorilor si impactul asupra
MEAIUIUT TNCONJUIALOT ........c.ciiviviiiiiteii et st
1.1.1. Scurt istoric, definire $i UHHZAre..........c.ecvecverrerienie it
1.1.2. Impactul pesticidelor asupra mediului inconjurator si sanatatii umane......
1.2. Biopesticide: alternativi la pesticidele de sintezi si integrarea acestora in
agricultura sustenabilil....................coooo i
1.2.1. Scurt istoric
1.2.2. Definirea biopestiCidelor...........ccvovieiiiiciice s e
1.2.3. Potentialul biopesticidelor si aplicabilitatea l0T...........ccooeviieiiniiicniiis
1.3. Clasificarea, proprietitile fizico-chimice si modul de actiune al
DIOPESHICIARION . ...
1.3.1. Pesticide MiCrobiene...........ccoouiiciiiiii s
1.3.1.1. Bacterii..........
1.3.1.2. Fungi......
1.3.1.3. Virusuri......
1.3.1.4. Protozoare.....
1.3.2. Pesticide biochimice..............
1.3.2.1. Pesticide botanice..........c.ccocorniniincnninnnn.
1.3.2.2. Regulatori de crestere ai insectelor (IGR)..............
1.3.2.3. Regulatori de crestere ai plantelor (PGR)..........ccoocevieviniiiiieennn
1.3.2.4. MINEIAIE......oiiieiiiice e e
1.3.2.5. SemMIoChimMICale.........ccoivviiiriiiie e
1.3.3. Pesticide MaCrODIENE. ........ovivrirereiirre e
1.3.4. Protectori incorporati in plante (PIPs)....
1.4. Provocari in adoptarea biopesticidelor...................cocoooiiiiiiiiiiiiccee
1.4.1. Managementul Integrat al DEUNGtorilor. .........coovevvvviiis e
1.4.2. Avantaje si dezavantaje ale utilizarii biopesticidelor............ccccevveneene.
1.4.3. Inregistrarea produselor naturale ca agenti de protectie a culturilor
1.5, CONCIUZIT ..ot
BIDIIOGIafie. .. ..o s
CAPITOLUL 2. Extracte vegetale: aplicatii in agriculturd si industria
alimentara. ... ... ... e
2.1. Metode de extractie solid-liChid...............cocooiiiiniiiniiic e
2.1.1. Stabilirea solventilor de eXtractiC.........ccueeeeereeieeierisisre s sesnees
2.1.2. Metode conventionale de extractie solid-lichid e —————
2.1.2.1. MACEIAIEA. ......cucvviviinectcietct sttt s




Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

2.1.2.2. DIQESHIA...cviveviiciecii ettt 57

2.1.2.3. DECOCHIA. .ecteeuiesiee ittt sttt 57

2.1.2.4. Infuzia si percolarea... 58

2.1.2.5. Extractia SOXNIEt......ccocceirieiriieiiiieiessc s 58

2.1.3. Metode moderne de extractie solid-lichid ...........cocoveeiniinicis 59

2.1.3.1. Extractia accelerata cu solvent (ASE)...... 59

2.1.3.2. Extractia asistata de microunde (MAE)... 59

2.1.3.3. Extractia asistatd de ultrasunete (UAE)... 61

2.1.3.4. Extractia cu fluide supercritice (SFE)......c.ccovevvininininiriceienns 62

2.1.3.5. Extractia asistatd de enzime (EAE)......c.cccooeveviviiieiieeee e 63

2.1.3.6. Extractia cu apa calda sub presiune (PHWE)..........cccccovevieienennn. 64

2.2. Caracterizarea calitativa si cantitativa a extractelor vegetale........................ 65

2.3. Extracte vegetale: noua generatie de compusi cu actiune biopesticida.. 79

2.4. Aplicatii ale extractelor vegetale in industria alimentara.............................. 96

2.5, CONCIUZI. ...t s 104

Bibliografie 106

CONTRIBUTII PERSONALLE .........ccocootiiiiiiiiicet s 119

CAPITOLUL 3. Materiale si metode utilizate.................cccccoceveeiiiieieiiciesenne 120

3.1. Scopul si importanta cercetarii..............ccccovvevirereriicsereee 120
3.2. Speciile de plante din flora spontani utilizate in studiile experimentale:

amplasament si identificare....................cocoo i 121

3.2.1. Descrierea amplasamentului pentru selectia materialului vegetal................. 121

3.2.2. Selectia si identificarea speciilor de plante...........ccccevererievienecienierierieneeeene 122

3.2.2.1. Ciubotica cucului (Primula veris L.)......cccccoeiininiriiiniccceen 126

3.2.2.2. Oregano/Sovarf (Origanum vulgare L.)......ccccocerviiiiinieneiineeen 127

3.2.2.3. Pelin (Artemisia absinthium L.)........ccoccoiieiiiininnineecene 128

3.2.2.4. Coada soricelului (Achillea millefolium L.)......ccccoooininiiniinnnns 129

3.3. Daunitori considerati in studiul experimental: colectare si descriere............. 129

3.3.1. Gandacul din Colorado (Leptinotarsa decemlineata Say)..........c.coceeervrereneen 129

3.3.1.1. Scurt istoric privind evolutia SPeCiei..........crvrrererirneeirenreeceries 129

3.3.1.2. Evolutia larvara si rezistenta la pesticide.........cccevvevverierierierernennns 130

3.3.2. Gargarita fasolei (Acanthoscelides obtectus Say).........cccvvevrrierevseienerenee. 133

3.3.2.1. Scurt istoric privind evolutia SPeciei...........cceverrivrereiineiirrinenn, 133

3.3.2.2. Descriere si evolutie larvara............cccecveeeneee .. 134

3.4. Reactivii si aparatura utilizate in studiile experimentale 136

3.5. Metode de extractie utilizate in studiile experimentale..... 137

3.5.1. Pregatirea materialului vegetal pentru eXtractie..........ccecueeeereereeiesieneenieneensen 137

3.5.2. Obtinerea extractelor vegetale prin Macerare............ccovereenriesesreiesreeenenns 138

3.5.3. Obtinerea extractelor vegetale prin refluxare in extractorul Soxhlet......... 138

3.5.4. Obtinerea extractelor vegetale prin extractie asistata de ultrasunete............. 140
3.5.5. Obtinerea extractelor vegetale prin combinarea metodelor extractie

asistatd de ultrasunete $i MACEIATE. .......cceruerverrereerieririeetesteteie e siesietesiesteeeeseeseenee 141

3.6. Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor vegetale.....................c..c....... 141

3.6.1. Determinarea continutului total de polifenoli din extractele vegetale........... 141



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

3.6.2. Determinarea continutului total de flavonoide din extractele vegetale.........
3.7. Caracterizarea fizico-chimica a extractelor vegetale.................ccccoooriiniinnnn
3.7.1. Caracterizarea senzoriala a extractelor vegetale..........ccocevvrvercenievieieccenenen.
3.7.2. Determinarea continutului de apa specific speciilor de plante studiate ........
3.7.3. Determinarea vascozitatii extractelor vegetale obtinute...........cccccoeveeveriennns
3.7.4. Determinarea grupdrilor functionale ale compusilor din extractele vegetale
cu ajutorul metodelor spectrofotometrice UV-VIS si FTIR.........ccccoevveveevveirnennnn
3.8. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor vegetale...............................
3.8.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale asupra
daunatorilor din specia Leptinotarsa decemlineata Say............cccevvreveernierineennnn.
3.8.2. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale asupra
daunatorilor din specia Acanthoscelides ObteCtuS Say........cccovveinrrnierinsiiiene
3.9. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunitorilor de cultura
si depozit in conditiile tratamentelor cu biopesticide...................ccccernenne.
3,10, CONCIUZIT. ..
BiblIOGIafiB.......c.ciiiecc et
CAPITOLUL 4. Evaluarea si caracterizarea extractelor vegetale obtinute din
flora spontani autohtoni prin metode de extractie clasice si moderne..................
4.1. Scopul si importanta cercetarii..............ccooeeviiiiniiii
4.2. Studiul factorilor care influenteazi procesul de extractie din plante, din
flora spontani autohtona prin diferite metode de extractie..............c.coceeervririinnen.
4.2.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra gradului de extractie
4.2.1.1. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul
TNACETATTL. ..ottt
4.2.1.2. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul
refluxarii 1n instalatia Soxhlet
4.2.1.3. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul
extractiei asistata de ultrasunete
4.2.1.4. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul
metodei combinate: extractie asistatd de ultrasunete si macerare
4.2.2. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie............ccccecueneene
4.2.2.1. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in
cazul refluxarii in instalatia SOXNIEL............cooiriiiinii e,
4.2.2.2. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in
cazul extractiei asistatd de Ultrasunete............ecevververeereereerierierieneesiereeeeeens
4.2.2.3 Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in
cazul metodei combinate extractiei asistata de ultrasunete si macerare....
4.2.3. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie...................
4.2.3.1. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in
CAZUL MACETATTI. ...ttt ettt et e e
4.2.3.2. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in
cazul refluxarii in instalatia SOXhIEt..........c.ccevirieieriecinieieeeieieee e
4.2.3.3. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in
cazul extractiei asistatd de Utrasunete..........cecveveevieieceereieiienie e

141
142
142
142
142

143
143

143
144
145
147
148

151
151

154
154

154

155

156

160
161

161

163

166
167

167

168

169



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

4.2.3.4. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in

cazul metodei combinate: extractiei asistata de ultrasunete si macerare..... 170
4.3. Continutul total de polifenoli din extractele vegetale obtinute prin diferite
metode de extractie in functie de factorii de influenta......................cooooiiiine 171
4.3.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra continutului total de
POLTENOLE. .. vttt 171
4.3.1.1. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli in
cazul extractelor obtinute prin MACETATE ..........c.ccverereiiiiiisisisesee s 171
4.3.1.2. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli din
extractele obtinute prin refluxare in instalatia Soxhlet ...........ccceevvvereenrnnnee. 172
4.3.1.3. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli in
cazul in cazul extractelor obtinute prin extractie asistata de ultrasunete...... 173

4.3.1.4. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli in
cazul extractelor obtinute prin extractie asistatd de ultrasunete combinatd

CU TTIACETATE. .« e etetttetenee e et et et e e et et e e et et e et et e e et et et e e e aenenens 177
4.3.2. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de polifenali......... 178
4.3.2.1. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
polifenoli din extractele obtinute prin refluxare in instalatia Soxhlet ..... 178
4.3.2.2. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
polifenoli din extractele obtinute prin extractie asistata de ultrasunete ... 179

4.3.2.3. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
polifenoli din extractele obtinute prin metoda combinata: extractie

asistatd de ultrasunete - MACEIAIe ...........ccooviieiiiiini i 183

4.4. Continutul total de flavonoide din extractele vegetale obtinute prin diferite
metode de extractie in functie de factorii de influenta........... ... 184

4.4.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra continutului total de
flaVONOIAE. ...t 184

4.4.1.1. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide din
extractele obtinute Prin MACEIATE ..........c.cevverreirriireine e 184

4.4.1.2. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide din
extractele obtinute prin refluxare in instalatia Soxhlet ..............cccoeueee. 185

4.4.1.3. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide din
extractele obtinuite prin extractie asistata de ultrasunete ...................... 187

4.4.1.4. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide din
extractele obtinute prin metoda combinata: extractie asistata de ultrasunete

— MACEIAME. . .cuiiviiii ittt s 191
4.4.2. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de flavonoide........ 193
4.4.2.1. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
flavonoide din extractele obtinute prin refluxare in instalatia Soxhlet ...... 193

4.422. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
flavonoide din extractele obtinute prin extractie asistata de ultrasunete .... 194



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

4.4.23. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de
flavonoide din extractele obtinute prin metoda combinata: extractiei
asistatd de ultrasunete - MACEIAIE .........cccererervinierrisenrente s eetee e
4.5. Caracterizarea fizico-chimici a extractelor vegetale obtinute prin diferite
MEtOde de eXErACLIC. ........cooveiiiiiiiiiie e e
4.5.1. Caracterizarea extractelor vegetale prin analiza senzoriala..................c.c.......
4.5.2. Determinarea vascozitatii extractelor vegetale obtinute...........ccccccevevveerennne.
4.5.3. Caracterizarea fizico-chimicd cu ajutorul metodelor UV-VIS si FTIR a
extractelor vegetale si a materialului solid utilizat si rezultat...........c.ccoverninnnennee
4.5.3.1. Analiza si caracterizarea spectrelor UV-VIS..
4.5.3.2. Analiza si caracterizarea spectrelor FTIR.........cccoviirnnieiininccene
4.6. CONCIUZIL. ..ot
BIDHOGEATIe. ..o e
CAPITOLUL 5. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor vegetale
obtinute din flora spontanid autohtonid asupra daunitorilor de culturd si
JEPOZIt. ..o
5.1. Scopul si importanta cercetarii...............ccoooviiiiiiiiiiiii
5.2. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor obtinute prin macerare......
5.2.1. Studii preliminare privind evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor
obtinute prin macerare asupra daunatorilor de cultura............ccoveverienincncnenn,
5.2.2. Studii preliminare privind evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor
obtinute prin macerare asupra daunatorilor de depozit..........ccceveveriivriiiiinininnens
5.3. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor obtinute prin refluxare in
instalatia SOXRIet.............ccoooiiiiiiii e
5.3.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin refluxare in
instalatia Soxhlet asupra daunatorilor de Cultura...........ccceeveereeeeereeeeeeeeeee e
5.3.2. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin refluxare in
instalatia Soxhlet asupra daunatorilor de depozit..........c.ccvevecveriecieieierieriererieeen
5.4. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin extractie
asistatd de ultrasunete...................ocoooiiiiiiiii
5.4.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin extractie
asistata de ultrasunete asupra daunatorilor de cultura
5.4.2. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtmute prin extractie
asistata de ultrasunete asupra daunatorilor de depozit..........cccceeveieceevereeiennnenn
5.5. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor obtinute Tn urma metodei
combinate: extractie asistata de ultrasunete si macerare....................cocoviiinns
5.5.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin metoda
combinata: extractie asistatd de ultrasunete si macerare asupra daunatorilor de
CUIEUTE. e e
5.5.2. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin metoda
combinata: extractie asistatd de ultrasunete si macerare asupra daunatorilor de
1415 0T 21 | T PN
5.6. Modelarea analiticd a gradului de supravietuire a diunéitorilor de cultura
si depozit in conditiile tratamentelor cu biopesticide.................ccoocorvvriniiinnnnnnn

199
200
200
201
201
201
207

219
223

226
226
228
228
236
241
241
247
249
249
252

256

256

259

263



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

5.6.1. Modelarea analiticdi a gradului de supravietuire a daundtorilor dupa
aplicarea tratamentelor pe bazd de extracte obtinute prin metoda
TNACETATTL ...ttt st s 264
5.6.1.1. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
culturd dupd aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin
MELOAA MACETALTL ..vovvevierireeeteiiereeteteee ettt beb et se e saenes 266
5.6.1.2. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
depozit dupa aplicarea tratamentelor pe bazd de extracte obtinute prin
MEtOdA MACETATTL ...euvveveiiireeeieeiireeee et 266
5.6.2. Modelarea analiticdi a gradului de supravietuire a daunatorilor dupa
aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin refluxare in instalatia
SOXNIEL. ..o s 268
5.6.2.1. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
culturd dupa aplicarea tratamentelor pe bazd de extracte obtinute prin
refluxare 1n instalatia SOXNIEt..........c.covevieieiiierieieice e 268
5.6.2.2. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
depozit dupa aplicarea tratamentelor cu extracte obtinute prin refluxare in
instalatia SOXNICL.......ccoevierieieieieieieie e 271
5.6.3. Modelarea analiticd a gradului de supravietuire a daunatorilor dupa
aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin extracgie asistata de
ultrasunete .
5.6.3.1. Modelarea analitica a gradului de suprav1etu1re a daunatorilor de
culturd dupa aplicarea tratamentelor pe bazd de extracte obtinute prin
extractie asistatd de Ultrasunete. .........cooueueeerienieieieneieee e 273
5.6.3.2. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
depozit dupa aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin
extractic asistatd de UltraSunete.........ccoovevveveriesiesieierieieieeee e 276
5.6.4. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor dupa
aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin metoda combinata:
extractie asistatd de ultrasunete $i MACETATE........c.cecerueruieereeirieiieenieeeeieeeeees 278
5.6.4.1. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
culturd dupa aplicarea tratamentelor pe bazd de extracte obtinute prin
metoda combinata: extractie asistatda de ultrasunete si macerare............. 278
5.6.4.2. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunatorilor de
depozit dupa aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin

273

metoda combinata: extractie asistatd de ultrasunete si macerare.................. 282
5.7, CONCIUZIN et bt 285
BIDIIOGIafie. . ... s 293
ANEXA 1. ACTIVITATEA STIINTIFICA .............................................................. 303
ANEXA 2. LISTA FIGURILOR. ..ottt s 307
ANEXA 3. LISTA TABELELOR.......cocoiiirreet et s 317

Notd: In rezumatul tezei de doctorat se prezintd intr-o formd succintd introducerea, materialele si
metodele de cercetare §i o parte din rezultatele originale obtinute, concluziile generale si bibliografia
selectiva. La redactarea rezumatului s-au pdstrat notatiile si numerotarea pentru capitolele, paragrafele,
figurile si tabelele utilizate in cadrul tezei de doctorat.

6



Rezumatul tezei de doctorat
EXTRACTE VEGETALE CU APLICATII IN AGRICULTURA SI INDUSTRIA ALIMENTARA

INTRODUCERE

Din cele mai vechi timpuri preocuparea privind cultivarea, intretinerea culturilor
si stocarea produselor cerealiere si, in consecintd, grija pentru sandtatea umana si a
mediului inconjurator, au reprezentat preocupari cotidiene. Mijloacele prin care se realiza
acest proces erau limitate, dar naturale, creand contextul utilizarii plantelor din flora
spontand pentru mentinerea sanatatii, dar si pentru combaterea daunatorilor de cultura si
depozit.

Teritoriul Romaniei, ofera un numar relativ mare de specii de plante cunoscute
la nivel mondial, multe dintre acestea avand pe langd aplicabilitate in tratamentele
medicale si potential insecticid, ceea ce deschide noi oportunitati pentru potentialul
tratament biopesticid. Compusii naturali din plante (de exemplu, extractele vegetale) au
fost utilizati ca pesticide naturale (biopesticide) inca din cele mai vechi timpuri (Daraban
et al., 2021b, 2021a; Suteu et al., 2020).

Speciile plantelor din flora spontana considerate in cadrul tezei de doctorat cu
titlul ,,Extracte vegetale cu aplicatii in agriculturd si industrie alimentard” au fost alese
dupa patru considerente: (1) primul principiu a fost perioada de aparitie a speciilor perene
care apar 1naintea culturilor pe care urmeaza sa le protejeze; (2) un alt principiu a fost
disponibilitatea acestora din abundenta in anumite zone si faptul ca fiind specii autohtone
nu cauzeazd un dezechilibru ecosistemului; (3) cel de-al treilea criteriu a fost acela
conform caruia compozitia chimica a acestor plante nu afecteaza culturile sau produsele
agricole care urmeaza a fi pastrate; si (4) cel de-al patru-lea principiu a fost punerea in
valoare a unor specii din flora spontana autohtona cu potential insecticid neevindentiat in
literatura.

Se cunoaste interesul actual de substituire al pesticidelor de sintezd cu metode
alternative ce se bazeaza pe tinerea sub control a daunatorilor de cultura si depozit (asa
cum sunt cei din speciile Leptinotarsa decemlineata Say - gandacul din Colorado - si
Acanthoscelides obtectus Say - gargarita fasolei). in acest sens, specii de plante din flora
spontand autohtond care nu au fost studiate in profunzime sau care necesitd studii
complexe privind modul de actiune in vederea combaterii daunatorilor, dar care sunt
totusi cunoscute pentru caracteristicile lor medicinale (Origanum vulgare L., Primula
veris L., Artemisia absinthium L., Achillea millefolium L.), au fost evaluate in cadrul
studiilor din prezenta tezd de doctorat. Aceste specii de plante pot fi utilizate ca un
element constituent in conceptul de agricultura durabila, prin potentialul insecticid pe care
il prezinta.

Literatura de specialitate prezintd studii ce au in vedere compozitia
chimicd a multor specii de plantele din flora spontana, atentia fiind totusi
canalizata catre efectele medicinale, ignorandu-se potentialul insecticid. Din
punct de vedere economic utilizarea plantelor din flora spontand reprezintd o
Solutie avantajoasda, deoarece nu necesitd cultivare sau intretinere, ci doar
recoltare si procesare pentru obtinerea de extracte pulverizabile.

Figura 1 propune o evaluare a numarului de articole (a) comparativ cu
procentul de articole din numarul total de articole (b) din literatura de specialitate
ce identificd articolele stiintifice care raporteazd termenul ,,biopesticide” in
raport cu cele care evidentiaza termenii ,,bioinsecticide”; ,,insecticide botanice”;
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,,bioinsecticide”; ,,extracte din plante” in perioada 2012-2022. Baza de date
PubMed® a fost aleasd pentru a selecta publicatiile bibliografice care acopera
obiectivele acestei teze de doctorat. Articolele care au fost considerate adecvate,
au fost incluse pe baza titlului si a rezumatului, iar daca nu indeplineau toate
criteriile de eligibilitate, a fost examinat textul integral pentru o evaluare
suplimentara.

Avand in vedere baza de date analizata in perioada 2012-2022, pentru
termenul ,,biopesticide” au fost analizate un numar total de 24.676 de articole
stiintifice, dintre care 4321 au fost identificate ca fiind relevante, pentru termenul
,,bioinsecticide” au fost analizate un numar total de 522 de articole stiintifice,
dintre care 474 au fost identificate ca fiind relevante, pentru termenul
..insecticide botanice” au fost analizate un numar total de 793 de articole
stiintifice, dintre care 545 au fost identificate ca fiind relevante, iar pentru
termenii ,,bioinsecticide”; ,,extracte din plante” au fost analizate un numar total
de 54 de articole stiintifice, dintre care 49 au fost identificate ca fiind relevante.
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Figura 1. Evolutia numarului de articole publicate in literatura de specialitate (a) si a
procentului acestora din numarul total de articole (b) care raporteaza date privind
aplicarea biopesticidelor fata de cele care raporteaza date privind aplicarea
bioinsecticidelor/insecticidelor botanice/bioinsecticidelor, a extractelor din plante Th
perioada 2012-2022 (Daraban et al., 2023)

Avand in vedere toate aceste considerente a fost formulat Obiectivul
Principal al prezentei teze de doctorat si au fost stabilite obiectivele specifice.
Astfel, teza de doctorat cu titlul ,,Extracte vegetale cu aplicatii in agricultura si
industria alimentard” are ca Obiectiv Principal studiul caracterului biopesticid
al unor extracte vegetale din flora spontand autohtond, obtinute prin metode de
extractie prietenoase cu mediul inconjurdtor, pentru combaterea daundtorilor de
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cultura si depozit, in scopul substituirii pesticidelor de sinteza cu efecte
secundare nedorite asupra mediului inconjurator si sanatatii umane.

Pentru atingerea obiectivului principal al tezei de doctorat, au fost

trasate o serie de obiective specifice care si structureze pas cu pas etape ale temei
de cercetare:

analiza criticd a stadiului actual al cercetarilor privind rolul si impactul
pesticidelor de sinteza si al biopesticidelor in controlul daunatorilor de
culturd si depozit si protectia mediului Inconjurator;

identificarea si selectarea unor metode de extractie care sa pastreze un
echilibru intre calitatea produsului, eficienta procesului, costurile de
productie si protectia mediului;

selectarea unor specii de plante din flora spontand autohtonda cu
proprietdti antioxidante, al caror potential bioinsecticid nu a fost studiat
n detaliu;

caracterizarea extractelor vegetale obtinute din plantele din flora
spontand prin metode analitice fizico-chimice cunoscute, utilizate
pentru a evalua diversi indicatori de calitate, precum si trasarea si
interpretarea rezultatelor prin spectrometrie UV-Vis si spectroscopie in
infrarosu cu transformata Fourier (FTIR);

determinarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale obtinute
(prin identificarea gradului de mortalitate (%), a numarului de oud
depuse si a manifestdrilor neuroleptice) pentru daunatorii de cultura si
depozit din speciile Leptinotarsa decemlineata Say (géndacul din
Colorado) si respectiv, Acanthoscelides obtectus Say (gargarita fasolei);
studiu comparativ privind eficienta extractelor vegetale brute din flora
spontana autohtona (reprezentate de speciile Origanum vulgare L.,
Primula veris L., Artemisia absinthium L., Achillea millefolium L.) Tn
scopul combaterii daunatorilor de culturd (Leptinotarsa decemlineata
Say) si de depozit (Acanthoscelides obtectus Say);

identificarea unui model analitic pentru validarea rezultatelor
experimentale prin aplicarea ecuatiei cinetice de ordinul I in scopul
determinarii evolutiei gradului de supravietuire (%) a populatiei de
daundtori din speciile Leptinotarsa decemlineata Say (gandacul din
Colorado) si Acanthoscelides obtectus Say (gargarita fasolei), dar si a
timpului letal, LTso, utilizadnd extractele vegetale obtinute si utilizate ca
produs biopesticid.

Pentru a finaliza cu succes obiectivele propuse, teza de doctorat a fost

structurata in doud parti principale formate din 5 capitole, urmate de concluzii
generale si anexe. Teza de doctorat contine 318 pagini, 93 de figuri, 24 de tabele,
peste 400 referinte bibliografice si 3 anexe.
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Partea intai cuprinde un Studiu de Literatura exhaustiv referitor la
extractele vegetale si aplicabilitatea lor in agriculturd (ca biopesticide) si
industria alimentard. Aceasta cuprinde 2 capitole care creioneazd o vedere de
ansamblu asupra informatiilor din literatura de specialitate cu privire la prezenta
si impactul pesticidelor de sintezd in mediul inconjurdtor si riscurile pentru
sanatatea umand, comparativ cu potentiale aplicatii si impacturi pozitive ale
biopesticidelor in protectia culturilor agricole prin managementul integrat al
daunatorilor. Ulterior, am facut o trecere in revistd a metodelor de extractie, cu
accent pe metodele prietenoase cu mediul si se contureaza cele mai relevante
utilizari ale extractelor vegetale in agricultura si industria alimentara.

Partea a doua a tezei de doctorat se axeaza pe Contributiile Personale
si este structuratd in 3 capitole care cuprind rezultatele studiilor referitoare la
utilizarea extractelor unor specii de plante din flora spontana autohtona
(reprezentate in principal de speciile Origanum vulgare L., Primula veris L.,
Artemisia absinthium L., Achillea millefolium L.) in scopul combaterii
daunitorilor de cultura (Leptinotarsa decemlineata Say) si de depozit
(Acanthoscelides obtectus Say). Sunt astfel prezentate studii referitoare la
metodele de extractie a speciilor de plante utilizate, respectiv macerare, extractia
prin refluxare in aparatul Soxhlet, extractia asistatid de ultrasunete si o variantd
combinatd intre macerare cu extractia asistatd de ultrasunete, prin varierea
parametrilor de extractie precum: temperatura, timpul de extractie si raportul
solid /lichid (S/L). intr-o etapa urmitoare, studiile au vizat, varierea modului de
administrare a tratamentelor cu extracte vegetale, fiind utilizatd administrarea
directd prin pulverizare pe hrana si administrarea indirecta, controlata, pe un disc
celulozic in scopul combaterii daundtorilor. Modelarea analiticd prin analiza
gradului de supravietuire (%) in timp a permis identificarea timpului letal, LTso,
necesar pentru o mortalitate a 50% din indivizii vizati, tinind cont de
tratamentele utilizate.

Activitatea de cercetare desfagurata pentru a permite elaborarea tezei de
doctorat a inceput la data de 1 octombrie 2017 in cadrul Universitatii Tehnice
,»Gheorghe Asachi” din lasi, Facultatea de Inginerie Chimicd si Protectia
Mediului ,,Cristofor Simionescu”, studiile experimentale fiind realizate in cadrul
Departamentului de Inginerie Organica, Biochimica si Alimentara.

Activitatile de diseminare a rezultatelor cercetarilor obtinute pe parcursul
studiilor de doctorat (Anexa 1), sunt concretizate Tn: 1 carte de specialitate in
care doctorandul este coautor, 5 articole publicate in jurnale cotate ISI (cu un
factor de impact cumulat de 15,037) din care la 3 doctorandul este autor
principal, 2 articole publicate in jurnale cotate 1Sl Proceedings, din care la 1
doctorandul este autor principal, 5 articole publicate in reviste BDI la care
doctorandul este autor principal, 20 lucrari prezentate la manifestari stiintifice
nationale si internationale sub forma de poster sau comunicare orala. Acestea
asigura conditiile impuse pentru sustinerea publica a tezei de doctorat.
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Pornind de la rezultatele studiilor elaborate in teza de doctorat intitulata
Extracte vegetale cu aplicatii in agricultura si industria alimentarid” se pot
pune bazele unei metode de exploatare a ﬂorel spontane romanesti dedicata
micilor fermieri care adopta principiile culturilor ecologice.

CAPITOLUL 1.
Pesticide vs. biopesticide: stadiul actual al cercetarilor, caracteristici
generale, impact si aplicatii pentru controlul daunatorilor si
protectia mediului inconjuritor

1.1. Rolul pesticidelor de sintezid in protectia diunitorilor si impactul
asupra mediului inconjurétor si sdnéititii umane
1.1.1. Scurt istoric, definire si utilizare

Pesticidele sunt denumite cu termeni diferiti, in functie de destinatie,
cum ar fi erbicide, insecticide, fungicide, rodenticide, moluscocide si nematocide
(Hlihor et al., 2018). Gruparea pesticidelor se poate baza, de asemenea, pe
structura lor chimica: organofosforice, carbamati, organoclorurate, piretrine §i
piretroizi, acizi benzoici, triazine, derivati fenoxiacetici, derivati dipiridilici,
derivati glicinici si ditiocarbamati (Figura 1.1) (Bortoli si Coumoul, 2018).
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Figura 1.1. Reprezentarea schematicd a principalelor clase de pesticide si a stucturilor
chimice ale unor reprezentanti aferenti (Daraban et al., 2023)
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1.2. Biopesticide: alternative la pesticidele de sinteza si integrarea acestora
in agricultura sustenabila

1.2.2. Definirea biopesticidelor

Tn ultimele trei decenii, au fost depuse numeroase eforturi pentru a
reduce expunerea si riscul asupra sinatatii umane generat de pesticide, in special
de cel cauzat de insecticide. Exista o cerere ridicata pentru insecticide selective si
sigure care crutd pradatorii naturali si organismele nevizate. Unele pesticide
conventionale au fost inlocuite cu altele mai noi, bio-rationale asa cum mai sunt
denumite biopesticidele sau pesticide cu ,,risc scazut sau redus” ( Horowitz si
Ishaaya, 2004; Ishaaya si Horowitz, 2009; Egwu et al., 2019).

Termenul de biopesticid vizeaza numeroase aspecte ale controlului
daunatorilor si include organismele microbiene, macrobiene, pesticide derivate
din plante (denumite produse botanice), feromoni ai insectelor aplicati pentru
intreruperea imperecherii, dar si genele utilizate pentru transformarea culturilor
n unele rezistente la atacurile insectelor, fungilor si virusurilor sau pentru a le
face tolerante la aplicarea de erbicide (Dimetry, 2014; Manda et al., 2020). 2.2.2.
Procedura experimentald in regim discontinuu

1.2.3. Potentialul biopesticidelor si aplicabilitatea lor

Avantajele utilizarii pesticidelor naturale pentru plante sunt reprezentate
de gama lor de tinte specifice, un mod de actiune lent, o persistentd mai scurta,
niveluri scazute de reziduuri si o utilizare sigurd comparativ cu pesticidele
conventionale sau de sintezd (Oguh et al., 2019).

Aceste atribute sunt avantajoase atit pentru consumatori, cat si pentru
mediul inconjurdtor, insd trebuie sd se acorde o atentie strictd timpului si
modului de aplicare, precum si masurilor de precautie care trebuie respectate cu
strictete. Asta nu inseamna ca nu contin substante chimice, ci doar ca acestea
sunt derivate din surse botanice, animale si minerale. Ele trebuie totusi folosite
cu atentie, deoarece substantele chimice prezente in produsele biopesticide se
descompun mai repede decat cele din surse comerciale, fiind insa considerate
mai putin ddunatoare decat acestea (El-Wakeil et al., 2006).

1.3. Clasificarea, proprietatile fizico-chimice si modul de actiune al
biopesticidelor

Principalele categorii de biopesticide includ mai multe formulari diferite
din cauza variatiei lor In ceea ce priveste solubilitatea compusului activ,
capacitatii de a controla daunatorul, usurintei de manipulare si transport. Plantele
sunt capabile sa sintetizeze o gama completa de varietati structurale care prezinta
o gama aproape la fel de completd de activitati biologice insecticide (Sarwar,
2015).
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Biopesticidele reprezintd un grup distinct, diferit iIn mod inerent de
pesticidele conventionale, fiind compuse din trei categorii majore:

e agenti biochimici de combatere a daunatorilor sau pesticide biochimice
(de exemplu, pesticide botanice, uleiuri esentiale, feromoni, hormoni,
regulatori naturali de crestere ai plantelor, enzime, minerale, etc.),

e agenti microbieni de combatere a daundtorilor sau pesticide
microbiologice (de exemplu, microorganisme),

e agenti macrobiologici de combatere a daunatorilor sau pesticide
macrobiologice (de ex. insecte benefice, parazitoizi, nematode
entomopatogene) (Holmes et al., 2018; Sunjka si Mechora, 2022).

Prin urmare, biopesticidele au o clasificare complexa, strategiile din
Managementul Integrat al Daunatorilor (IPM) incluzénd o combinatie de produse
de sinteza si biologice de protectie a culturilor pentru a obtine sinergii de actiune
si o utilizare globald mai redusa. Exista mai multe surse de unde pot proveni
biopesticidele, fiecare dintre acestea avand un rol specific sau general in functie
de o serie de factori si de tipul daunatorilor pentru care este administrat. Sursele
generale din care provin in functic de regn sunt: animal, vegetal, mineral si
microbian. Fiecare dintre aceste clase principale se subclasifica la randul lor in
subclase de compusi cu efect pesticid functie de o serie de factori. O imagine
cuprinzitoare a modului in care s-ar putea clasifica biopesticidele, este
reprezentatd in Figura 1.5.
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Figura 1.5. Reprezentarea principalelor categorii de biopesticide, a
interactiunilor cu diferite tipuri de ddunatori si modul acestora de actiune
(MoA-mod de actiune) (Daraban et al., 2023)
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CAPITOLUL 2.
Extracte vegetale: aplicatii in agricultura si industria alimentara

5

2.1. Metode de extractie solid-lichid

Cea mai importanta etapd in prelucrarea materiilor prime vegetale este
reprezentatd de extractia si izolarea compusilor tinta. Calitatea unui extract si
eficienta unei proceduri sunt influentate de mai multi factori: materialul vegetal
si pregatirea probei Inainte de extractie, tipul de solvent, tehnica de extractie,
conditiile fizico-chimice, etc. (Tzanova et al., 2020). Extractia reprezintd un
procedeu de baza pentru separarea si recuperarea compusilor bioactivi din plante.

Metodele de extractie constau in extractia conventionald pe baza de
solventi si in extractia modernd, considerata mai robusta si ecologica (Bitwell et
al., 2023). Tn mod obisnuit, extractiile solid-lichid se realizeaza folosind ca
solventi extractanti lichide organice si/sau anorganice si amestecuri ale acestora
in contact cu o matrice solida insolubila (de exemplu, metoda Soxhlet) sau
folosind sisteme secventiale la presiune atmosferica care necesitd proceduri
lungi, cum ar fi macerarea sau percolarea.

Figura 2.1 propune o schema a celor mai uzuale metode de extractie
solid-lichid, urméand ca o parte dintre acestea si fie descrise in amanunt in
subcapitolele urmatoare.

, Legenda:

PHWE — extractie cu ap3 cald3 sub presiune SPME — microextractie in faza solidd

| UAE — extractie asistatd de ultrasunete PLE — extractie lichidd sub presiune

| MAE — extractie asistata de microunde ASE — extractie accelerata cu solventi i

| SFMAE - extractie asistats de microunde fara solventi EAE —extractie asistatd de enzime i 4

{ PMAE — extractie presurizat3 asistatd de microunde EAAE — extractie apoasd asistatd de enzime|

SFE — extractie cu fluide supercritice EACP — presare la rece asistatd de enzime EAAE EACP

Figura 2.1. Clasificarea celor mai uzuale metode de extractie solid-lichid
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2.2. Caracterizarea calitativa si cantitativa a extractelor vegetale

Extractia compusilor bioactivi din plante si estimarea calitativa si
cantitativa a acestora este importantd pentru investigarea de noi compusi care sa
fie valorificati in mod direct in cadrul industriilor farmaceutica, alimentara si
agrochimica (Ingle et al., 2017). Compozitia chimica a unui produs vegetal se
determind prin analizd chimicd calitativa, folosind diferiti solventi pentru
extractie. In primul rand, metodele de extractie trebuie selectate si optimizate
impreund cu tehnicile analitice corespunzatoare, inclusiv solventii utilizati,
sursele si proprietatile compusului in sine (Y. Zhang et al.,, 2022). Datorita
faptului ca extractele de plante apar de obicei ca o combinatie de diferite tipuri
de compusi bioactivi sau fitochimici cu polaritati diferite, separarea lor rdméane o
mare provocare pentru procesul de identificare si caracterizare a compusilor
bioactivi (Sasidharan et al., 2011).

2.3. Extractele vegetale: noua generatie de compusi cu actiune biopesticida

Produsele botanice pot reprezenta o sursa cuprinzatoare de ingrediente
active pentru dezvoltarea de insecticide si acaricide eficiente In combaterea
daunatorilor culturilor agricole. Uleiurile esentiale si extractele (brute) din plante
sunt considerate a fi insecticide cu o gama extinsd de actiuni in functie de
caracteristicile fiziologice ale speciilor de insecte, precum si de tipul de planta:
pot actiona ca repelenti, atractanti sau inhibitori ai procesului de hranire sau ai
respiratiei, pot impiedica identificarea plantelor gazda, pot inhiba ovipozitia si
pot reduce aparitia adultilor prin efecte ovicide si larvicide (Kumar et al., 2021).

Actiunea uleiurilor esentiale si a extractelor din plante se bazeazd pe
moleculele sintetizate de plante ca parte a mecanismului lor intrinsec de aparare
impotriva agentilor patogeni microbieni si a ddunatorilor. Pentru a obtine uleiuri
esentiale, se foloseste frecvent distilarea cu aburi, dar acestea pot fi obtinute din
plante si prin fermentatie, extractie cu solventi. Pe de alta parte, extractele din
plante se obtin de obicei din material vegetal uscat, in principal printr-o metoda
de extractie solid/lichid folosind solventi aposi, organici sau amestecuri ale
acestora, de exemplu acetond, etanol, hexan sau metanol (Acheuk et al., 2022).

2.4. Aplicatii ale extractelor vegetale in industria alimentari

Alimentele proaspete, cum ar fi fructele de mare, carnea si produsele
horticole, au o duratd de depozitare limitata si sunt asociate cu aparitia unor
focare de boli de origine alimentard cauzate de microorganisme patogene
(Martinez-Gracié et al., 2015). Cresterea bacteriilor, drojdiilor si a mucegaiului
in diferite produse alimentare are ca rezultat produse reziduale si este
costisitoare, fiind de multe ori daundtoare sanatatii umane prin producerea de
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toxine (Rukayadi et al., 2013). Cei mai comuni agenti conservanti clasici sunt
acizii organici slabi, de exemplu acidul acetic, acidul lactic, acidul benzoic si
acidul sorbic. Aceste molecule inhiba dezvoltarea atat a celulelor bacteriene, cat
si a celor fungice, iar acidul sorbic se pare cd inhiba si germinarea si dezvoltarea
sporilor bacterieni (Rasooli, 2007). Desi conservantii sintetici previn dezvoltarea
microbiand, siguranta lor este pusa la indoiald de un segment tot mai mare de
consumatori (Rukayadi et al., 2013). Astfel, utilizarea produselor antimicrobiene
naturale/conservantilor naturali prezintd un interes major in societatea actuala
pentru consumatori, in principal datoritd cresterii gradului de constientizare a
riscurilor asociate cu utilizarea aditivilor si conservantilor de natura sintetica din
industria alimentara (Hintz et al., 2015; Quinto et al., 2019).

Compusii naturali prezenti iIn extractele derivate din plante,
microorganisme, animale si alge (Figura 2.2) castigd teren in prezent, desi in
mare parte sunt inca slab aplicati. Utilizarea lor ca inlocuitori ai aditivilor
sintetici in diferite aplicatii, poate deschide noi frontiere in ceea ce priveste
siguranta si conservarea calitatii alimentelor, deoarece sunt considerate ca fiind
sigure si farda riscuri pentru sandtatea consumatorilor (El-Saber Batiha et al.,
2021). Datorita originii lor naturale, acestea sunt candidati excelenti pentru a
inlocui moleculele de sinteza, care sunt in general considerate a avea efecte
toxicologice si cancerigene (Nikmaram et al., 2018). Industria alimentara a depus
eforturi mari pentru a reduce pierderile post-recoltare prin utilizarea de
conservanti naturali care pot inlocui pesticidele de sinteza, din ce in ce mai mult
respinse, atat de consumatori, cét si de fermieri (Mesias et al., 2021).

Y e - W
= -

Uleiuri Extracte din
esentiale plante (brute)

ww' R

Sigurant3
alimentara

Figura 2.2. Surse de conservanti antimicrobieni naturali utilizati ca aditivi Tn industria
alimentara (adaptat dupa Bangar et al., 2021; Quinto et al., 2019)
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CAPITOLUL 3.
Materiale si metode utilizate

3.1. Scopul si importanta cercetarii

Arealul geografic al Romaniei oferd o gama largd de specii de plante
care cresc din abundenta pe pasunile si zonele neexploatate din punct de vedere
agricol. O parte dintre aceste specii de plante au fost utilizate de sute de ani, de
catre alchimistii din vechime, pentru tratarea anumitor boli, dar si pentru
combaterea unor daunatori, deoarece au fost limitati de resursele acelor perioade.
Conform literaturii de specialitate, aproximativ 20.000 de specii de plante
cunoscute la nivel mondial sunt folosite in scopuri medicale, dintre care
aproximativ 300 sunt utilizate pe scard largi. In literaturd sunt mentionate
aproximativ 1.000 de specii de plante utilizate ca biopesticide, dintre care unele
pot fi folosite cu rezultate promititoare pentru combatereca daunatorilor de
culturd si depozit (Daraban et al., 2021). Aceste considerente ne ofera
posibilitatea de a testa o serie de specii de plante din flora spontand autohtona
din Romania pentru a pune 1n evidenta potentialul lor pesticid sau repelent, nu
doar efectele lor medicinale. Scopul acestui capitol este de a prezenta materialele
si metodele utilizate in studiile experimentale pentru obtinerea si caracterizarea
extractelor vegetale in scopul combaterii daunatorilor de cultura si depozit,
protocoale experimentale aplicate pentru Tndeplinirea obiectivelor tezei de
doctorat. Astfel, in acest capitol sunt identificate si descrise urmatoarele aspecte:

- selectia si identificarea speciilor de plante din flora spontana
utilizate Tn studiile experimentale;

- descrierea amplasamentului de pe care s-a realizat selectia
materialului vegetal necesar extractiilor de plante utilizate in scop
bioinsecticid;

- identificarea daunatorilor de culturd si depozit considerati in
studiile experimentale;

- descrierea reactivilor si a echipamentelor utilizate;

- selectia si descrierea celor mai adecvate metode de extractie a
speciilor de plante utilizate Tn studiile experimentale;

- evaluarea activitatii antioxidante a extractelor vegetale prin:
determinarea continutului total de polifenoli si flavonoide;

- caracterizarea fizico-chimicd a extractelor vegetale prin:
caracterizare senzoriala, determinare a umiditatii si a vascozitatii,
precum si a compozitiei chimice si a gruparilor functionale cu
ajutorul tehnicilor UV-VIS si FTIR;

- evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale asupra
daunatorilor de culturd si depozit;
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- modelarea analitici a rezultatelor experimentale prin analiza
gradului de supravietuire in scopul stabilirii timpului letal, LTso,
pentru o mortalitate a 50% din indivizii vizati.

3.2.2. Selectia si identificarea speciilor de plante

Pentru selectia plantelor utilizate in studiile preliminare ce vizeaza
efectul biopesticid primordial m-am axat initial pe urmatoarele specii: Primula
veris L., Urtica dioica L., Allium sativum L., Equisetum arvense L., Pimpinella
anisum L., Salvia officinalis L., Matricaria chamomilla L., Calendula officinalis
L., Achillea millefolium L., Rumex patientia L., Hypericum perforatum L.,
Origanum vulgare L., Ocimum basilicum L., Artemisia absinthium L si Satureja
hortensis L.

Existd trei motive esentiale pentru care s-au ales aceste specii de plante
in scopul identificarii potentialului biopesticid al acestora:

i.  Tnprimul rdnd s-a dorit investigarea efectului biopesticid al unor plante
din flora spontana autohtona, deoarece acestea sunt aclimatizate si
adaptate acestui areal geografic, neproducand astfel un eventual
dezechilibru in ecosistemul autohton specific zonei, cum s-ar putea
intampla in cazul importarii unor specii noi de plante din alte zone,
chiar daca au efecte biopesticide.

ii.  unalt rationament a fost diversitatea florei spontane autohtone cu efecte
consacrate asupra sanatatii umane prin realizarea diverselor
extracte si tincturi sau ceaiuri, care nu au fost evaluate din
perspectiva tinerii sub control a unor daunatori.

iii.  un element important de luat in calcul este reprezentat si de diversitatea
pasunilor si a zonelor in care cresc aceste specii de plante si care se
afld intr-un numdr extins in tara noastra, inmultindu-se mai ales
dupa perioada comunista cand terenurile nu au mai fost exploatate
la fel de intens din cauza parceldrii terenurilor si restituirii catre
populatie. Prin urmare, biomasa necesara producerii tratamentelor
necesare pentru a tine sub control daunatorii specifici culturilor
micilor fermieri le satisface necesitatile.

3.3. Déunitori considerati in studiul experimental: colectare si descriere

3.3.1. Gandacul din Colorado (Leptinotarsa decemlineata Say)
3.3.1.1. Scurt istoric privind evolutia speciei

Gandacul din Colorado (Colorado potato beetle, CPB - Leptinotarsa
decemlineata Say) este o insecta din ordinul Coleoptera, din familia
Chrysomelidae, ce cuprinde mai mult de 40 de specii iIn America de Nord si de
Sud, inclusiv cel putin 10 specii care se gasesc la nord de Mexic. Cea mai
notabila dintre aceste specii este gandacul cartofului din Colorado, Leptinotarsa
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decemlineata Say, binecunoscut ca fiind cel mai grav ddunator al cartofilor,
precum si al altor plante solanacee (Richard et al., 2009).

3.3.1.2. Evolutia larvara si rezistenta la pesticide
Gandacul din Colorado (L. decemlineata Say) are o serie de cicluri
Tncepand de la ou, pana la depunerea noilor ponte reprezentate in Figura 3.4.
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Larva /

\,
\, /
< ,.'\.
-
/

Figura 3.4. Reprezentarea schematica al unui ciclu complet din evolutia larvara a
daunatorului din specia L. decemlineata Say

3.3.2. Gargarita fasolei (Acanthoscelides obtectus Say)
3.3.2.1. Scurt istoric privind evolutia speciei

Acanthoscelides obsoletus sau Acanthoscelides obtectus (Say, 1831),
gargarita fasolei, este o specie de gandac bruchid (Coleoptera: Chrysomelidae:
Bruchine). Specia a fost descrisa pentru prima data Tn 1831 de Thomas Say (Say,
1831). Naturalistul american Thomas Say a descris specia de gargaritd a fasolei
sub numele de Bruchus obtectus in 1831 (Say, 1831), fiind mutatd ulterior in
genul Acanthoscelides (Bottimer, 1968). Intr-o publicatie din 1870, John
Lawrence LeConte a numit-o din greseala Bruchus obsoletus, ceea ce a
determinat mai multi autori de mai tarziu sa o numeasca sub acest nume care, de
fapt, apartinea unei alte specii si, ca urmare, referintele la A. obtectus in
publicatiile de la sfarsitul anilor 1800 si inceputul anilor 1900 au folosit adesea
numele incorect Bruchus obsoletus (Bridwell, 1942).
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Prin urmare, numele stiintific preferat conform PlantwisePlus
Knowledge Bank este Acanthoscelides obtectus Say (PlantwisePlus Knowledge
Bank, 2024).

3.3.2.2. Descriere si evolutie larvard

Figura 3.6 identifica evolutia larvara a speciei A. obtectus Say. Stadiile
de viatd imature bine ascunse ale A. obtectus Say fac dificild, daca nu imposibila,
prezicerea nivelului infestarii in timpul recoltirii. Larvele din primul stadiu fac o
gaurd de intrare greu vizibila si se dezvoltd in interiorul semintelor. Cu putin

timp nainte de aparitie, o ,,fereastra” circulard caracteristicd devine vizibila in
exterior.
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Figura 3.6. Reprezentarea schematica al unui ciclu complet din evolutia larvara a
daunatorului din specia A. obtectus Say

3.5. Metode de extractie utilizate in studiile experimentale

3.5.1. Pregitirea materialului vegetal pentru extractie

Origanum vulgare L. a fost recoltat la inceputul verii (iulie), dimineata
devreme, datorita concentratiei ridicate de uleiuri esentiale. Achillea millefolium
L. a fost recoltatd la inflorire, in timpul verii (iulie), la pranz, in plin soare.
Artemisia absinthium L. a fost recoltata vara (august), in plina inflorire. Tn cazul
speciei Primula veris L., plantele au fost recoltate primavara (mai), in plin stadiu
de inflorire. Plantele intregi (tulpini, flori si frunze) au fost uscate prin asezarea
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lor intr-un strat de aproximativ 2 cm pe o foaie de hértie intr-o camera umbrita,
lipsita de umiditate si bine ventilata, timp de 2 luni. Inainte de extractia propriu-
zisa, pregatirea materialului biologic presupune o serie de etape (Daraban et al.,
2022):
(1) uscarea materialului vegetal s-a realizat la rece, in curent de aer, iar cu
cat gradul de uscare este mai avansat cu atat materialul vegetal este mai usor
de pregétit pentru etapele viitoare;
(2) dupa uscare urmeaza maruntirea, procedeu care faciliteazd absorbtia
compusilor extractibili in solvent si maresc randamentul de extractie
indiferent de metoda utilizatd. Pentru a creste randamentul de extractie a
polifenolilor se va urmari selectarea partilor vegetative superioare ale
plantelor, care In majoritatea cazurilor au un continut ridicat comparativ cu
tulpinile si/sau rddacinile. Un alt mod pentru cresterea extractabilitatii
polifenolilor il reprezinta cresterea raportului solvent/planta, un continut
superior de solvent ducand de obicei la un grad superior de extractie, dar nu
trebuie neglijat costul solventului si impactul asupra mediului.

3.5.2. Obtinerea extractelor vegetale prin macerare

Macerarea (M) reprezintd o metoda traditionald, fiind printre primele
metode de extractie a compusilor din plante utilizata practic si foloseste diversi
solventi sau amestecuri ale acestora. Utilizarea plantelor aromatice si a
condimentelor pentru diverse scopuri a fost practicatd inca din antichitate,
macerarea in vin a acestora fiind o practica obisnuita.

In cadrul tezei de doctorat, eficienta procesului de extractie prin
macerare (i, %) a fost determinata conform Ec. (3.1):

oy % = (% +100) /Ms 3.1)

unde: M, — este masa reziduului adus la sec (g),

V1 — este volumul de extract obtinut (mL),

V> — volumul de extras introdus in etuva pentru uscarea la sec (mL),
M; — este masa fazei solide (plantd) supusa macerarii (g).

3.5.3. Obtinerea extractelor vegetale prin refluxare in extractorul Soxhlet

Extractia Soxhlet (HAE) este o tehnica conventionald care a fost
propusd mai intai de Franz Ritter von Soxhlet in 1879 pentru extragerea
lipidelor. Astazi, utilizarea sa nu se limiteazd la compusi lipidici, ci este de
asemenea utilizatd pe scara larga pentru extragerea compusilor activi din diferite
surse vegetale (Manousi et al., 2019).

Formula de calcul care a stat la baza determinarii gradului de extractie
prin extractie in instalatia Soxhlet (1)54vniet %0) este reprezentata de Ec. (3.2):
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Vo My
Nsoxnier % = (oot  100) /M (3.2)

unde: M, — este masa reziduului obtinut la sec (g),

Ve — este volumul extractului (mL),

Vg4 — este volumul probei de extract supus in etuva (mL),
Ms. — este masa fazei solide (plantd) introdusa in cartus (g).

Pentru determinarea continutului total de substante extrase in etanol (de
concentratii 50%, 70% si respectiv, 96%), s-a cantérit un volum prestabilit de
extract (5 mL) care s-a introdus in creuzete de portelan (calcinate in prealabil).
Creuzetele cu extractul vegetal au fost plasate in etuva la temperatura de maxim
60 °C pentru un timp de minim 4 ore, pand la evaporarea la sec. A urmat apoi
racirea In exicator, minim 30 minute, dupa care probele au fost recantarite. Masa
reziduului obtinut raportatd la masa volumului de extract a permis calcularea
cantitatii de substante extrase exprimate procentual (%).

3.5.4. Obtinerea extractelor vegetale prin extractie asistata de utrasunete

Extractia asistatd de ultrasunete (UAE) este o metoda moderna care se
remarca printr-un grad de extractie superior in majoritatea cazurilor conform
literaturii de specialitate, dar si studiilor experimentale realizate in teza de
doctorat. In aceasti tehnici, materialul vegetal este maruntit si introdus in
flacoane cotate din material plastic sau sticld, prevazute cu un dop. in studiile
experimentale din teza de doctorat s-au utilizat trei valori ale raportului
solid/lichid (1/10, 1/15 si respectiv, 1/20), timp de extractie (10, 15 si respectiv,
30 de minute) si temperatura (30, 45 si 60 °C). Evaluarea gradului de extractie si
a continutului de compusi fenolici si flavonoide s-a realizat ca si in cazul
metodelor prezentate anterior, urmarindu-se caracteristicile optime pentru fiecare
variatie a parametrilor pentru fiecare specie considerata.

Astfel s-au putut identifica atat raportul S/L, timpul de extractie, cat si
temperatura optima pentru valorile factorilor variabili urmariti. Aceste analize au
urmarit in principal determinarea continutul total de substante extrase, continutul
total de polifenoli si flavonoide din extractele vegetale.

Pentru determinarea continutului total de substante extrase in etanol (de
concentratii 50%, 70% si respectiv, 96%), s-a cantarit un volum prestabilit de
extract (5 mL) care s-a introdus in creuzete de portelan (calcinate in prealabil).
Creuzetele cu extractul vegetal au fost introduse in etuva la temperatura de 60 °C
pentru un timp de minim 4 ore, pana la evaporarea la sec. A urmat apoi récirea
in exicator, minim 30 minute, dupa care s-au recantarit. Masa reziduului obtinut
raportatd la masa volumului de extract a permis calcularea cantitétii de substante
extrase exprimate procentual (ny45%) conform Ec. (3.3):
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Mreziduu ¥ extrace

Nyue % =———"-100 (3.3)

Mgxtract Mepantion solid
unde: Mreziguu — reprezintd masa reziduului obtinutd dupa evaporarea la sec, (g),
Vextract — €ste de extract obtinut, (mL),
Nextract — €Ste volumul de extract supus evapordarii la sec, (mL),
Meganiion solid— €Ste masa plantei introdusa in procesul de extractie lichid-solid (g).

3.5.5. Obtinerea extractelor vegetale prin combinarea metodelor extractie
asistati de ultrasunete si macerare

Studiile experimentale din cadrul tezei de doctorat au vizat si o metoda
combinatd (UAE+M) dintre extractia asistatd de ultrasunete (UAE) si macerare
(M), prezentate anterior in subcapitolele 3.5.2. (M) si 3.5.4 (UAE). Prin
combinarea celor doud metode s-a dorit obtinerea unui randament superior atat
din punct de vedere al gradului de extractie, cat si pentru continutul total de
polifenoli si flavonoide, rezultatele fiind prezentate in capitolele urmatoare.

3.6. Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor vegetale

3.6.1. Determinarea continutului total de polifenoli din extractele vegetale
Determinarea continutului total de polifenoli s-a bazat pe metoda

spectrofotometrica Singleton cu reactiv Folin-Ciocélteu (Daraban et al., 2022).

Concentratia de polifenoli din extract s-a calculat utilizdnd ecuatia dreptei de

regresie liniara a curbei de calibrare (Ec. 3.4):

Cx = (A(765nm) + 0,0831)/2,1169 (3.4)

unde: A — este absorbanta probei la lungimea de unda de 765nm.

3.6.2. Determinarea continutului total de flavonoide din extractele vegetale

Determinarea continutului total de flavonoide a fost realizatd prin
utilizarea unei metode spectrofotometrice, bazata pe complexarea flavonoidelor
cu clorura de aluminiu (Ghinea et al., 2021). O solutie apoasd de AICls de
concentratie 2% (2 mL) a fost amestecatd cu proba reprezentatd de extractele
vegetale de Origanum vulgare L., Achillea millefolium L., Artemisia absinthium
L. si Primula veris L. (2 mL) in prezenta metanolului.

Absorbanta a fost obtinutd dupd 15 min de incubare la temperatura
camerei, la Intuneric, prin citire la 415 nm fata de o proba martor reprezentata de
2 mL metanol + 2 ml AICl; 2%. Standardul de referinta utilizat pentru
determinarea flavonoidelor a fost quercetina, iar rezultatele sunt date Tn mg
echivalenti de quercetind la 1 g de proba (substantd uscatd, s.u.) (mgoe/Gs.u.).
Valorile experimentale au fost calculate utilizdind ecuatia de regresie liniara a
curbei de calibrare (Ec. 3.5):

Cx = (A(415nm)-0,037)/0,0003 (3.5
unde: A — este valoarea absorbantei mésurata la lungimea de unda 415 nm.
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3.7. Caracterizarea fizico-chimica a extractelor vegetale

3.7.4. Determinarea gruparilor functionale ale compusilor din extractele
vegetale cu ajutorul metodelor spectrofotometrice UV-VIS si FTIR

Pentru Tnregistrarea spectrelor probelor de extracte vegetale Tn intervalul
200-800 nm s-a utilizat spectrofotometrul UV-VIS, model Jasco V-550.
Extractele etanolice de plante au fost de asemenea analizate cu ajutorul
spectrometriei in infrarosu (FTIR) folosind un spectrometru FT-IR Thermo
Scientific Nicolet 6700. Probele au fost scanate in intervalul de absorbtie de 4000
s1 600 cm™’. Analiza a fost repetatd de doud ori pentru confirmarea spectrului.

3.8. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor vegetale

3.8.1. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor vegetale asupra
diunitorilor din specia Leptinotarsa decemlineata Say

Colectarea indivizilor din specia L. decemlineata Say s-a realizat de pe
parcele unde nu s-a administrat niciun tratament chimic Tn ultimii 5 ani, pentru a
se exclude o eventuald rezistentd la tratamente provenitd de la generatiile
anterioare. Nici Tn cazul hranei nu s-au administrat tratamente de niciun fel.

Toti indivizii au fost pusi in custi de crestere prevazute cu orificii de
ventilare, administrandu-se hrana reprezentata de lastare proaspete de cartof
(Solanum tuberosum L.).

Toate variantele experimentale au fost insotite de o probd martor,
studiile experimentale fiind realizate in triplicat. In fiecare cusca de crestere, la
toate variantele experimentale, numarul indivizilor a fost identic, 10 adulti si
respectiv 10 larve. Indivizii inclusi in studiile experimentale au fost inclusi in
custile de crestere cu 24 h Inaintea administrarii tratamentelor pentru ca acestia
sa se adapteze noilor conditii.

In cadrul acestei etape din studiul experimental au fost variati 6
parametri:

e volumul custilor de crestere in care au stat adultii si larvele (A + L -
adulti, larve): 0,5 L, 5 L si respectiv 10 L;

e metoda de obtinere a tratamentului administrat: M, HAE, UAE si
UAE+M;

e specia plantei din care s-a obtinut tratamentul: Origanum vulgare L.,
Achillea millefolium L., Artemisia absinthium L. si Primula veris L.;

e modul de administrare al tratamentelor: pulverizare direct pe hrana
(pulverizare directa) si pulverizare prin eliberare controlata (pulverizare
indirectd pe un disc de celulozd);

e concentratia tratamentului administrat: extract brut, 100% si extract
diluat, 60%;
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o stadiul indivizilor: adulti si/sau larve.
% gradul de mortalitate = J\;—m x 100 Ec. (3.8)

]
unde: N — este numarul de indivizi morti; No — este numarul de indivizi inclusi
initial in experiment.

3.8.2. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor vegetale asupra
daunitorilor din specia Acanthoscelides obtectus Say

Pentru a evita orice fel de interferente legate de rezistenta la anumite
substante sau anumiti factori care ar putea influenta indivizii investigati, s-a
asigurat ca generatia supusa analizelor din specia A. obtectus Say sa fie nascuta
in custile de crestere previzute cu orificii pentru ventilare. In acest sens pontele
depuse de femele in masa biologica reprezentatdi de fasole alba (Phaseolus
vulgaris L.) s-au mentinut la o temperaturd cu aproximativ 10 °C mai mare decét
temperatura mediului ambiant pe perioada sezonului rece si la temperatura
mediului ambiant Tn timpul sezonului cald. Scopul acetei proceduri a fost
simularea cat mai fideld a conditiilor ambientale specifice Romaniei. Dupa
parasirea locului in care s-au hranit indivizii pana la maturitate si deplasarea pe
peretii custii de crestere, s-au selectat cate 20 de indivizi care au manifestat
dorinta de a zbura. Acestia au fost transferati in custi de crestere cu volum de 1 L
pregatite cu cate 50 boabe de fasole. Au fost administrate tratamente cu extracte
de plante din flora spontand, ca si in cazul speciei L. decemlineata Say,
concentratiile tratamentului administrat find, extract brut, 100% si extract diluat,
5%.

Administrarea tratamentelor s-a realizat in doua moduri:

e prin pulverizare directd pe suprafata boabelor de fasole;

e prin pulverizare indirectd, prin administrarea tratamentelor pe un disc
suspendat in mijlocul custii de crestere, dintr-un material celulozic cu
proprietatea de eliberare controlata.

Frecventa administrarilor si monitorizarea efectelor tratamentelor in
diferite concentratii si in formule diferite a fost similard protocolului de lucru
aferent speciei L. decemlineata Say identificat in subcapitolul 3.8.1. Astfel,
administrarea si monitorizarea indivizilor din specia A. obtectus Say s-a efectuat
n timp de la 2h la 168h. Gradul de mortalitate (%) a fost calculat prin utilizarea
Ec. (3.8), prezentata anterior.

3.9. Modelarea analitici a gradului de supravietuire a diunitorilor de
culturi si depozit in conditiile tratamentelor cu biopesticide

Raspunsul cinetic cu privire la supravietuirea daunatorilor din speciile
L. decemlineata Say si A. obtectus Say tratate cu ajutorul produselor
bioinsecticide din extracte vegetale pe baza de O. vulgare L., A. millefolium L.,
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A. absinthium L. si P. veris L., extrase prin metodele considerate in teza de
doctorat, poate fi descris prin utilizarea unui model cinetic de ordin I, folosind
gradul de supravietuire al speciilor considerate in studiu in functie de timpul de
expunere pentru fiecare metoda de aplicare a tratamentelor (pulverizare directa
sau pulverizare indirectd).

Ecuatia cineticd de ordinul T a fost folositd in literatura de specialitate
pentru predictia timpului letal (LT) necesar mortalitatii unor populatii de indivizi
asa cum sunt cei din speciile Rhyzopertha dominica (F.): CRDZ, CRD37 si
Tribolium confusum Jacq. du Val: CTC065, CTC066 (Desmarchelier, 1978),
Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae) (Wang et al., 2002), Sitophilus
oryzae (Yanetal., 2014).

Ecuatia generald pentru modelul cinetic este reprezentata de Ec. (3.9):

N _ v gy

dt

(3.9)
in literatura de specialitate, de cele mai multe ori ecuatia cinetica de
ordin I este aplicata pentru a determina timpul de injumatitire (ti) al
pesticidelor aplicate in diferite tratamente in controlul daunatorilor (Fantke si
Juraske, 2013). in studiul de fati, modelul a fost adaptat reactiei cinetice de
ordinul I pentru a estima timpul necesar pentru o mortalitate a 50% din indivizii
supusi studiului experimental prin calcularea timpului letal/lethal time (LTso)
corespunzator Ec. (3.11).
LT50 = In(2) /k (3.11)

Astfel, ecuatia cineticd de ordinul I a fost adaptatd conform Ec. (3.12)
(forma neliniara):
Gradul de supravietuire(t)
= Gradul de supravietuire, X exp(—k x t) (3.12)

unde:  gradul de supravietuire — este gradul de supravietuire (%) la timpul to /
initial; t — este timpul de monitorizare al indivizilor / timpul de expunere la
tratamente (h).

Prin rearanjarea Eq. (3.12) se calculeaza constanta k (Ec. 3.13) din care
rezultd LTso conform Ec. (3.11):

k
_ In[Gradul de supravietuire, ] — In[Gradul de supravietuire(t) ]

t

Pentru a lua in considerare evolutia gradului de supravietuire (%) al

indivizilor inainte si dupd aplicarea tratamentelor cu biopesticide, am comparat

valorile gradului de supravietuire modelate cu ajutorul ecuatiei cinetice de

ordinul I cu cele masurate la 2h, 8h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 144h si 168h

dupa aplicare. Acuratetea modelului a fost testata prin intermediul coeficientului
de corelatie (R?).

Informatiile prezentate in cadrul acestui capitol sunt importante atat

pentru o intelegere mai profunda a obiectivelor propuse in teza de doctorat, cat si
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pentru o claritate 1naltd a etapelor de implementare a protocolului de lucru,
metode si proceduri. De asemenea, cunoasterea temeinica a speciilor de plante si
a daunatorilor de cultura si depozit vizati este foarte importanta pentru analizele
ulterioare.

CAPITOLUL 4.
Evaluarea si caracterizarea extractelor vegetale obtinute din
flora spontana autohtona prin metode de extractie
clasice si moderne

4.1. Scopul si importanta cercetarii

Avand in vedere tendintele la nivel mondial privind managementul
resurselor si eficientizarea proceselor de productie pentru obtinerea unui pret cat
mai redus, este imperios necesar sa se realizeze studii comparative intre metodele
clasice/conventionale si moderne de extractie, tinind cont de identificarea
parametrilor optimi ai procesului de extractie. In acest sens, in prezenta tezi de
doctorat, atat in cadrul metodelor clasice cat si a celor moderne de extractie, s-a
urmarit influenta variatiei urmatorilor parametri: raportul solid/lichid (S/L),
timpul de extractie, concentratia solventului de extractie si temperatura.

Metodele de extractie clasice studiate in cadrul tezei de doctorat au fost
reprezentate de macerare (M) si extractie prin refluxare in instalatia Soxhlet (heat
assisted extraction, HAE), iar dintre metodele moderne de extractie am ales
extractia asistatd de ultrasunete (ultrasound assisted extraction, UAE). Aceste
metode au fost selectate tinand cont de costurile de achizitie, intretinere si
exploatare relativ reduse comparativ cu alte metode, dar si pentru performantele
competitive in ceea ce priveste gradul de extractie conform literaturii de
specialitate.

Pentru selectia plantelor utilizate, in studiile preliminare (Primula veris
L., Urtica dioica L., Allium sativum L., Equisetum arvense L., Pimpinella
anisum L., Salvia officinalis L., Matricaria chamomilla L., Calendula officinalis
L., Achillea millefolium L., Rumex patientia L., Hypericum perforatum L.,
Origanum vulgare L., Ocimum basilicum L., Satureja hortensis L. si Artemisia
absinthium L.) a fost vizata doar influenta activitatii bioinsecticide pentru
déunatorii vizati, factori precum gradul de extractie sau extractia compusilor
tinta nefiind inclusi in obiectivele initiale. In urma selectiei extractelor ce pot fi
utilizate cu eficientd sporitd ca tratamente in combaterea daundtorilor de cultura
si depozit (capitolul 5), au ramas doar 4 specii de plante: Origanum vulgare L.,
Achillea millefolium L., Artemisia absinthium L. si Primula veris L. pentru care
ulterior vor fi definiti si identificati toti factorii de influentd asupra proceselor de
extractie.
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Astfel, in acest capitol al tezei de doctorat mi-am propus obtinerea si

descrierea rezultatelor stiintifice realizate tinand cont de urmatoarele obiective:

identificarea performantei metodelor clasice si moderne de extractie
prin analiza gradului de extractie al speciilor de plante din flora
spontand autohtond selectate (Origanum vulgare L., Achillea
millefolium L., Artemisia absinthium L. si Primula veris L.);
identificarea parametrilor optimi de extractie care influenteaza procesul
de extractie (gradul de extractie, continutul de polifenoli si flavonoide)
al plantelor din flora spontand autohtond prin diferite metode de
extractie: raportul S/L, timpul de extractie, concentratia solventului si
temperatura;

caracterizarea fizico-chimica a extractelor vegetale obtinute din speciile
de plante selectate din flora spontana autohtona (Origanum vulgare L.,
Achillea millefolium L., Artemisia absinthium L. si Primula veris L.) si
identificarea gruparilor functionale prin UV-VIS si FTIR.

Printre cei mai importanti factori care influenteaza gradul de extractie,

precum si extractia unor compusi tinta (de ex. polifenoli, flavonoide) din speciile
de plante din flora spontana autohtona, considerati in cadrul acestui capitol, au

fost:

raportul S/L: - metoda macerarii: 1/5, 1/10, 1/15, 1/20;
- metodele HAE, UAE, UAE+M: 1/10, 1/15, 1/20;
timpul de extractie: - metoda macerarii: 9 zile;
- metoda HAE: 45 min, 60 min si 120 min;
- metoda UAE: 10 min, 15 min si 30 min;
- metoda UAE+M: 10 min+9 zile, 15 min+9 zile si
30 min+9 zile;
concentratia solventului: 50%, 70% si 96%;
temperatura: - metoda macerarii: 22+2 °C;
- metoda UAE: 35 °C, 45 °C 51 60 °C;
- metoda combinatd UAE+M: UAE: 45 °C sau 60 °C, M:
2242 °C.

4.2, Studiul factorilor care influenteazi procesul de extractie din plante, din
flora spontana autohtona prin diferite metode de extractie

4.2.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra gradului de extractie
4.2.1.4. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul metodei
combinate: extractie asistata de ultrasunete si macerare

Figura 4.6 evidentiazd influenta raportului S/L asupra gradului de

extractie realizat prin metoda combinata: UAE+M, la 60 °C si timp de 30 min
pentru metoda UAE si respectiv 22+2 °C si timp de 9 zile in cazul metodei
macerdrii. Acesti parametri (temperatura si respectiv, timpul), precum si
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combinarea celor doud metode de extractie (UAE si M), au fost considerati
datorita valorilor gradului de extractie net superioare metodelor individuale, dar
si a parametrilor studiati; aceste aspecte au condus la un grad de extractie de cel
putin 2 ori mai ridicat fatd de valoarea acestuia in urma utilizarii celei mai

eficiente metode (UAE), Tn mod individual.
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Figura 4.6. Influenta raportului S/L asupra gradului de extractie in cazul metodei de
extractie combinate UAE+M realizata in conditii de: UAE: 60 °C si 30 min + M: 22+2 °C
si 9 zile (eroare standard de 5%)

4.2.2. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie
4.2.2.3. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in cazul
metodei combinate : extractie asistatd de ultrasunete si macerare

Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in cazul
metodei combinate (extractie asistata de ultrasunete si macerare) (UAE +M) este

prezentata in Figura 4.11.
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Figura 4.11. Influenta timpului de extractie asupra gradului de extractie in cazul metodei
de extractie combinate UAE +M realizata la raportul S/L de 1/20 (UAE: 60 °C si 10 min,
15 min, 30 min, M: 22+2 °C si 9 zile; eroare standard de 5%)
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4.2.3. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie
4.2.3.4. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in cazul
metodei combinate: extractie asistatd de ultrasunete si macerare

In Figura 4.15 sunt prezentate rezultatele obtinute privind influenta
concentratiei solventului asupra gradului de extractie prin metoda combinata
UAE+M, tinand cont de conditiile optime obtinute din punct de vedere
experimental pentru parametrii de extractie, respectiv, raportul S/L de 1/15,
temperatura, UAE: 60 °C, M: 2242 °C si timpul de extractie: UAE: 30 min, M: 9
Zile.
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Figura 4.15. Influenta concentratiei solventului asupra gradului de extractie in cazul
metodei combinate prin UAE+M (parametri de extractie: raport S/L de 1/15; temperatura,
UAE: 60 °C, M: 22+2 °C; timp de extractie, UAE: 30 min, M: 9 zile; eroare standard de
5%) (Daraban et al., 2021a)

4.3. Continutul total de polifenoli din extractele vegetale obtinute prin
diferite metode de extractie, in functie de factorii de influenta

4.3.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra continutului total de
polifenoli
4.3.1.4. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli Tn cazul
extractelor obtinute prin extractie asistatd de ultrasunete combinata cu
macerare

Rezultatele extractiei compusilor polifenolici prin metoda combinata
UAE+M la cele trei rapoarte S/L de 1/10, 1/15 si respectiv 1/20 sunt prezentate
n Figura 4.21. Odata cu combinarea metodelor, valorile TPC scad cu cresterea
raportului S/L de la 1/10 la 1/20. Comparativ cu metoda UAE (Figura 4.20),
valorile TPC au crescut, depasind (20 pgeae/gs.u.) pentru speciile P. veris L. si O.
vulgare L. ajungand la (~15 pgeae/gsu) pentru A. absinthium L. si A. millefolium
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L., la raportul S/L de 1/10. Se poate spune ca macerarea care a urmat extractiei

asistata de ultrasunete a avut un efect benefic asupra continutului de polifenoli.
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Figura 4.21. Influenta raportului S/L asupra continutului total de polifenoli (TPC) din
extractele obtinute prin extractie cu etanol de concentratie 96% prin metoda UAE+M
(parametri de extractie: temperatura, UAE: 45 °C, M: 2242 °C; timp de extractie, UAE:
30 min, M: 9 zile; eroare standard de 5%)

4.3.2. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de polifenoli
4.3.2.3. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de polifenoli din
extractele obtinute prin metoda combinata: extractie asistata de ultrasunete -
macerare

Influenta timpului de extractie asupra continutului total de polifenoli
(TPC) din extractele obtinute prin extractie cu etanol de concentratie 96% prin
metoda UAE+M este reprezentatd in Figura 4.26. Odata cu cresterea timpului de
extractie, se observad o crestere a valorilor TPC pentru toate speciile de plante.
Cele mai semnificative rezultate sunt obtinute in cazul speciilor O. vulgare L. si
P. veris L., cand odata cu cresterea timpului de extractie de la 10 min la 30 min,
cresc valorile TPC de la (~14 pgcae/Gsu) 1a (~22 pgeae/Qsu.) si respectiv, de la
(~15 pgeae/Osu) 1a (~23 pgeae/su). Speciile A. millefolium L. si A. absinthium
L. nu prezinta diferente semnificative odatd cu cresterea timpului de contact,
totusi cele mai ridicate valori ale TPC sunt obtinute tot la 30 min si pentru aceste
specii, (~14 pgeae/ds..) si respectiv (~15 Hgeae/Ts.u.).

Am realizat astfel o ierarhizare a valorilor TPC din extractele obtinute
prin metoda UAE+M la 45 °C in functie de influenta timpului de extractie astfel:
30 min + 9 zile > 15 min + 9 zile > 10 min + 9 zile. In ceea ce priveste valorile
TPC in functie de speciile de plante, ordinea este: P. veris L. > O. vulgare L. > A
absinthium L. > A. millefolium L.
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Figura 4.26. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de polifenoli (TPC)

din extractele obtinute prin extractie cu etanol de concentratie 96% prin metoda UAE+M

(parametri de extractie: raport SL de 1/10, temperatura, UAE: 45 °C, M: 2242 °C; timp de
extractie, UAE: 10, 15, 30 min, M: 9 zile eroare standard de 5%)

4.4. Continutul total de flavonoide din extractele vegetale obtinute prin
diferite metode de extractie, in functie de factorii de influenta

4.4.1. Influenta raportului solid/lichid (S/L) asupra continutului total de
flavonoide

4.4.1.4. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide din
extractele obtinute prin metoda combinata: extractie asistatd de ultrasunete -
macerare

Figura 4.32 prezintd rezultatele studiului referitor la efectele raportului
S/L asupra continutului total de flavonoide (TFC) din extractele obtinute prin
metoda UAE+M considerand parametrii optimi de extractie temperatura, UAE:
45 °C, M: 2242 °C, dar si timpul de extractie, UAE: 10 min, M: 9 zile (10 min+9
zile).

Metoda combinati, UAE+M, prezinta diferente semnificative ale
valorilor TFC, comparativ cu metodele de extractie utilizate anterior. Astfel,
valorile TFC identificate la raportul S/L 1/10 prezinta rezultate optime pentru
toate cele 4 specii de plante (~50-75 mgqe/gsu). Odata cu cresterea raportului
S/L de la 1/10 spre 1/20, valorile TFC extrase scad semnificativ cu cel putin 50%
(~25-30 mgoe/gs..). Astfel, valorile optime ale TFC extrase prin metoda UAE+M
in ordinea speciilor plantelor urmeaza tiparul O. vulgare L. > P. veris L. > A.
millefolium L. > A. absinthium L., ordinea pentru rapoartele S/L fiind: S/L 1/10
> S/L 1/15> S/L 1/20.
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Figura 4.32. Influenta raportului S/L asupra continutului total de flavonoide (TFC) din

extractele obtinute prin metoda UAE+M (parametri de extractie: temperatura, UAE: 45

°C, M: 22+2 °C; timp de extractie, UAE: 10 min, M: 9 zile; etanol de concentratie 96%;
eroare standard de 5%)

4.4.2. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de flavonoide
4.4.2.3. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de flavonoide
din extractele obtinute prin metoda combinata: extractiei asistata de ultrasunete

- macerare

B 0. vulgare

m A, absinthium
P veris

4. millefolium

v
=]

TFC (mgQE/gs.un.)
B
(=]

10min+9zile 15min+9zile 30 min+9zile
Timp

Figura 4.37. Influenta timpului de extractie asupra continutului total de flavonoide (TFC)
din extractele obtinute prin extractie cu etanol de concentratie 96% prin metoda UAE+M
(parametri de extractie: temperatura, UAE: 45 °C, M: 2242 °C; raport S/L 1/10; eroare
standard de 5%)
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Tinand cont de rezultatele ilustrate in Figura 4.37, valorile optime ale
TFC din extractele obtinute prin metoda UAE+M fin ordinea speciilor de plante
urmeaza tiparul O. vulgare L. > P. veris L. > A. millefolium L. > A. absinthium
L., ordinea pentru timpul de extractie fiind, 10 min + 9 zile > 15 min + 9 zile >
30 min + 9 zile.

45. Caracterizarea fizico-chimici a extractelor vegetale obtinute prin
diferite metode de extractie

4.5.1. Caracterizarea extractelor vegetale prin analiza senzoriala

Extractele alcoolice obtinute au prezentat mirosuri specifice plantelor de
la care provin, iar culorile au variat de la verde briliant la verde oliv (Figura
4.38). Culoarea si consistenta fazelor lichide depind de organele vegetative ale
plantelor introduse in procesul de extractie. De exemplu, pentru Origanum
vulgare L. (sovarf) culoarea extractului este verde briliant, dupa separarea
fazelor, sub incidenta luminii policromatice naturale acesta are o opacitate
redusa, aproape transparentd. Mirosul este plicut parfumat si intens, specific
materialului vegetal din care provine. Gustul este intens, parfumat dar Intepator
din cauza concentratiei solventului utilizat la extractie (alcool etilic 96%).
Densitatea este mai mica decat a apei.

| G 4 Legenda:

— B - 1 — Sovarf Macerare

13

2 — Sovarf Soxhlet
3 - Sovarf UAE

8.9
- B ) :
&_" 4 - Sovarf UAE+M
6 5 — Ciubotica cucului Macerare
. . . S |6- Ciubotica cucului Soxhlet
— 10. \ 4 6 \ 4 ‘ﬂ 8 — Ciubotica cucului UAE+M
A A

7 — Ciubotica cucului UAE

9 — Coada soricelului Macerare
10 — Coada soricelului Soxhlet
11 — Coada soricelului UAE

12 — Coada soricelului UAE+M
13 — Pelin Macerare

14 — Pelin Soxhlet

15 - Pelin UAE

16 — Pelin UAE+M

Figura 4.38. Reprezentarea ilustrativa a unor extracte vegetale obtinute prin metodele de
extractie: macerare, HAE in extractorul Soxhlet, UAE si metoda combinatd UAE+M

4.5.3. Caracterizarea fizico-chimica cu ajutorul metodelor UV-VIS si FTIR
a extractelor vegetale si a materialului solid utilizat si rezultat
4.5.3.1. Analiza si caracterizarea spectrelor UV-VIS
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Analiza spectrelor UV-VIS ale extractelor alcoolice de plante obtinute
prin extractic HAE (pentru speciile P. veris L., A. millefolium L., A. absinthium
L., O. vulgare L.), UAE si UAE+M (pentru speciile A. absinthium L., O. vulgare
L.) este realizata pe baza Figurilor 4.38 - 4.40 si a Tabelului 4.2.

Extractele de A. absinthium L. si O. vulgare L. obtinute prin metodele
UAE si UAE+M s-au evidentiat ca avand un caracter puternic biopesticid asupra
daunatorilor vizati In cadrul tezei de doctorat. Este de remarcat faptul ca analiza
spectrelor arata ca nu existd diferente semnificative odatd cu schimbarea metodei
de extractie. Totusi analiza acestora poate oferi o serie de informatii preliminare
legate de natura compusilor extrasi, de exemplu, compusi cu legéturi duble in
intervalul 220-240 nm sau cu legaturi triple la lungimile de unda 260-280 nm.
Literatura stiintificd subliniazd faptul cd in spectrele UV-VIS tipice ale
flavonoidelor (220-600 nm) se evidentiazd doud varfuri maxime: unul in
intervalul 220-280 nm (caracteristic benzii Il care presupune comportamente pe
inelul A) si altul in intervalul 330-550 nm (propriu benzii I care demonstreaza
substitutia pe inelul B) (Spiridon et al., 2011; Daraban et al., 2021b).

Impreuni cu flavonoidele exista si cantititi considerabile de alte tipuri
de acizi fenolici (Tabelul 4.2) si de asemenea, resturi de clorofila (666 nm).
Extractele vegetale se caracterizeaza prin prezenta unor compusi comuni, dar si a
catorva compusi specifici, de ex. la 356 nm la A. absinthium L. datorita acizilor
fenolici sau flavonoidelor; la 297 nm pentru A. millefolium L. datorita trienilor
sau flavonoizilor; la 288 nm la O. vulgare L. datorita trienilor sau flavanonelor,
sau la 226, 264, 286 nm pentru P. veris L., datoritd dienelor sau/si flavonoidelor
care pot justifica comportamente diferite in actiunea lor antiinsecticida (Daraban
et al., 2021b).

Tabelul 4.2. Caracteristicile UV-VIS ale extractelor vegetale obtinute prin refluxare in
instalatia Soxhlet (Daraban et al., 2021b)

Specia Lungtm;::’e undd, Compusi posibili

Primula veris L. 212, 217, 222, 226, | acid ursolic (210 nm); acid rosmarinic
264, 286, 332, 666 (218 nm, 330 nm); acid ferulic (214
Achillea millefolium L. | 211, 217, 297, 330, | nm, 325 nm), acid clorogenic (218
666 nm, 325 nm); acid p-coumaric (224
Artemisia absinthium | 211, 217, 221, 257, | nm, 309 nm); catehine (210 nm, 278
L. 366, 666 nm, 280 nm); luteolind (265 nm, 330
Origanumvulgare L. | 212, 215, 288, 332, | hm); flavanone (285 nm, 320-330
666 nm); quercetind (256 nm, 354 nm);
kaempferol (256 nm, 265 nm, 272

nm, 354 nm)
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Figura 4.39. Spectrele UV-VIS ale unor extracte vegetale obtinute prin refluxare in
instalatia Soxhlet: (a) P. veris L., (b) A. millefolium L., (c) A. absinthium L., (d) O.

vulgare L. (Daraban et al., 2021b)

o
o

4.5.3.2. Analiza §i caracterizarea spectrelor FTIR

Spectrele FTIR pentru materialul solid, obtinute Tnainte si dupd extractia
prin refluxare in instalatia Soxhlet sunt ilustrate in Figurile 4.42 - 4.45, iar
caracteristicile acestora sunt evidentiate in Tabelele 4.3 - 4.6.

Pentru spectrele FTIR ale reziduurilor obtinute prin evaporarea la sec a
extractelor alcoolice din plante, se remarcd o serie de varfuri de absorbtie
caracteristice pentru vibratiile de extinctie (~3360-3400 cm™) sau vibratiile de
deformare (~1420 cm™; ~1375 cm™) ale grupirilor OH alcoolice sau fenolice,
vibratiile legdturii CH asociate grupdrilor metilenice sau etilenice (~2930 cm;
~2850 cml), vibratii ale legiturii C=O prezentate in grupdrile alifatice si
aromatice aldehidice (~1635 cm™; ~1735 cm™), vibratii ale inelului aromatic
(~1635 cm; 1516 cm™); vibratii de extinctie ale legiturilor C-O din compusii
fenolici si alcoolici (~1250 cm?;~1160cm™; ~1100 cm™). Astfel, prezenta
diferitelor grupari fenolice si alcoolice este validata ca reprezentand principalele
grupdri constitutive ale flavonoidelor si polifenolilor totali responsabile de
actiunea antibacteriana a extractelor din plante preparate (Daraban et al., 2021b).

Analiza spectrelor FTIR pentru probele de pulbere din plante, inainte si
dupd extractia alcoolica in instalatia Soxhlet, evidentiaza cateva mici diferente,
in principal datoritd cantitatii ridicate de celuloza si lignind care estompeaza
orice altd componentd cu o concentratie mai mica (sau in urme). De asemenea,
pentru P. veris L. (Figura 4.42. Tabelul 4.3) apare un varf de absorbtie
suplimentar la 3012 cm™ care poate corespunde vibratiilor de extinctie ale
gruparilor alcoolice sau fenolice. Vibratiile de extinctie ale legaturilor C-O din
compusii fenolici si alcoolici sunt abundente la O. vulgare L. (~1282 cm;
~1161 cm; ~1072 cm™) (Figura 4.45, Tabelul 4.6), in legiturd cu doar doud
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varfuri la A. absinthium L. (~1247 cm™ si ~1056 cm™) (Figura 4.44, Tabelul
4.5), P. veris L. (~1255 cm® si 1068 cm™) (Figura 4.42, Tabelul 4.3), si A.
millefolium L. (~1255 cm™ si 1059 cm!) (Figura 4.43, Tabelul 4.4) (consecinti a
extractiei alcoolice si, de asemenea, a prezentei polifenolilor si flavonoidelor).
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Figura 4.42. Spectrul FTIR realizat pe pulberea de P. veris L. (a) inaintea extractiei si (b)
dupa extractia prin refluxare in instalatia Soxhlet

CAPITOLUL 5.
Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale obtinute din
flora spontana autohtona asupra daunatorilor de cultura si depozit

5.1. Scopul si importanta cercetérii

Pentru evaluarea potentialului insecticid, vermifug si larvicid al unor
tratamente cu extracte obtinute din speciile florei spontane autohtone s-a elaborat
un protocol de lucru dinamic, care a fost imbunatatit pe parcurs, in functie de
rezultatele obtinute pe parcursul experimentelor derulate in perioada de pregatire
a tezei de doctorat. Prin urmare, au fost utilizate patru metode de obtinere a
extractelor utilizate pentru pregatirea tratamentelor administrate pentru a tine sub
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control daunatorii din speciile L. decemlineata Say si A. obtectus Say, si anume:
metoda maceréarii (M), extractie prin refluxare in instalatia Soxhlet (HAE),
extractie asistatia de ultrasunete (UAE) si o metodid combinata intre UAE si
macerare (UAE+M), metode evaluate ca performantd in Capitolul 4 (prin:
raportul S/L, timpul de extractie si temperatura, continut de polifenoli si
flavonoide).

De asemenea, in prima etapd a protocolului experimental, am testat 15
specii de plante autohtone pentru evaluarea efectelor biopesticide asupra
daunatorilor de culturd si depozit. Ulterior, functie de actiunea acestora, am
realizat o selectie a speciilor de plante cu potential in tinerea sub control a
daunatorilor vizati, continuand testarea doar cu patru specii selectate, printre care
si A absinthium L. (specie neinclusa in studiile initiale). Aceasta specie a fost
selectatd dupa evaluarea preliminara a extractelor celor 14 specii asupra
daundtorilor vizati, tindnd cont de studiile din literatura de specialitate.
Cercetarile au indicat un potential biopesticid considerabil asupra unei game
variate de daundtori a speciei A. absinthium L., prin urmare mi-am dorit sa
evaluez efectul biopesticid al acestei specii asupra daundtorilor de depozit si
culturd vizati in teza de doctorat. Astfel, tratamentele asupra daunatorilor au
considerat extracte obtinute din 15 specii de plante (a se vedea identificarea
acestora Tn Capitolul 3).

Toate variantele experimentale au fost insotite de probe martor.

In cadrul acestui capitol, pentru evaluarea actiunii bioinsecticide a
tratamentelor cu extracte obtinute din speciile florei spontane autohtone s-au
investigat urmatorii parametri:

- gradul de mortalitate (%) a adultilor si/sau a larvelor;

- numarul de oud depuse;

- manifestarile neuroleptice.

Testele au presupus utilizarea a doud metode de administrare a
tratamentelor:

- metoda directd de administrare, prin pulverizarea extractelor pe baza de
plante din speciile florei spontane autohtone pe suprafata hranei (de ex.
lastari de cartof, boabe de fasole) aflata in custile de crestere/in afara
custilor de crestere;

- metoda indirecta de administrare, prin pulverizarea extractelor pe baza
de plante din speciile florei spontane autohtone pe suprafata unui disc
din material celulozic aflat suspendat in mijlocul custii de crestere.
Protocolul de lucru pentru aceastd etapd, descris in detaliu n

subcapitolul 3.8 a fost particularizat In functie de conditiile exacte de lucru in
timp real si imbunatatit in functie de experienta de lucru obtinuta in desfasurarea
experimentelor practice.

Gradul de mortalitate (%, calculat conform relatiei 3.8), manifestarile
neuroleptice si numarul de oud depuse s-au monitorizat la intervale de timp
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cuprinse intre 2 h si 168 h, timpul fiind adaptat fiecarui daunator, dar si fiecarei
metode de obtinere a tratamentelor (conform protocolului descris Tn subcapitolul
3.5). Experimentele practice s-au desfasurat in conditii de laborator, la
temperatura camerei, ddunatorii fiind initial plasati, pentru un timp de 24 h, in
custile de crestere pentru adaptarea la noul mediu, Inainte de administrarea
tratamentelor pe baza de extracte din plante.

5.3. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin refluxare
in instalatia Soxhlet

5.3.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin
refluxare in instalatia Soxhlet asupra daunétorilor de cultura

In cadrul acestui studiu am testat eficienta extractelor brute obtinute
prin refluxare in instalatia Soxhlet (HAE) folosind un numar de 14 specii din
flora spontana. S-a realizat o ierarhizare a speciilor cu potential insecticid si/sau
repelent in controlul daunatorilor din specia L. decemlineata Say. Activitatea
bioinsecticida a extractelor din plante selectate a avut in vedere gradul de
mortalitate (%) a adultilor si a larvelor speciei L. decemlineata Say, dupa diferite
tratamente este reprezentata in (Figura 5.8).
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Figura 5.8. Gradul de mortalitate a adultilor si larvelor din specia L. decemlineata Say,
folosind tratamente administrate prin pulverizare directa cu extracte obtinute prin metoda
HAE (conditii experimentale: custi de crestere cu capacitatea de 0,5 L; timp de
monitorizare a tratamentelor - 168 h; o singura administrare a tratamentelor; concentratie
extract - 100%; eroarea standard a datelor experimentale < 5%) (Daraban et al., 2021)

5.3.2. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor obtinute prin
refluxare in instalatia Soxhlet asupra diunétorilor de depozit

Figura 5.11 indicd rezultatele gradului de mortalitate al adultilor din
specia A. obtectus Say, folosind tratamente pe bazd de extracte obtinute prin
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metoda HAE si tindnd cont de cele doud moduri de administrare a tratamentelor,
pulverizare directa si respectiv, pulverizare indirecta.

35 30
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Figura 5.11. Gradul de mortalitate a adultilor din specia A. obtectus Say dupa aplicarea
tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin metoda HAE si doud moduri de
administrare a acestora: (a) pulverizare directa si (b) pulverizare indirecta (pulverizare
directd - administrarea tratamentelor pe hrana inainte de introducerea acesteia in cusca de
crestere; pulverizare indirecta — administrarea tratamentelor pe discul celulozic; volumul
custii de crestere - 1 L; timp de monitorizare a tratamentelor - 168 h; o singura
administrare a tratamentelor; concentratie extract - 100%; eroarea standard a datelor
experimentale < 5%)

5.5. Evaluarea activititii bioinsecticide a extractelor obtinute in urma
metodei combinate: extractie asistata de ultrasunete si macerare

5.5.1. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin metoda
combinati: extractie asistati de ultrasunete si macerare, asupra
daunitorilor de cultura

In Figura 5.15, mi-am propus si realizez reprezentarea grafici a
gradului de mortalitate pentru adulti si larve, precum si evolutia numarului de
oud depuse de catre indivizii din specia L. decemlineata Say, folosind tratamente
pe baza de extracte din plante obtinute prin metoda UAE+M, aplicate prin
pulverizare directa.
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Figura 5.15. Variatia gradului de mortalitate a adultilor (a) si larvelor (b), precum si a
numdrului de oud depuse (¢) de catre indivizii din specia L. decemlineata Say, in urma
folosirii tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin metoda UAE+M si aplicate prin
pulverizare directa (custi de crestere cu capacitatea de 10 L; timp de monitorizare a
tratamentelor - 168 h; o singura administrare a tratamentelor; concentratie extract - 100%;
eroarea standard a datelor experimentale < 5%)

5.5.2. Evaluarea activitatii bioinsecticide a extractelor obtinute prin metoda
combinatia: extractie asistati de ultrasunete si macerare, asupra
daunétorilor de depozit

Figura 5.16 evidentiazad rezultatele obtinute privind gradul de
mortalitate a adultilor din specia A. obtectus Say, folosind tratamente pe baza de
extracte de O. vulgare L. si A. absinthium L. obtinute prin metoda UAE+M si
administrate in doud moduri: pulverizare directa si indirecta.
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Figura 5.16. Gradul de mortalitate a adultilor din specia A. obtectus Say, folosind
tratamente pe baza de extracte obtinute prin metoda UAE+M si administrate in doua
moduri: (a) pulverizare directa si (b) pulverizare indirecta (pulverizare directa -
administrarea tratamentelor pe hrana inainte de introducerea acesteia in cusca de crestere;
pulverizare indirectad — administrarea tratamentelor pe discul celulozic; volumul custii de
crestere - 1 L, timp de administrare a tratamentelor - 168 h; o singurad administrare a
tratamentelor; concentratie extract - 100%; eroarea standard a datelor experimentale <
5%) (Daraban et al., 2020)

5.6. Modelarea analiticA a gradului de supravietuire a daunitorilor de
culturai si depozit in conditiile tratamentelor cu biopesticide

in acord cu literatura de specialitate, modelarea analitica, in acest caz, ia
in considerare gradul de supravietuire (indicat in Capitolul 3, subcapitolul 3.9),
marime care este in relatie de inversa proportionalitate cu gradul de mortalitate
(Ec. 3.8), calculat Tn experimentele efectuate.

Analiza gradului de supravietuire include 0 mare varietate de metode
de analiza a datelor privind timpul pana la producerea unui anumit eveniment.
Raspunsul este adesea denumit timp de esec, timp de supravietuire sau timp de
eveniment. In acest tip de analizd, principalul obiectiv este estimarea ratei de
supravietuire a daundtorilor urmata de identificarea timpului letal pentru 50%
din indivizi, LTsp. Alte obiective ale analizei gradului de supravietuire sunt
estimarea timpului pand la eveniment, compararea timpului pana la eveniment
intre doud sau mai multe grupuri si evaluarea relatiei dintre covariabile si timpul
pana la eveniment. Timpul de supravietuire poate fi astfel definit ca fiind timpul
pand la aparitia unui anumit eveniment. Evenimentul de interes poate fi
dezvoltarea unei boli, raspunsul la tratament, recidiva sau decesul (Okello,
2013). Prin urmare, in cadrul acestui subcapitol pe langd analiza gradului de
supravietuire, am propus si identificarea timpului necesar pentru un grad de
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mortalitate a 50% din populatia adulta a daunatorilor de cultura (L. decemlineata
Say) si a daunatorilor de depozit (A. obtectus Say) (LTso), dupda aplicarea
tratamentelor pe baza de extracte biopesticide obtinute din speciile O. vulgare L.,
A. absinthium L., A. millefolium L. si P. veris L., prin metodele M, HAE, UAE si
UAE+M.

5.6.1. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daunitorilor dupa
aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin metoda macerarii
5.6.1.1. Modelarea analitica a gradului de supravietuire a daundtorilor de
cultura dupa aplicarea tratamentelor pe baza de extracte obtinute prin metoda
macerarii
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Figura 5.18. Gradul de supravietuire (%) experimental si simulat conform modelului
cinetic de ordin I in cazul adultilor si larvelor din specia L. decemlineata Say in timp (h)
in urma tratamentelor pe baza de extracte din speciile O. vulgare L. (a), P. veris L. (b) si

A. millefolium L. (c) (100%) obtinute prin metoda macerarii (M) (eroarea standard a

datelor experimentale < 5%)
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In Figura 5.18 sunt prezentate rezultatele ce evidentiaza gradul de
supravietuire (%) experimental si simulat a adultilor si larvelor din specia L.
decemlineata Say n timp (h) conform modelului cinetic de ordin I h urma
tratamentelor pe baza de extracte din speciile O. vulgare L. (a), P. veris L. (b) si
A. millefolium L. (c¢) (100%) obtinute prin metoda macerarii (M).

Aplicabilitatea modelului cinetic de ordin | a permis astfel identificarea
LTso pentru adultii din specia L. decemlineata Say ca fiind de 14,44 zile pentru
ambele tratamente. Avand in vedere faptul cd valorile gradului de supravietuire a
larvelor in urma tratamentelor cu extracte din specia P. veris L. ajung la 0,
modelul cinetic nu a putut fi aplicat pentru identificarea LTso. Mai mult, valori <
de 0,9 ale R? sugereazd identificarea LTso prin aplicarea unor alte modele
cinetice care ar putea corela mai bine datele experimentale cu cele simulate
(Tabelul 5.1). Tinand cont de rezultatele obtinute, s-a putut realiza validarea
acestora, asa cum este identificat in Figura 5.19. Modelul cinetic de ordinul I a
fost validat cu succes pentru tratamentele cu extracte din speciile O. vulgare L.
(adulti si larve, R? > 0.94), P. veris L. (adulti, R? > 0.90) si A. millefolium L.
(adulti si larve, R? > 0.90), obtinute prin metoda maceririi.

Tabelul 5.1. Ecuatiile modelului cinetic de ordin I si LTso (zile) pentru adultii si larvele
din specia L. decemlineata Say in urma tratamentelor pe baza de extracte din speciile O.
vulgare L., P. veris L. si A. millefolium L. (100%) obtinute prin metoda macerarii (M)

Proba Modelul cinetic de ordin | LTso (zile) R?
Adulti
Martor y = 100,53 7504 41,26 0,7172
O. vulgare L. y = 101,440,002 14,44 0,9383
P. veris L. y = 64,508¢0.009 3,21 0,7812
A. millefolium L. y = 101,440,002 14,44 0,914
Larve
Martor y = 100,53e7E0% 41,26 0,7172
O. vulgare L. y = 99,953¢-0.005x 5,78 0,8691
P. veris L. - - -
A. millefolium L. Y = 94, 7770004 7,22 0,807
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Figura 5.19. Modelarea in raport cu mésurarea gradului de supravietuire a adultilor si

larvelor din specia L. decemlineata Say in urma tratamentelor pe baza de extracte din

speciile O. vulgare L. (a), P. veris L. (b) si A. millefolium L. (c) (100%) obtinute prin
metoda macerdrii (M), conform modelului cinetic de ordin |

CONCLUZII GENERALE

Tinand cont de politicile de protectie a mediului Inconjurdtor si ale
standardelor de sigurantd alimentara la nivel mondial, sunt necesare o serie de
schimbéri in ceea ce priveste tinerea sub control a daunatorilor de cultura si
depozit, prin substituirea partiala sau totald a tratamentelor de sinteza. Dupd cum
am prezentat Tn prima parte a tezei de doctorat, stadiul actual al cercetarilor in
domeniu aratd ca majoritatea pesticidelor de sinteza prezintd o paleta variata de
neajunsuri in combaterea daundtorilor, dar mai ales un impact nefavorabil pe
termen mediu si lung, atat asupra mediului Inconjurator, cat si asupra sénatatii
umane. In acest sens, existd in ultima decadd un interes crescut pentru aceasti
directie de cercetare, prin utilizarea microorganismelor si a unor specii de plante
cu potential n acest sens.
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Teza de doctorat a urmdrit utilizarea extractelor din o serie de specii ale
florei spontane a regiunii geografice de N-E a Romaéniei, in vederea evaluarii
efectelor favorabile pentru tinerea sub control a daundtorilor de culturd si
depozit. Noutatea tezei de doctorat constd in obtinerea prin metode de extractie
cu solventi prietenosi cu mediul Inconjurator, de extracte din speciile florei
spontane autohtone care pot fi utilizate ca tratamente mai ales de catre fermierii
ce utilizeaza principiile agriculturii durabile si ecologice. Astfel, prin evaluarea a
15 specii de plante luate Tn considerare in studiile preliminare, s-au remarcat 4
specii de plante care au prezentat potential ridicat in tinerea sub control a
daunatorilor vizati. Odata cu selectia speciilor de plante cu potential biopesticid,
studiile s-au concentrat pe obtinerea unor concentratii superioare de compusi cu
principii active cu potential pesticid, prin optimizarea experimentald a metodelor
de extractie si a parametrilor acestora.

Astfel, teza de doctorat intitulatd ,,Extracte vegetale cu aplicatii in
agricultura si industria alimentard” a avut ca obiectiv principal studiul
caracterului biopesticid al unor extracte vegetale din flora spontand autohtond,
obtinute prin metode de extractie prietenoase cu mediul inconjurdtor, pentru
combaterea daundtorilor de culturd si depozit, in scopul substituirii pesticidelor
de sintezd cu efecte secundare nedorite asupra mediului inconjurdtor §i sanatdatii
umane. Pentru realizarea acestui obiectiv, s-au realizat in proportie de 100%
urmatoarele obiective specifice:

e analiza critica a stadiului actual al cercetarilor privind rolul si impactul
pesticidelor de sintezd si al biopesticidelor in controlul daunatorilor de
cultura si depozit si protectia mediului inconjurator;

e identificarea si selectarea unor metode de extractie care sd pastreze un
echilibru intre calitatea produsului, eficienta procesului, costurile de
productie si protectia mediului;

e seclectarea unor specii de plante din flora spontand autohtond cu
proprietati antioxidante, al caror potential bioinsecticid nu a fost studiat
n detaliu;

e caracterizarea extractelor vegetale obtinute din plantele din flora
spontand prin metode analitice fizico-chimice cunoscute, utilizate
pentru a evalua diversi indicatori de calitate, precum si trasarea si
interpretarea rezultatelor prin spectrometria UV-Vis si FTIR;

e determinarea activitatii bioinsecticide a extractelor vegetale obtinute
(prin identificarea gradului de mortalitate (%), a numarului de oua
depuse si a manifestdrilor neuroleptice) pentru daunatorii de cultura si
depozit din speciile L. decemlineata Say (gidndacul din Colorado) si
respectiv, A. obtectus Say (gargarita fasolei);

e studiu comparativ privind eficienta extractelor vegetale brute obtinute
din flora spontand autohtond (reprezentate de speciile de plante
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Origanum vulgare L., Primula veris L., Artemisia absinthium L.,
Achillea millefolium L.) in scopul combaterii ddunétorilor de cultura (L.
decemlineata Say) si de depozit (A. obtectus Say);

e modelarea analiticd a rezultatelor experimentale prin aplicarea ecuatiei
cinetice de ordinul I in scopul determindrii evolutiei gradului de
supravietuire (%) a populatiei de daunatori din speciile L. decemlineata
Say (gandacul din Colorado) si A. obtectus Say (gargarita fasolei), dar si
a timpului letal, LTso, utilizand extractele vegetale obtinute si utilizate
ca produs biopesticid.

Studiile realizate Tn teza de doctorat cu titlul ,,Extracte vegetale cu
aplicatii in agricultura si industria alimentard” aduc informatii noi si
originale cu privire la:

e cvaluarea potentialului unor specii de plante din flora spontana
autohtond pentru tinerea sub control a unor daundtori de culturd si
depozit;

e cvaluarea unor metode de extractie prietenoase cu mediul in obtinerea
unor cantitati superioare de principii active;

e evaluarea parametrilor de extractie pentru obtinerea unor randamente
superioare ale produsului biopesticid,;

e cvaluarea tratamentelor in laborator pentru tinerea sub control a
speciilor L. decemlineata Say (gindacul din Colorado) si A. obtectus
Say (gargarita fasolei).

Pentru Tndeplinirea obiectivelor identificate in proportie de 100%, teza
de doctorat a fost structuratd in doud pérti principale extinse pe 5 capitole.

Partea Tntai a tezei de doctorat este constituita din 2 capitole ce vizeaza
un amplu Studiu de Literatura referitor la extractele vegetale si aplicabilitatea
lor in agricultura (ca biopesticide) si industria alimentara.

Partea a doua a tezei de doctorat este constituitd din 3 capitole axate pe
Contributiile Personale originale concentrate pe rezultate ce vizeaza
identificarea unor metode de extractie eficiente si utilizarea extractelor unor
specii de plante din flora spontana autohtond optimizate din punct de vedere
experimental in scopul combaterii daunatorilor de culturd (L. decemlineata Say)
si de depozit (A. obtectus Say).

Rezultatele obtinute in teza de doctorat cu titlul ,,Extracte vegetale cu
aplicatii in agricultura si industria alimentara” subliniazd faptul ca este
necesara o eficientizare a obtinerii unor tratamente pulverizabile cu un continut
superior de compusi activi cu efect bioinsecticid. Tindnd cont de aceasta directie
de cercetare, intr-o prima etapa a studiului experimental, procesul de extractie a
fost eficientizat pentru patru metode de extractiec, metoda macerarii (M),
extractie prin refluxare in instalatia Soxhlet (HAE), extractie asistati de
utrasunete (UAE) si o metoda combinata intre macerare si UAE (UAE+M).
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Ulterior, extractele obtinute din speciile de plante din flora spontani
autohtond precum Origanum vulgare L., Primula veris L., Artemisia
absinthium L., Achillea millefolium L., specii de plante care pana la prezenta
tezd de doctorat nu au fost studiate in profunzime in vederea combaterii si a
tinerii sub control a diunatorilor, au fost aplicate cu succes in combaterea
diunitorilor de culturd (Leptinotarsa decemlineata Say) si de depozit
(Acanthoscelides obtectus Say).
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