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(57) Rezumat:

Inventia se referd la uleiuri volatile modificate chimic, si anume la o forma oxidatd a uleiului
volatil de coriandru, care poate fi utilizata in agricultura in calitate de remediu cu proprietati antifungice.

Conform inventiei, se propune aplicarea formei oxidate a uleiului volatil de coriandru, obtinute
prin fotooxidarea cu oxigen, la temperatura camerei, in clorurd de metilen, a uleiului volatil nativ,
obtinut din plante verzi cu fructe imature, in calitate de inhibitor contra fungilor Fusarium avenaceum
si Fusarium equiseti.

Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea efectului antifungic al formei oxidate in raport
cu uleiul de coriandru nativ cu 5,0-7,3%.

Revendicari: 1
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Descriere:

Inventia se refera la uleiuri volatile modificate chimic, si anume la o forma oxidata a uleiului volatil
de coriandru, care poate fi utilizatd in agricultura in calitate de remediu cu proprietati antifungice.

Bolile radacinilor manifestate sub forma de putregai rdman o amenintare globald majora pentru
productivitatea culturilor agricole. Ele sunt de obicei cauzate de mai mult de un tip de agent patogen si, prin
urmare, sunt adesea denumite complex al putregaiului de radacind. Metodele de control agrotehnic, fizic,
biologic si chimic au fost utilizate ca strategii de management pentru a controla putregaiul de radacina. Cu
toate acestea, pana 1n prezent, aceste strategii au avut doar un succes partial. Majoritatea agentilor patogeni
ai maladiei sunt distribuiti la nivel global, unele specii pot supravietui pana la 10 ani in sol, sunt specifice
gazdei, dar pot avea o gama larga de gazde. Prin urmare, rotatia culturilor nu poate fi pe deplin eficienta ca
metoda de control (Williamson-Benavides B.A., Dhingra A. Understanding Root Rot Disease in
Agricultural Crops. Horticulturae 2021, 7, 33).

Controlul chimic adesea este ineficient din cauza dependentei eficientei de conditiile de mediu,
toxicitatii pentru plante, animale si om, adaptarii rapide a patogenilor la preparatele utilizate, din care motiv
identificarea §i implementarea noilor compusi cu activitate antifungica ofera largi oportunitati in masurile
de protectie a plantelor.

Fungii Fusarium avenaceum si Fusarium equiseti sunt agenti patogeni ai putregaiului de radacina
la grau si ai maladiilor spicelor la culturile paioase (Lupascu G. Putregaiul de radacina la graul comun de
toamna. Chiginau, Print-Caro, 2020, 120 p.). F. avenaceum constituie o problema economica pentru
cultivatori si este o ingrijorare de sigurantd alimentara din cauza productiei de micotoxine in cereale, cum
ar fi moniliformina si eniatinele (Jestoi M., Rokka M., Yli-Mattila T., Parikka P., Rizzo A., Peltonen K.
Presence and concentrations of the Fusarium-related mycotoxins beauvericin, enniatins and moniliformin
in Finnish grain samples. Food Addit. Contam., 2004, 21, p. 794-802; Yli-Mattila T., Paavanen-Huhtala
S., Parikka P.A., Jestoi M., Klemsdal S., Rizzo A.A. Genetic variation, real-time PCR, metabolites and
mycotoxins of Fusarium avenaceum and related species. Mycotox. Res., 2006, 22, p. 79-86; Uhlig S.,
Jestoi M., Parikka P. Fusarium avenaceum—The North European situation. Int J. Food Microbiol., 2007,
119, p. 17-24).

Schimbarile climatice influenteaza Insusirile si comportamentul multor fungi. De exemplu, autorii
(Gilardi G., Garibaldi A., Gullino M.L. Emerging pathogens as a consequence of globalization and climate
change: leafy vegetables as a case study. Phytopathologia Mediterranea, 2018, 57, 1, p. 146-152) au
constatat in conditiile Italiei ca cresterea temperaturii aerului si concentratiei de CO» in aer a contribuit la
extinderea gazdelor si patogenitdtii fungului F. equiseti, care este considerat de obicei o specie cu
patogenitate slaba.

Este cunoscut ca produsele naturale reprezinta o sursa importantd de compusi noi biologic activi.
Originea naturala a acestora presupune biocompatibilitate, activitate biologica selectiva si toxicitate redusa.

Se cunoaste ca uleiul volatil de coriandru prezinta o gama larga de activitati biologice precum cea
antibacteriand, antifungica, antioxidanta si insecticida [1]. Activitatea antibacteriana a uleiului de coriandru
se manifestd atdt Tmpotriva bacteriilor Gram-pozitive (Staphylococcus aureus, Bacillus sp.), céat si a
bacteriilor Gram-negative (Escherichia coli, Salmonella typhi, Pneumonia klebsiella, Proteus mirabilis).
Recent s-a confirmat ca uleiul volatil provenit din planta verde cu seminte imature este activ si impotriva
tulpinilor de fungi Candida [2].

In calitate de cea mai apropiatd solutie, reiesind din proprietatile sale antifungice si componenta sa
chimica, a fost selectat uleiul nativ de coriandru, obtinut din plante verzi cu fructe imature, care manifesta
activitate antimicrobiand §i o activitate antifungica ridicata in raport cu fungii filamentosi Fusarium
oxysporum, F. sporotrichiella var. tricinctum, Drechslera sorokiniana [3].

Dezavantajul analogului proxim consta in aceea cd nu este cunoscutd actiunea acestuia asupra
agentilor patogeni ai putregaiului de radacina la culturile paioase.

Problema pe care o rezolva inventia consta in largirea gamei de utilizari ale remediilor de origine
naturald, si anume a uleiului de coriandru, cu proprietati antifungice amplificate contra fungilor Fusarium
avenaceum si Fusarium equiseti.

Problema se rezolva prin aplicarea formei oxidate a uleiului volatil de coriandru, obtinute la
fotooxidarea sensibilizata prin barbotarea oxigenului si iradierea cu becuri fluorescente in prezenta unei
cantitdti catalitice de mezo-tetrafenilporfirind a unei solutii de ulei de coriandru nativ, obtinut din plante
verzi cu fructe imature, in clorurd de metilen, la temperatura camerei timp de 6-8 ore si eliminarea
solventului prin distilare, in calitate de inhibitor contra fungilor Fusarium avenaceum si Fusarium equiseti.

Uleiul de coriandru chimic modificat prin fotooxidare sensibilizatd poseda proprietati antifungice
amplificate, fapt confirmat de testarile acestuia in vitro pe speciile de fungi fitopatogeni Fusarium
avenaceum si F. equiseti.
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Rezultatul tehnic al inventiei consta in sporirea efectului antifungic al formei revendicate in raport
cu solufia cea mai apropiata cu 5,0-7,3% in dependenta de specia de fung cercetata.

Forma oxidata de ulei de coriandru se caracterizeaza prin prezenta in spectrul IR a unei benzi intense
in jurul 3360 cm, iar in gaz-cromatograma prin absenta hidrocarburilor monoterpenice nesaturate cu masa
moleculard 136.

Proba de ulei oxidata a fost analizata prin metode cromatografice si spectrale (cromatografie de
gaze, spectrometrie de masa, spectroscopie in infrarosu), care au confirmat modificarile calitative si
cantitative ale acesteia.

Exemplu de realizare a inventiei

In calitate de materie prima pentru obtinerea formei revendicate a fost utilizat uleiul volatil nativ de
coriandru, care a fost obtinut industrial prin antrenare cu vapori de apa din plantele verzi cu fructe imature.
Conform analizei GC-MS in uleiul volatil de coriandru au fost detectate treizeci i doud de componente,
ceea ce reprezintd 99,32% din compozitia sa totald. Fractia terpenica (26,42%) include hidrocarburi
monoterpenice (3,07%) si derivati oxigenati ai acestora (23,35%). Cea mai abundenta si variata este fractia
compusilor alifatici (71,91%). Ea se compune din alcani (0,57%), alcooli saturati (4,96%), alcooli nesaturati
(15,86%) si ambele grupuri de aldehide saturate (8,43%) si nesaturate (42,09%), vezi Tab. 1.

Tabelul 1
Compozitia chimica a uleiului volatil nativ de coriandru
No. TR* Component % No. RT* Component %
(min) (min)

1 3,748 n-Nonan 0,57 17 12,018 (E)-Oct-2-enal 0,85
2 4,432 a-Pinen 1,20 18 12,301 Nerol 0,72
3 4,730 Camfen 0,09 19 12,526 (E)-Dec-2-enal 23,40
4 5,290 S-Pinen 0,12 20 12,719 (E)-Dec-2-en-1-ol 15,34
5 5,516 S-Mircen 0,09 21 12,768  n-Decanol 4,56
6 5,775 n-Octanal 0,40 22 13,575 n-Octil-2-furan 0,65
7 6,310 p-Cimen 0,39 23 15,039 (E)-Undec-2-enal 1,73
8 6,406 D-Limonen 0,25 24 15,183 (E)-Undec-2-en-1-ol 0,52
9 7,119 y-Terpinen 0,93 25 15,248  n-Dodecanol 0,22
10 7,380 n-Nonanol 0,18 26 15,528 Geranil acetat 0,35
11 7,907 n-Hexil-2-furan 0,34 27 16,161 n-Dodecanal 1,34
12 8,240 S-(+)-Linalool 20,81 28 17,648 (E)-Dodec-2-enal 8,87
13 9,350 Camfor 1,09 29 17,705 (E)-Dodec-2-en-1-ol 1,33
14 10,568 a-Terpineol 0,38 30 20,028 (E)-Tridec-2-enal 0,25
15 10,668 (2)-Dec-4-enal 0,96 31 21,011 n-Tetradecanal 0,32
16 10,928 n-Decanal 6,37 32 22,370 (E)-Tetradec-9-enal 4,70

*TR — timpi de retentie.

Fractia terpenica (26,42%) include hidrocarburi monoterpenice (3,07%) si derivatii oxigenati ai
acestora (23,35%). Cea mai abundenta §i variata este fractia compusilor alifatici (71,91%). Ea se compune
din alcani (0,57%), alcooli saturati (4,96%), alcooli nesaturati (15,86%) si ambele grupuri de aldehide
saturate (8,43%) si nesaturate (42,09%). De asemenea, uleiul volatil de C. sativum contine o cantitate mica
de compusi heterociclici (~ 1,0%) (Tabelul 2).

Tabelul 2
Clasificarea componentelor uleiului nativ de coriandru
Clasa Subclasa Continut, (%)
Compusi terpenici 26,42
Monoterpene 26,42
Hidrocarburi monoterpenice 3,07
Monoterpene oxigenate 23,35
Compusi alifatici 71,91
Alcani 0,57
Alcooli saturati 4,96
Alcooli nesaturati 17,19
Aldehide saturate 8,43
Aldehide nesaturate 40,76
Compusi heterociclici 0,99

Total 99,32
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Ulterior uleiul a fost modificat chimic prin intermediul reactiei de fotooxidare sensibilizata.

Obtinerea uleiului de coriandru oxidat

La solutia de ulei de coriandru nativ, obtinut din plantele verzi cu fructe imature, in diclormetan
anhidru (1,0 /100 mL) s-a adaugat o cantitate cataliticd de mezo-tetrafenilporfirind (10 mg), solutia la
agitare a fost iradiatd timp de 7 ore, la temperatura camerei cu trei becuri de 60 W, care emana relativ
putina radiatie termicd, de exemplu de tip LED sau CFL, totodata prin sistem s-a barbotat oxigen pe toata
durata reactiei, la o rata de 1 mL/min. Solventul a fost distilat la presiune redusa, obtindndu-se forma
oxidatd a uleiului de coriandru (1,3 g), ce prezinta un produs uleios galben, care a fost folosit in continuare
pentru analize spectrale, cromatografice si testari biologice.

Spectrul in IR (v, cm™): 3364, 3089, 2955, 2926, 2856, 2734, 1686, 1638, 1457, 1413, 1377, 1144,
1104, 995, 975, 920, 723 cm™.,

Rezultatele analizei gaz-cromatografice (GC)

In rezultatul analizei gaz-cromatografice a formei oxidate a uleiului de coriandru au fost identificate
7 semnale cu timpii de retentie si continutul procentual indicate in Tabelul 3.

Tabelul 3
Compozitia chimica a formei oxidate a uleiului volatil de coriandru
No. TR* Component, % No. TR* Component %
(min) Masa moleculara (min)
1 9,33 [152] 2,47 5 15,02 [168] 1,97
2 10,87 [156] 8,24 6 17,56 [182] 13,21
3 12,37 [154] 51,80 7 22,336 [210] 6,51
4 12,54 [156]

*TR — timpi de retentie.

De mentionat ca, spre deosebire de forma nativa a uleiului volatil de coriandru, in care au fost
identificati 32 de constituienti, picurile 1-4 din cromatograma formei oxidate au timpi de retentie mai mari,
ceea ce confirma ca acestia sunt compusi de oxidare care sunt mai polari si au masele moleculare (M)
indicate in Tabelul 3 (152-156 u.a.m.), ce indica aditia unui atom de oxigen. Procesul de oxidare este
confirmat si de absenta semnalelor caracteristice pentru hidrocarburile izomerice monoterpenice
nesaturate, prezente in uleiul nativ, care au M=136.

Picul 5 corespunde unor produse de oxidare a hidrocarburilor monoterpenice nesaturate care au
aditionat doi atomi de oxigen: M=136 + 32=168 u.a.m.

Picul 6 poate fi considerat produs de oxidare care a aditionat trei atomi de oxigen: M=134 + 48 =
182 u.a.m.

Picul 7, cu cel mai mare timp de retentie si care are M=210 u.a.m., probabil corespunde produselor
de oxidare a aldehidelor superioare nesaturate din componenta uleiului de coriandru.

De mentionat ca masele moleculare sunt probabile, deoarece procesele radicalice care decurg pe
durata oxidarii nu sunt cunoscute suficient de bine si devierea cu 2-4 u.a.m. poate fi o urmare a unor reactii
secundare de sustragere a unor atomi de hidrogen, care decurg concomitent. Structura unor componente din
uleiul de coriandru oxidat a fost confirmati de datele analizelor spectrale.

Prezenta grupelor hidroperoxi (-O-OH) este confirmati de banda de absorbtie de la 3364 cm™ care
este deplasata si mult mai intensd decat cea caracteristica pentru grupele hidroxil (-OH) din compozitia
uleiului nativ de coriandru. De asemenea, sunt prezente benzile de absorbtie caracteristice pentru legaturile
C-O-1a 1144 i 1104 cm, cea de la 1686 cm™ apartine gruparilor carbonil, partea alifaticd este reprezentati
de semnalele la 2955, 2926, 2856 si 1377 cm?, iar semnalele legiturilor duble sunt de o intensitate foarte
mica la 3089, 1638 si 995 cm™,

Forma oxidata a uleiului de coriandru este stabila in contact cu aerul, solubila in alcooli, clorura de
metilen, acetat de etil si acetona.

Testarea activitatii antifungice

in studiu au fost utilizate tulpini ale fungilor F. avenaceum si F. equiseti, izolate din plante de grau
comun de toamna cu semne de putrefactie la baza tulpinii.

Testarea activitatii antifungice a uleiurilor volatile intact (nativ) (solutia cea mai apropiatd) si formei
oxidate (inventia), extrase din plante verzi de Coriandru sativum cu seminte imature in faza de lapte, s-a
efectuat in concentratiile de 0,01; 0,005; 0,0025 si 0,00125%.

Mediul nutritiv PDA s-a aseptizat prin autoclavare la presiunea de 0,5 atm timp de 30 min, apoi s-a
turnat fierbinte in cutii Petri (diametrul — 90 mm), cate 10 mL in fiecare. Dupa solidificarea mediului, fungii
au fost insamantati cate un disc de PDA cu miceliul fungului, cu diametrul de 4 mm in centrul cutiei Petri.
Cutiile cu fungii insiméntati au fost mentinute in termostat la temperatura de 24°C. Inregistrarea
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diametrului coloniilor (cate 2 diametre perpendiculare, media cérora a servit ca indice biometric) s-a
efectuat din ziua 3 de la insdmantare. Experienta s-a efectuat in 4 repetitii. Datele au fost prelucrate statistic
in pachetul de soft STATISTICA 8.

Datele obtinute au demonstrat ca tulpina de F. avenaceum a inregistrat in varianta martor, in ziua 3
de crestere, o medie a diametrului coloniilor de 51 mm, ziua 4 — 73 mm, ziua 5 — 89 mm. Deci, in ultima
zi a masurarilor, tulpina a acoperit practic toata suprafata cu mediu nutritiv, ceea ce denota o crestere rapida
a acesteia.

In variantele cu ulei intact si ulei oxidat s-a observat inhibarea cresterii fungilor. Astfel, in ziua 5 de
crestere, raportul diametrului coloniilor in concentratiile de 0,00125% si 0,01%, la diametrul coloniilor din
martor a constituit 95,5% si 77,7%, in cazul uleiului intact si 90,5% si 71,4%, respectiv, in cazul uleiului
oxidat (Tab. 4). Deci, uleiul oxidat a demonstrat capacitate inhibitoare mai inaltd comparativ cu uleiul intact
cu 5,0-6,3% 1n cazul concentratiilor mentionate.

Tabelul 4
Influenta uleiului volatil intact si oxidat din coriandru asupra fungului Fusarium avenaceum
Varianta, Ziua 3 Ziua 4 Ziua b Raport la
concentatie (%) | x+my, mm |3 X+my, mm > xtmy, Mm | 3 Er)r;ar(;or (ziua
, %
Martor 514+0,9 2,44 | 73£0,9 2,52 | 89+04 1,16 -
Ulei intact (nativ, analogul proxim)
0,01 36+1,3% 2,7 | 50£1,9% 3,75 | 70+3,1* 6,12 | 77,7
0,00125 43+1,2% 25 63+1,5% 3,04 | 85+1,3%* 2,69 95,5
Ulei oxidat (inventia)
0,01 33+0,6* 1,19 | 46+1,0* 2,00 | 64+0,8* 1,56 71,4
0,00125 40+0,5* 1,0 59+0,4* 2,80 | 81+1,2* 2,40 90,5

* deosebire de martor cu suport statistic (p < 0,05)

Tulpina de F. equiseti a inregistrat o crestere moderata, suprafata mediului nutritiv in cutia Petri
fiind acoperitd complet sau aproape complet la ziua 7. La ultima masurare, s-a constatat ca raportul
diametrului coloniilor in concentratiile 0,01; 0,005; 0,0025; 0,00125%, la diametrul coloniilor din martor a
variat in limitele 89,5-93,5% si 84,4-86,2% in cazul uleiului intact si uleiului oxidat, respectiv, avantajul
fiind de 5,1-7,3% in favoarea formei oxidate (Tab. 5).

Tabelul 5
Influenta uleiului volatil intact i oxidat din coriandru asupra fungului F. equiseti
Varianta, Ziua 6 Ziva7 Raport la martor (ziua 7),
concentatie (%) XMy, Mm 5 X£my, mm > %
Martor 74+0,8 1,78 85+1,1 2,37 -
Ulei intact (nativ)
0,01 65+0,7* 3,47 76+0,3* 2,53 89,5
0,005 66+0,6* 3,12 77+0,3%* 3,04 91,2
0,0025 66+0,5* 0,96 78+0,4* 2,40 91,8
0,00125 67+0,7* 4,03 79+0,4* 2,74 93,5
Ulei oxidat
0,01 62+0,9* 1,78 71+0,6* 3,18 84,4
0,005 62+0,4* 4,70 75+0,2%* 4,33 88,6
0,0025 60+0,3* 4,49 69+0,7* 5,89 82,1
0,00125 62+0,5* 1,08 73+0,6* 1,26 86,2

* deosebire de martor cu suport statistic (p < 0,05)

Se poate concluziona ca Coriandrum sativum L. prezinta o sursa valoroasa de uleiuri care, fiind
oxidate, isi sporesc activitatea antifungica pentru unii din agentii cauzali ai putregaiului de rddacina la graul
comun de toamna — F. avenaceum si F. equiseti.
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(57) Revendicari:

Aplicarea formei oxidate a uleiului volatil de coriandru, obtinute la fotooxidarea sensibilizata prin
barbotarea oxigenului si iradierea cu becuri fluorescente in prezenta unei cantitati catalitice de mezo-
tetrafenilporfirind a unei solutii de ulei de coriandru nativ, obtinut din plante verzi cu fructe imature, in
clorura de metilen, la temperatura camerei timp de 6-8 ore si eliminarea solventului prin distilare, in calitate
de inhibitor contra fungilor Fusarium avenaceum si Fusarium equiseti.
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