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Prefata argument

Bazata pe cercetarea aprofundata in cadrul programului de doctorat, volumul " Bigprotectia lermnului
cu uleiuri esentiale - eficientd versus eco-impact'’, reprezinta o valoroasa premierd editoriald in
Romania. Lucrarea se constituie ca o abordare responsabild, originald, indrazneata si necesara a
bioprotectiei lemnului, punand concomitent in balanta eficienta si eco-impactul produselor/
tratamentelor aplicate. in acelasi timp, caracterul de premierd rezida in caracterizarea complexd a unor
uleiuri esentiale si explorarea oportunitatilor si limitelor acestora ca potentiale solutii alternative pentru
bioprotectia antifungicd a lemnului. Mai mult, domeniul de aplicabilitate vizat cu precadere este cel al
conservarii bunurilor de patrimoniu cultural, in care artefactele din lemn / pe suport lemn ocupa un loc

important. Aceste aspecte vor fi detailate intr-o aparitie viitoare.

Dezvoltarea si validarea unui protocol analitic complex, ce reprezintd cheia experimentala pentru
caracterizarea si evaluarea unui potential nou produs pentru bioprotectia antifungica a lemnului,
constituie un alt argument in favoarea originalitatii lucrdrii. Acesta poate fi preluat si replicat in viitoare
cercetari experimentale. La toate acestea se adauga bogdtia bazelor de date stiintifice incluse in
lucrare, ca o invitatie generoasa pentru explorari si colabordri viitoare. Acestea cuprind informatii
sintetizate, prelucrate, ordonate privind stadiul actual al cercetdrilor in domeniu la nivel mondial,
precum si rezultatele experimentale in extenso obtinute prin cercetdrile proprii in programul de

doctorat.

Actualitatea si importanta practica a tematicii abordate, precum si valoarea stiintifica si didactica a
materialului elaborat sunt evidente. Lemnul ca resursa naturala si regenerabild, material ecologic si
reciclabil, versatil si usor de prelucrat, cu rezistente fizico-mecanice remarcabile raportate la densitate,
a fost, este si va fi o constantd in viata omului si dezvoltarea civilizatiei. De asemenea,
biodegradabilitatea lemnului trebuie inteleasa si asumatd in bipolaritatea: calitate din punct de vedere
ecologic versus vulnerabilitate din punct de vedere al duratei de viatd a lemnului in diverse aplicatii.
Atacul fungic in conditii de umiditate ridicatd (peste pragul critic de 20% umiditate in lemn) reprezinta
factorul major in degradarea lemnului, de la discolorari superficiale (ciuperci de discolorare si mucegai)
pand la afectarea grava a componentilor chimici principali, a integritatii structurale si rezistentelor
fizico-mecanice ale lemnului (ciuperci xilofage), respectiv ruperea, dezintegrarea materialului,

conducand in final la deteriorarea iremediabila a elementelor, artefactelor, structurilor din lemn.

Contracararea acestui risc implica in primul rand o evaluare corecta functie de durabilitatea naturald a
lemnului, foarte diferitd intre specii si in cadrul aceleiasi specii (duramen versusalburn), conditiile / clasa
de utilizare, protectia constructiva prin proiectare inteligenta a artefactelor si structurilor din lemn,
madsuri de conservare preventiva, dar si tratamente de bioprotectie preventiva sau curativa cu produse
cu ingrediente active biocide. De-a lungul timpului s-au dezvoltat si utilizat practic o multitudine de

produse biocide anorganice sau organice, promovate initial pe criteriul eficientei biocide (toxicitatea



fata de bioddunatori), fard a se considera toxicitatea fata de om si mediu, efectele de bioacumulare cu
consecinte negative pe termen lung. Constientizarea ulterioard a acestor riscuri a condus la interzicerea
sau restrictionarea drastica privind utilizarea si comercializarea unora dintre biocidele clasice, precum
si la o legislatie mult mai restrictiva si complexa privind testarea, omologarea si punerea pe piata a

produselor biocide.

In acest context, aparitia lucrdrii analizate este mai mult decat oportund, atentia cercetrilor la nivel
mondial in domeniul bioprotectiei lemnului indreptandu-se spre solutii alternative pe baza de produse
naturale, care sa fie concomitent eficiente ca tratamente, sigure pentru om si prietenoase cu mediul.
Uleiurile esentiale, produse aromatice cu compozitie chimica complexa, extrase din diverse plante, care
au jucat un rol major in supravietuirea si evolutia speciilor vegetale, prezentand activitate biologica
complexd, inclusiv antifungicd, se inscriu intre optiunile alternative considerate pe plan mondial pentru

bioprotectia lemnului.

Premisele fundamentale, frecvent asumate ab /nitio, care stau la baza interesului crescut pentru
uleiurile esentiale in diverse domenii incluzand protectia lemnului sunt caracterul lor presupus ecologic
sinocivitatea redusa pentru om. Aspectele legate de posibilul impact ecologic datorita unor componenti
cu activitate fitotoxicd, precum si efectele toxice pentru om demonstrate de anumiti componenti ai
unor uleiuri esentiale peste un anumit prag de concentratie, au fost neglijate sau prea putin studiate si
necesita atentie si investigatii. Lucrarea de fatd propune o metodologie adecvatd de testare a
potentialului impact ecologic al produselor de bioprotectie a lemnului combinand un test de lavabilitate
(spdlare cu apd) cu un test de fitotoxicitate (germinare a semintelor). Datele experimentale prezentate
permit o evaluare corecta si responsabild, precum si 0 comparare a diverselor biocide si tratamente de

bioprotectie a lemnului.

Rezultat al unui demers de cercetare stiintifica inter- si multidisciplinara, ce imbind riguros si adecvat
elemente de stiinta si ingineria lemnului, chimia lemnului, biologie, stiinta mediului si protectia
mediului, volumul de fata este structurat pe 8 capitole, referitoare la: 1. Uleiurile esentiale; 2.
Obiectivele cercetadrilor experimentale; 3. Conceptul metodologic, materiale si metode; 4. Crearea si
validarea protocolului analitic (O1); 5. Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu potential
efect biocid antifungic (02); 6. Evaluarea comparativa a efectului biocid antifungic si selectarea
produselor cu potential (03); 7. Determinarea eficientei biocide si a potentialului impact ecologic pentru
produsele cu potential selectate (Ulei esential de cuisoare C-EO si ulei esential de cimbru T-EO) (O4); 8.

Concluzii si directii viitoare de dezvoltare.

Prin tematica si abordare, lucrarea are o adresabilitate multipla, fiind utild in formarea si dezvoltarea
profesionala pentru studenti, masteranzi, doctoranzi, cercetdtori, specialisti din diverse domenii, de la
ingineria lemnului, la stiinta si ingineria mediului, chimie, biologie, eco-design, conservare-restaurare.

Sper ca aceasta lucrare, realizatd cu mult efort, pasiune, dedicare si rigoare, sd isi gdseasca cititorii



carora li se adreseaza, sa constituie o sursa de inspiratie si 0 bazd de date utila pentru cercetari si

dezvoltari viitoare, un argument pentru un lemn mai durabil si un mediu mai curat!

Sincere felicitari autoarei, Dr. Dana-Mihaela POP, pentru aceastd remarcabila lucrare, generata de
pasiunea sa pentru uleiurile esentiale si devenitad realitate printr-un efort de vointd si determinare,
dublat de dezvoltare, diversificare si aprofundare a pregatirii sale profesionale (studii de licenta in
Stiinta mediului, masterat in Eco-design de mobilier si restaurare), prin asimilarea si aplicarea unor
cunostinte si abilitati practice in domeniul investigatiilor stiintifice avansate si domeniul special al
testelor micologice de laborator. Colaborarea inter-institutionald si internationald au sprijinit acest

demers si trebuie sa ramana obiective de viitor.

Sper ca acest pas sa fie motivatia pentru a merge mai departe, pe un drum de succes profesional si

personal!
Prof. dr. Maria Cristina Timar

Brasov, 13.03. 2025



Nota asupra editiei

Aceastd carte reprezinta o parte revizuitd si adaptata din teza de doctorat intitulata , Cercetari privind
utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului - oportunitati si limite in
contextul eficientd versus eco-impact', sustinuta in 4 septembrie 2024, la Facultatea de Design de
Mobilier si Inginerie a Lemnului a Universitatii Transilvania din Brasov, pentru obtinerea titlului de
doctor in domeniul Inginerie Forestiera. Teza sustinutd si titlul confirmat reprezinta incununarea
programului de cercetare si formare prin doctorat in domeniul fundamental Stiinte ingineresti,
domeniul de doctorat Inginerie forestierd, in cadrul Scolii Doctorale Interdisciplinare a 10SUD
Universitatea Transilvania din Brasov, sub indrumarea stiintificd a doamnei prof. dr. chim. Maria-

Cristina Timar.

Tematica abordatd, nascutd din pasiunea mea pentru uleiurile esentiale, aimpus o cercetare complexa,
inter- si multidisciplinard, desfdsurata in perioada 2015-2024, imbinad cunostinte din multiple
domenii: stiinta si ingineria lemnului, chimie, biologie, stiinta si protectia mediului, precum si

conservarea patrimoniului cultural.

Doresc sa-mi exprim recunostinta tuturor celor care au facut posibila realizarea acestei lucrari. Inainte
de toate, doresc sa-I multumesc lui Dumnezeu pentru cd mi-a dat putere, rabdare si intelepciune pe

tot parcursul acestui drum. Fara ajutorul Sau, aceasta lucrare nu ar fi fost posibila.

Multumiri deosebite se indreapta cdtre prof. dr. chim. Maria-Cristina Timar, conducdtorul stiintific al
tezei de doctorat, pentru indrumarea competentd, sprijinul constant oferit si suportul motivational.
Contributia sa a fost esentiald atat in structurarea si finalizarea cercetdrii, cat si in redactarea tezei de

doctorat si a prezentei lucrdri.

Multumesc membrilor comisiei de indrumare si integritate academicd pentru asistenta valoroasa si

sfaturile oferite.

Cercetarea a beneficiat de colaborarea unor institutii prestigioase: Universitatea Babes-Bolyai din Cluj-
Napoca (analize GC-MS), Ecole Supérieure du Bois din Nantes (investigatii SEM), Universitatea Tehnica
din Zvolen (teste micologice) si Centrul Astra pentru Patrimoniu din Sibiu (teste de implementare in

conservare-restaurare), cdrora le aduc multumiri pentru oportunitatea colaborarii si sprijinul acordat.

Sunt recunoscdtoare corpului profesoral al Facultatii de Design de Mobilier si Inginerie a Lemnului i
personalului Laboratorului de Chimia Lemnului pentru contributia lor la formarea mea academica si

profesionala.

Nu in ultimul rand, multumesc familiei mele pentru sprijinul neconditionat, precum si colegilor si

prietenilor care m-au sustinut pe parcursul intregii perioade de cercetare si studiu.
Autorul

Brasov 2025



Cuvantinainte

Lemnul, acest material nobil si viu, ne insoteste existenta de milenii. De la simple unelte si adaposturi
la opere de arta si constructii sofisticate, lemnul a fost si ramane un pilon al civilizatiei noastre. Dar, ca
orice material organic, este vulnerabil la atacul agentilor biologici, in special a fungilor, care ii pot

compromite integritatea si frumusetea.

De-a lungul istoriei, oamenii au cdutat solutii pentru bioprotectia lemnului, prelungindu-i durata de
viata in operd si utilitatea. In ultimele decenii, biocidele de sintezd au dominat acest domeniu, dar
efectele lor secundare asupra sanatatii si mediului au devenit din ce in ce mai evidente si mai
ingrijoratoare. Astdzi, ne aflam intr-un punct de cotiturd, in care nevoia de alternative sustenabile este

mai presanta ca niciodata.

Aceasta carte isi propune sa exploreze o astfel de alternativa: uleiurile esentiale. Aceste comori
aromatice ale naturii, folosite de secole in medicing, cosmetica si ritualuri, ascund in compozitia lor
complexd un potential remarcabil de a proteja lemnul impotriva atacului fungic. Dar, dincolo de

eficientd, este esential sa intelegem si impactul lor asupra mediului.

In paginile ce urmeazd, veti descoperi o cercetare aprofundata, care porneste de la o intrebare
fundamentala: Pot uleiurile esentiale sa ofere o protectie eficienta lemnului, avand in acelasi timp un

impact ecologic redus?

Am abordat aceastd intrebare dintr-o perspectiva integratd, punand in balantd eficienta si eco-
impactul. Am dezvoltat o metodologie riguroasd, am analizat compozitia chimicd a uleiurilor, am testat
efectul lor antifungic si am evaluat potentialele riscuri pentru mediu. Rezultatele obtinute deschid
perspective interesante si ofera solutii concrete pentru o protectie a lemnului mai prietenoasa cu

natura.

Aceasta carte nu este doar o prezentare a unor date stiintifice, ci si o invitatie la reflectie. Este o
pledoarie pentru o abordare mai responsabild si mai sustenabild in relatia noastra cu lemnul si cu
mediul inconjurator. Sper ca informatiile si concluziile prezentate sa fie utile atat specialistilor din

domeniu, cat si tuturor celor interesati de un viitor mai verde si mai sanatos.

Va invit sa pdsiti aldturi de mine in aceastd caldtorie fascinanta in lumea uleiurilor esentiale si a

bioprotectiei lemnului, o calatorie in care stiinta se impleteste cu respectul pentru natura.

Dana-Mihaela Pop
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Introducere

Lemnul, un material natural cu o istorie indelungata de utilizare in diverse domenii, reprezinta o resursa
inestimabila pentru omenire. Cu toate acestea, in ciuda multiplelor sale calitati, structura sa il face
vulnerabil la atacul agentilor biologici de degradare (Eriksson et al., 1990; Zabel & Morrell, 2020).
Aceasta vulnerabilitate a necesitat, de-a lungul timpului, dezvoltarea unor metode de tratare si
conservare, atat preventive, cat si curative, pentru a asigura longevitatea si integritatea obiectelor si
structurilor din lemn (Brischke, 2020; Reinprecht, 2016).

Produsele biocide de sinteza au fost multa vreme considerate solutia ideala pentru protejarea lemnului
impotriva degraddrii biologice. Aceste substante, dezvoltate si utilizate intensiv de-a lungul deceniilor,
au demonstrat eficacitate in combaterea agentilor patogeni, dar cu toate acestea, cercetdrile ulterioare
au scos la iveala efecte secundare ingrijoratoare ale acestor biocide sintetice, atat asupra sanatatii
umane, cat si asupra mediului inconjurdtor (Jadon et al., 2022; Reinprecht, 2010).

in fata acestei situatii, autorititile competente au fost nevoite s& impuna reglementéri stricte privind
utilizarea produselor biocide de sinteza. Aceste masuri au inclus interzicerea completda a anumitor
substante deosebit de nocive si limitarea severd a utilizarii altora’ (Kumar et al., 2022; Marcias et al.,
2005).

In acest context, atentia cercet&torilor si a specialistilor s-a indreptat catre solutii naturale, iar uleiurile
esentiale au inceput sa fie considerate o optiune promitatoare. Aceste substante aromatice si volatile,
extrase din diverse plante, au jucat un rol crucial in supravietuirea si evolutia speciilor vegetale de-a
lungul mileniilor. Uleiurile esentiale au fascinat omenirea inca din antichitate, fiind apreciate pentru
proprietatile lor terapeutice si aromatice.

Odatd cu avansul tehnologic si dezvoltarea metodelor moderne de investigare stiintificd, cercetatorii
au reusit sa analizeze in detaliu compozitia chimica a uleiurilor esentiale. Aceste studii au relevat
prezenta unor compusi cu proprietati remarcabile impotriva unei game largi de microorganisme,
inclusiv fungi, bacterii si virusuri. Aceasta descoperire a deschis noi perspective in ceea ce priveste
utilizarea uleiurilor esentiale ca agenti de conservare pentru lemn si alte materiale organice.

Premisa fundamentald care std la baza interesului crescut pentru uleiurile esentiale in domeniul
conservarii este caracterul lor presupus ecologic. Fiind produse naturale care sustin viata si imunitatea
plantelor din care provin, este de asteptat ca aceste uleiuri sd reprezinte o alternativd mult mai
prietenoasd cu mediul in comparatie cu biocidele sintetice traditionale. Totusi, aspectele legate de
posibilul impact ecologic datorita unor componenti cu activitate fitotoxicd, au fost prea putin studiate
si necesitd atentie si investigatii (Ferraz et al., 2022).

Prin urmare, tranzitia catre utilizare a uleiurilor esentiale in bioprotectia lemnului nu este lipsita de
provocadri. Este necesard o cercetare aprofundata pentru a determina eficacitatea specifica a diferitelor

" https://faolex.fao.org/docs/pdf/eur19011.pdf
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uleiuri esentiale impotriva diverselor tipuri de agenti de degradare a lemnului. De asemenea, trebuie
stabilite protocoale clare de aplicare si dozare, pentru a asigura eficienta tratamentului cu efecte
secundare minime fatd de mediu si sdnatatea omului.

Abordand tematica potentialului unor uleiuri esentiale in bioprotectia antifungica a lemnului, lucrarea
de fatd are ca idee de baza sintagma eficienta versus eco-impact, fiind structurata in 8 capitole, dupa
cum urmeaza:

Capitolul 1 — Uleiurile esentiale;

Capitolul 2 - Obiectivele cercetdrilor experimentale;

Capitolul 3 - Metodologia de cercetare;

Capitolul 4 - Stabilirea si validarea unui protocol analitic de laborator;

Capitolul 5 - Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu potential efect biocid antifungic;
Capitolul 6 - Evaluarea comparativa a efectului biocid antifungic si selectarea produselor cu potential;

Capitolul 7 - Determinarea eficientei biocide si a potentialului impact ecologic pentru doua produse
selectate (ulei esential de cuisoare C-EO, ulei esential de cimbru T-EO);

Capitolul 8: Concluzii si perspective practice ale cercetarii.
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Capitolul 1 — Uleiurile esentiale

Termenul "uleiuri esentiale" are o origine fascinantd, fiind derivat din expresia "uleiul cel mai
important”. Aceastda denumire isi are rdaddcinile in filozofia aristotelicd, care propunea ca intreaga
materie este alcatuita din patru elemente fundamentale: foc, aer, pamant si apa. In aceasta conceptie,

se considera ca exista un al cincilea element, numit "quinta esenta", care reprezenta spiritul sau forta
vitald a materiei (Baser & Buchbauer, 2010).

Uleiurile esentiale reprezinta o componenta fundamentala in lumea plantelor aromatice, fiind un
amestec complex de substante secretate de acestea in diferite parti ale structurii lor. Ele nu doar ca
ofera plantelor aroma lor caracteristicd, ci le confera si o serie de proprietdti specifice, necesare pentru
supravietuirea lor. Uleiurile esentiale fac parte dintre metabolitii secundari ai plantelor aromatice si au
roluri importante atat in reproducere, facilitand polenizarea prin atractia insectelor benefice, cat siin
sistemul lor de aparare. Pot actiona ca repelente naturale impotriva insectelor si altor daunatori, pot
inhiba cresterea microorganismelor patogene, fiind in acelasi timp componente adaptogene, care
ajuta planta sa faca fatda conditiilor de mediu solicitante: temperaturi extreme, stres hidric. Astfel
uleiurile esentiale sunt considerate echivalentul sistemului imunitar al plantelor si sunt frecvent
denumite "forta vitald" a acestora (Fokou et al., 2020; Kumar et al., 2022; Metode de Obtinere si de
Prelucrare a Uleiurilor Volatile, f.a.; Shankar et al., 2021).

1.1. Istoricul uleiurilor esentiale

Importanta si utilizarea uleiurilor esentiale in istoria omenirii sunt remarcabile, cu origini ce se intind
pand in Antichitate. Dovezile istorice indica faptul ca folosirea plantelor aromatice si a uleiurilor
esentiale a fost o practica comund in civilizatii stravechi precum China, India (5000 iHr.), Mesopotamia,
Egipt sau Grecia (3000 iHr.). Exista inscrisuri datand din aproximativ 4500 iHr. care descriu utilizarea
substantelor balsamice aromatice in contextul ritualurilor religioase si al aplicatiilor medicale (£ssential
Oils pocket reference, 2019). De la descoperirea lor uleiurile esentiale au fost utilizate pentru arome si
aditiviin mancdruri, ca si afrodisiace, parfumuri, in cosmeticd, medicina si ritualuri religioase si ezoterice
(Dima & Dima, 2015).

Egiptul este considerat ca fiind locul de unde a inceput aromaterapia. Civilizatia egipteand anticd a
Procesul lor de igiend personala era structurat si sistematic, constand intr-o secventa de doud etape
principale. Prima etapd implica curatarea corpului cu apa, urmatd de o a doua etapd, care consta in
aplicarea de uleiuri aromate pe piele. Aceasta metoda nu doar cd inlocuia practicile traditionale de
igiend, dar era si reglementatd, subliniind importanta sa in cultura egipteana (Laur, 2022). Istoria
medicinei egiptene antice este marcata de contributii semnificative, printre care se remarca in mod
deosebit figura lui Imhotep. Conform documentelor istorice, acest remarcabil personaj, care a ocupat
pozitia de Mare Vizir in timpul domniei regelui Djoser (2780-2720 1.Hr.), este considerat unul dintre
pionierii medicinei faraonice. Imhotep si-a castigat renumele nu doar ca arhitect, ci si ca inovator in
domeniul medical, fiind creditat cu introducerea unor practici revolutionare pentru acea vreme. Printre
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acestea se numara utilizarea uleiurilor, a plantelor medicinale si a celor aromatice in scopuri terapeutice
si religioase (£ssential Oils pocket reference, 2019).

in traditia indiang, utilizarea plantelor aromatice sub diverse forme, precum condimente, uleiuri si
fumigatii, rdmane o practica curents, atat in context religios, cat si terapeutic (Aggarwal & Yost, 2016).
Un aspect notabil este incorporarea uleiurilor aromate in mortarul utilizat la constructia templelor, o
tehnica ingenioasa care serveste dublu scop: dezinfectarea aerului si crearea unei atmosfere propice
pentru liniste si meditatie (Laur, 2022). Sistemul medicinal ayurvedic, cu o istorie milenard,
incorporeaza uleiurile esentiale ca element cheie in promovarea sdnatdtii si longevitatii. Conform
acestei filozofii, uleiurile esentiale sunt considerate a avea proprietdti remarcabile in stimularea
functiilor cognitive siimbundtatirea inteligentei organismelor vii. in practica spirituald tibetand, arderea
ienuparului este frecvent utilizata in templele budiste, unde fumul sau este considerat a avea
proprietdti purificatoare si protectoare (Pant et al., 2019).

Sistemul medicinal traditional chinezesc abordeaza uleiurile esentiale dintr-o perspectivd holistica,
depasind simpla lor utilizare ca remedii pentru sanatate. In acest context, uleiurile sunt considerate
agenti complecsi care pot influenta atat starea fizica, cat si constiinta umana (Pant et al.,, 2019).
Afirmatia ,Aroma este un medicarment" subliniaza importanta si eficacitatea aromaterapiei in procesul
de vindecare. Aceasta abordare holisticd a sandtdtii recunoaste puterea terapeuticd a aromelor,
integrandu-le in mod complementar aldturi de alte practici medicale consacrate, precum acupunctura,
masajul si fitoterapia (Laur, 2022).

Grecii au acordat o importanta deosebitd uleiurilor aromatice, considerandu-le daruri divine menite sa
aduca alinare si vindecare muritorilor. Cunostintele despre proprietatile terapeutice ale extractelor din
plante au fost integrate in viata cotidiana a grecilor, influentand inclusiv prepararea vinurilor. Un
exemplu notabil este Mirrina, un vin imbogatit cu smirnd, care se bucura de o larga apreciere in
societatea elend. Hipocrat, pdrintele medicinei moderne, a recunoscut potentialul terapeutic al acestor
substante naturale, recomandand pacientilor sdi bai aromatice si masaje cu uleiuri aromate pentru
tratarea diverselor afectiuni (Laur, 2022).

Imperiul Roman a asimilat si dezvoltat cunostintele acumulate de civilizatiile precedente, in special cele
egipteand si greacda. O atentie deosebitd a fost acordata proprietatilor terapeutice ale plantelor
aromatice in tratarea diverselor afectiuni. In acest context, o contributie semnificativd a fost adusa de
medicul Dioscoride, care a servit in armata impdratului Nero. Opera sa monumentald, "De Materia
Medica", compusa din cinci volume, a catalogat nu mai putin de 500 de plante, incluzand specii precum
ienupdrul, smirnasi chiparosul (Laur, 2022). Aceasta lucrare a avut o influentd extraordinard, dominand
practica medicald o foarte lunga perioada, peste un mileniu si jumdtate. Cu toate acestea, este
important de mentionat cd, desi lucrarea lui Dioscoride era vasta si detaliatd, ea se concentra asupra
plantelor in general, mai degraba decat asupra uleiurilor in mod specific. Singura exceptie notabila este
uleiul de terebenting, pentru care autorul ofera informatii despre metodele de obtinere si utilizare
(Guenther, 2014).

Importanta plantelor aromatice si a uleiurilor esentiale este evidentiata si in numeroase pasaje ale
Bibliei, atat in Vechiul, cat siin Noul Testament. Aceste substante naturale au fost pretuite si folosite
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in diverse contexte religioase si culturale ale vremii. Un exemplu elocvent este episodul nasterii lui lisus,
cand Pruncul a primitin dar aur, smirnd si tamaie de |a cei trei magi. Aceastd ofranda subliniazd valoarea
extraordinara atribuitd acestor esente aromatice, care erau considerate la fel de pretioase ca aurul.

Uleiul esential de trandafir a fost primul ulei esential obtinut prin procesul de distilare, desi initial a fost
considerat un produs secundar al procesului. in perioada respectivd, accentul principal era pus pe
utilizarea apelor florale distilate, care erau mult mai populare si apreciate (Guenther, 2014; Laur, 2022).

in perioada medievald europeand, plantele aromatice si extractele lor si-au mentinut statutul de
remedii pretioase, fiind apreciate atat pentru proprietatile lor terapeutice, cat si pentru calitatile
aromatice. Un exemplu notabil al importantei acestora este legenda " vinului celor patru hoti", care a
apdrut in contextul epidemiilor de ciuma. Conform acestei povesti, un grup de hoti ar fi jefuit casele
victimelor ciumei fard a se imbolnavi, datoritd consumului unui vin special. Se spune cd, in schimbul
retetei acestui vin, care continea plante aromatice, hotii ar fi fost eliberati (Laur, 2022). Aceastd legenda
a inspirat ulterior crearea unui amestec de uleiuri esentiale, renumit pentru proprietatile sale
antiseptice, antifungice, antivirale si antiinfectioase puternice (Essential Oils pocket reference, 2019).

n secolul al XVI-lea, Paracelsus von Hohenheim din Elvetia a folosit expresia latina Quinta essentia,
tradusa ca a/ 5-/ea element, din care s-a nascut termenul de ulei esential (Dhifi et al., 2016; Shankar et
al., 2021).

Intre secolele XVI si XVIII, uleiurile esentiale au cipatat o importantd deosebitd, fiind extrase si utilizate
preponderent in domeniile farmaceutic si al parfumeriei. Diversele scrieri ale epocii mentioneaza aceste
uleiuri, detaliind metodele de obtinere si aplicatiile lor. Apotecarii erau principalii responsabili pentru
producerea siimplementarea acestor substante pretioase (Guenther, 2014). Franta a devenit un centru
important al industriei parfumurilor, nu doar importand si prelucrand plante din diverse regiuni ale
lumii, ci si initiind cultivarea lor pe teritoriul propriu. Aceasta industrie s-a dovedit a fi extrem de
profitabild in Franta, inflorind si dezvoltandu-se constant pe parcursul secolelor XVII-XIX (Laur, 2022).

Progresul stiintific si tehnologic a adus o contributie semnificativa la aprofundarea cunostintelor
despre compozitia si proprietatile uleiurilor esentiale. Aceasta evolutie a deschis noi orizonturi pentru
cercetare si studii avansate in domeniu, conducand la descoperirea unui numar tot mai mare de
potentiale aplicatii pentru aceste substante naturale complexe.

1.2. Definire si surse

In conformitate cua 7-a editie a Farmacopeei Europene, un ulei esential este un " Produs odorizant, in
general cu o compozitie complexa, obtinut dintr-o materie primda definita botanic ca si plantd cruda, fie
prin antrenare cu vapori de apa, fie prin distilare uscata sau printr-o procedurd mecanicd adecvata, fard
incalzire. Un ulei esential este de obicel separat din faza apoasa printr-o metoda fizica care nu conduce
la modificari semnificative in compozitia sa chimicd." (Asbahani et al., 2015).

Aproximativ 3000 de uleiuri esentiale sunt cunoscute, dintre care 300 sunt importante din punct de
vedere comercial, in special pentru industriile farmaceuticd, agronomicd, alimentard, sanitard,
cosmeticd si parfumerie (Bakkali et al., 2008; Bhavaniramya et al., 2019; Butnariu & Sarac, 2018).
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Farmacopeea Europeand enumerd ca fiind sigure un numadr de 28 de uleiuri esentiale (Sadgrove et al,,
2021).

Uleiurile esentiale sunt cunoscute in literatura de specialitate si sub denumirile de: uleiuri aromatice,
uleiuri eterice, uleiuri volatile, esente aromatice, etc. Ele reprezinta o categorie de compusi naturali,
caracterizati prin volatilitate si complexitate structurald. Aceste substante, produse de plantele
aromatice ca metaboliti secundari, se remarca prin mirosul lor intens si distinct (Bakkali et al., 2008).

Sinteza substantelor organice volatile este realizata de catre protoplastul celulei, iar acumularea
substantelor sintetizate are loc in tesuturile secretoare externe (peri glandulari si secretori, de exemplu
plantele incadrate in familia Lamiaceae, respectiv Asteraceae) sau interne (precum canalele schizogene
la Myrtaceae si schizolysigene la Rutaceae sau cavitati secretoare la conifere) ale plantelor (Bodrug &
Calalb, 2009; Preedy, 2016). Desi acesti compusi pot fi prezenti in intreaga planta, exista cazuriin care
se concentreazd preponderent in anumite organe sau tesuturi (Tab. 1.1).

Tab. 1.1 Surse ale uleiurilor esentiale

Partea plantei Planta

Flori trandafir, iasomie, lavandd, neroli, zambila, cuisoare, ylang-ylang,
Boboci florali si muguri | cuisoare, plop negru, coacdz

Frunze si vlastari dafin, eucalipt, mentd, muscata, paciuli, petitgrain, rozmarin
Frunze uscate eucalipt, menta, niaouli, paciuli

Ace siramuri chiparos, brad, pin, cajeput, cassia, cedru

Fructe uscate coriandru, ienupar, fenicul, anason

Coaja fructelor lamai, portocal, grepfrut, bergamot, mandarin, limet

Seminte chimen, mdrar, mustar, patrunjel, morcov

Planta intreaga cimbru, lavandd, coada-soricelului, salvie, busuioc, coriandru, isop
Radacini ghimbir, iris, obligeand, , valeriand, vetiver, angelica

Scoarta cassia, scortisoard, mesteacan

Lemn cedru, lemn de trandafir, santal, ienupar

Balsamuri si rasini smirnd, tamaie, galbanum,

(Dhifi et al., 2016; Laur, 2022; Metode de Obtinere si de Prelucrare a Uleiurilor VVolatile, f.a.)

In regnul vegetal, distributia compusilor organici volatili prezintd un tipar taxonomic distinct. Speciile
care sintetizeazd aceste substante in cantitati semnificative sunt concentrate preponderent in familiile
botanice: Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Rutaceae, Apiaceae, Pinaceae, Lauraceae (Bodrug &
Calalb, 2009).
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in general compozitia uleiurilor esentiale este uniforma in intreaga plant, dar existd totusi cazuri
notabile care contrazic aceasta tendinta. Arborele de scortisoara produce trei tipuri distincte de uleiuri
volatile: un ulei bogat in eugenol extras din frunze, un ulei cu continut ridicat de aldehida cinamica
obtinut din scoartd, si un ulei cu o concentratie semnificativa de camfor provenit din radacind (Liyanage
et al., 2017; Metode de Obtinere si de Prelucrare a Uleiurilor Volatile, f.a.). In mod similar, portocalul
amar ofera o gama variata de uleiuri: uleiul si absolutul de neroli extrase din flori, uleiul de portocale
obtinut din coaja fructelor si uleiul petitgrain derivat din frunze, fructe imature si ramuri tinere (Laur,
2022).

1.3. Proprietati fizice

Uleiurile esentiale sunt compusi volatili, transparenti, incolori sau usor colorati, variind de la nuante de
albastru (specifice musetelului) pand la tonuri de brun (asociate cuisoarelor) sau galben-portocaliu
(caracteristice portocalului), care se disting prin aroma lor inconfundabila (Dhifi et al., 2016; Laur, 2022).

in ciuda denumirii lor, uleiurile esentiale nu sunt, de fapt, grsimi lichide in sensul traditional al
termenului. In timp ce uleiurile conventionale contin gliceride ale acizilor grasi, uleiurile esentiale sunt
compuse din molecule complet diferite, care le conferd capacitatea de a se evapora la temperatura
ambientala fara a Iasa reziduuri uleioase (£ssential Oils pocket reference, 2019; Laur, 2022). Aceastd
proprietate este esentiald pentru aplicatiile lor diverse in aromaterapie si industria parfumurilor.

Uleiurile esentiale au masa moleculara micd si densitatea in general mai mica decat cea a apei. Uleiurile
esentiale sunt practic total insolubile in apa /medii apoase, dar sunt solubile in solventi organici si
produse grase (Dima & Dima, 2015).

Solubilitatea excelenta in grasimi si solventi organici faciliteaza absorbtia rapida prin piele, permitandu-
le sa patrunda eficient in sistemele limfatic si sangvin (Bakkali et al., 2008; Dima & Dima, 2015; Laur,
2022).

Este important de mentionat ca uleiurile esentiale au un indice de refractie ridicat si activitate opticd,
iar sensibilitatea lor la oxidare in prezenta luminii este un aspect crucial pentru conservarea si utilizarea
adecvatd a acestor substante valoroase (Dhifi et al., 2016; Laur, 2022).

1.4. Metode de extractie a uleiurilor esentiale

Extractia uleiurilor esentiale este un proces complex si exista o gamad variata de tehnici ce se pot utiliza
in acest scop, asa cum este ilustratin Fig. 1.1. Alegerea metodei optime de extractie depinde de o serie
de factori critici, printre care se numara tipul de planta procesatd, compozitia uleiurilor, cantitatea dorita
de ulei esential, calitatea finald a produsului, precum si considerente economice si de eficienta.
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Fig. 1.1 Sinteza a tehnicilor de extractie a uleiurilor esentiale

In practica industriald, randamentele de extractie raman preponderent scdzute, situandu-se in general
in jurul valorii de 1%, ceea ce explica costurile ridicate ale uleiurilor esentiale pure pe piata (Tab. 1.2).
Acest aspect confera uleiurilor esentiale statutul de substante rare si extrem de valoroase. Fiecare
metoda de extractie prezintd avantaje si dezavantaje specifice, iar selectarea celei mai adecvate tehnici
necesita o analizd atenta.

Tab. 1.2 Randamentul mediu de extragere al unor uleiuri esentiale din diverse plante?

Cantitate materie prima Cantitate ulei esential obtinut
100kg Eucalipt 3kg

100kg Lavanda 29kg

100kg Salvie 1,4-1,7 kg

100kg Musetel 0,7-1kg

100kg Flori de portocal amar 50g

1-2 tone petale de tradafir 1kg

1.4.1. Metode de extractie conventionale
1.4.1.1. Distilarea

Distilarea este una dintre cele mai vechi (Fig. 1.2) si mai raspandite metode de extractie a uleiurilor
esentiale. Istoricul E. J. Holmyard a scris ca procesul de distilare are o vechime foarte mare, iar o forma
primitiva de aparat de distilare, datand din aproximativ 3500 i.Hr. a fost descoperita la Tepe Gawra in
nord-estul Mesopotamiei (astazi Irak) (Essential Oils pocket reference, 2019).

2 (Laur, 2022)
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Fig. 1.2 Instaltie de distilat din teracota datand din 350 iHr. Expusa in muzeul Taxila, Pakistan?

1.4.1.1.1. Hidrodistilarea
Hidrodistilarea sau distilarea cu apa (Fig. 1.3) sau antrenarea la foc direct este cel mai vechi procedeu
de extragere a uleiurilor volatile, care este aplicat si astazi, dar doar acelor materiale vegetale care nu
sunt deteriorate prin fierbere (Shankar et al., 2021). Istoric, Avicenna, (980-1037), a fost primul care a
dezvoltat extractia prin alambic (Asbahani et al., 2015).

Materialul vegetal este imersat direct in apa din interiorul vasului si intreaga solutie este adusa la
fierbere. Vaporii de apa si uleiul volatil se racesc si condenseaza cand trec prin serpentinele de rdcire si
apoi se separa natural de apa prin diferenta de densitate a lor. Ulterior uleiul se colecteaza, iar
amestecul de apa cu ulei esential se poate distila din nou.

Vaporized essential oils
and steam Condenser Warm water
—

SSSS%S -
Essential oils
Plant materials A\ ﬂ
and water _j l é)
Uk Mixture of
essential oils
and hydrosols
= ¢
Cooling
water inlet E
Hydrosols ﬂ
Essential oils 3
Steam generator andwater Oil separator [6)

Fig. 1.3 Schema instalatiei si a procesului de hidrodistilare*

1.4.1.1.2. Antrenarea cu vapori de apa
Antrenarea cu abur reprezinta o metoda eficienta si larg utilizatd in extragerea uleiurilor eterice din
plante. 93% dintre uleiurile esentiale sunt extrase prin aceastda metoda (Shankar et al., 2021). Aceasta
tehnica se bazeaza pe proprietatea vaporilor de apd de a capta si transporta moleculele volatile ale
uleiurilor eterice. Extractie uleiurilor esentiale prin acest procedeu dureaza mai putin comparativ cu
hidrodistilarea, iar materialul vegetal nu vine in contact direct cu apa (Asbahani et al., 2015). Avantajele

3 https://richardfoss.com/2015/02/28/evidence-for-the-earliest-distillation-of-sugar/

“ https://essentialoilwizardry.com/methods-for-extracting-essential-oils/
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acestei metode includ o extractie completd, mentinerea integritdtii compusilor volatili datorita
temperaturilor relativ scazute (sub 100°C), precum si posibilitatea recuperdrii uleiurilor reziduale din
apele de distilare.

Uleiurile obtinute prin aceasta tehnicd se numesc uleiuri pure si se considera de inalta calitate, fiind
preferate in industria parfumurilor si aromaterapie (Laur, 2022).

1.4.1.1.2.1. Distilarea cu abur
Distilarea cu abur implica expunerea materialului vegetal maruntit la vapori de apad, prin plasarea Iui
intr-o camerd separatd de sursa de abur (Fig. 1.4), care faciliteaza eliberarea si transportul uleiurilor
eterice. La condensare, amestecul de apa si ulei se separa natural prin decantare, datorita diferentei de
densitate, uleiurile eterice fiind mai usoare decat apa (Asbahani et al., 2015; Jerry Atoche Medrano,
2020).

Vaporized essential oils
and steam Condenser Warm water
—>

5

Plantmaterials

Hot steam
WYY

Essential oils

Y\~
||

ooc]

Mixture of
essential oils
and hydrosols

Cooling
water inlet

B Hydrosols =
Essential oils

ea -
Steam generator b 4 andwater Oil separator o)

Fig. 1.4 Schema instalatiei si a procesului de distilare cu abur®

1.4.1.1.2.2. Distilarea cu abur si apa (Vapo-hidrodistilarea)
Distilarea cu abur si apa presupune expunerea materialului vegetal mdruntit la vapori de apd, prin
plasarea lui pe o sitd deasupra sursei de abur (Fig. 1.5), dar in aceeasi incintd. Uleiul esential se obtine
la fel ca siin cazul distilarii cu abur si a hidrodistilarii (Asbahani et al., 2015; Jerry Atoche Medrano, 2020;
Shankar et al., 2021).

Moleculele de ulei
esential se ridica odata
cu aburul.

n separator, uleiul
esential se ridicd la
suprafata apei si este
extras.

Aburul trece prin
materialul
vegetal, eliberand
moleculele
aromatice
volatile.

Apa este adusa la =
temperatura de
fierbere.

Fig. 1.5 Schema instalatiei si a procesului de distilare cu abur si apa®

Aburul este racit

n condensator. o

Apa florala rezultata poate fi
folosita in produse
cosmetice.

5 https://vriaroma.com/blog/95/methods-of-producing-essential-oils--and-thier-practices

8 https://armonie-uleiuriesentiale.ro/tehnici-de-obtinere-a-uleiurilor-esentiale/
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1.4.1.1.2.3. Hidrodifuzia
Hidrodifuzia este un proces similar de extractie al uleiurilor esentiale prin antrenarea cu vapori de apa,
cu diferenta cd acesti vapori au un traseu descendent prin instalatie, penetrand materialul vegetal de
susin jos (Asbahani et al., 2015).

1.4.1.2. Extractia cu solventi organici

Extractia cu solventi organici reprezintd o metoda eficienta de obtinere a uleiurilor esentiale, in special
pentru materialele vegetale delicate care nu pot fi supuse temperaturilor ridicate specifice distildrii
(Shankar et al., 2021). Materialul vegetal se amesteca cu solvent (hexan, eter de petrol, etanol, s.a.) (la
rece-macerare; la cald-digerare), (Fig. 1.6) apoi amestecul se concentreaza eliminand solventul prin
distilare la o temperaturd mai scazuta. Extractul obtinut este un amestec de ulei esential si alte produse
reziduale, de multe ori solventul neputand fi indepdrtat in totalitate, limitand astfel utilizarea sa in
industria alimentarg, farmaceuticd sau medicala (Asbahani et al., 2015; Laur, 2022).

Concrete 'Vacuum Distillation

Condenser

Heated
Alcohol-Concrete
Organic Solvent Mixture O Absolute

Fig. 1.6 Schema instalatiei si a procesului de extractie a uleiurilor esentiale cu solventi organici’

1.4.1.3. Extractia cu grasimi

Extractiain grasimi reprezintd o tehnica traditionala si eficienta in industria parfumeriei, utilizata pentru
obtinerea uleiurilor esentiale de inalta calitate. Aceastda metoda se bazeaza pe principiul solubilitatii
uleiurilor volatile in substante grase, precum si pe capacitatea remarcabild a grasimilor de a retine si
pastra compusii aromatici. Procesul de extractie in grasimi se distinge prin capacitatea sa de a capta si
a reproduce cu fidelitate maxima esenta olfactiva a florii, oferind astfel o reprezentare autentica si
nuantata a parfumului natural (Metode de Obtinere si de Prelucrare a Uleiurilor Volatile, f.a.; Shankar
etal., 2021).

1.4.1.3.1. Extractia cu grasimi la rece -Enfleurage
Procesul de extractie a uleiurilor esentiale prin metoda enfleurage-ului este o tehnica veche, dar inca
eficientd, pentru flori delicate. Aceasta metoda implica presarea florilor proaspat culese pe suprafete
acoperite cu uleiuri grase sau grasimi. Florile sunt Idsate intre 24 si 72 de ore (Laur, 2022), putand
ajunge pana la o sdptamand (Shankar et al., 2021), dupa care sunt inlocuite cu altele proaspete. Acest
ciclu se repetd pand cand grdsimea devine saturata cu uleiuri esentiale. Ulterior, uleiul esential este
extras prin spdlarea cu alcool a acestei grasimi. Metoda este deosebit de potrivita pentru flori precum

7 https://www.wfmed.com/organic-solvent-extraction/
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iasomie si tuberoza, ale cdror esente sunt prea delicate pentru alte metode de extractie si de asemnea
activitatile lor fiziologice continua dupa recoltare pentru 24 h sau chiar mai mult (Guenther, 2014).

Regiunea Grasse din sudul Frantei este renumita pentru traditia sa in industria parfumurilor, iar tehnica
enfleurage reprezintd o parte importanta a acestei mosteniri. Aceastd metoda de extragere a uleiurilor
esentiale a continuat sa fie utilizata in zona chiar si dupd aparitia unor tehnici mai moderne. Cu adevdrat
remarcabil este faptul ca aceasta arta delicata este transmisa si perfectionata de la o generatie la alta,
de la tata la fiu (Guenther, 2014).

Fig. 1.7 Schema procesului de extractie a uleiului esential cu grédsimi la rece — enfleurage®

1.4.1.3.2. Extractia cu grasimi la cald - Enfleurage la cald
Extractia cu grasimi la cald a uleiurilor esentiale, cunoscuta si sub denumirea de enfleurage fierbinte
sau macerare, se bazeaza pe principii similare cu cele ale enfleurage-ului la rece, dar prezinta anumite
particularitati care il fac potrivit pentru anumite tipuri de flori (Shankar et al., 2021).

Procesul incepe cu incalzirea grdsimii la o temperatura cuprinsa intre 60 si 70 grade Celsius. in aceastd
grasime incdlzita se adauga florile proaspat culese, care isi elibereaza uleiurile esentiale sub actiunea
caldurii. Acest ciclu se repetd in mod continuu, adaugandu-se noi flori in grasime, pana cand aceasta
atinge punctul de saturatie. Grdsimea saturata cu uleiul esential extras, odatd rdcitd, primeste
denumirea de pomadad florald. Pentru a obtine uleiul esential propriu-zis, pomada florala este
reincdlzitd, iar apoi se adauga alcool pentru a extrage uleiurile esentiale din grasime (Laur, 2022).

Enfleurage-ul fierbinte este deosebit de potrivit pentru anumite specii de flori, printre care se numara
trandafirii, mimoza si bobocii de flori de portocal (Guenther, 2014).

1.4.1.4. Presarea la rece

Presarea la rece reprezinta o metoda eficienta de extragere a uleiurilor esentiale, in special in cazul
citricelor, datorita abundentei acestor compusi volatili in coaja fructelor. Acest proces implicd aplicarea
unei presiuni mecanice asupra cojii, fard utilizarea caldurii, pentru a pdstra integritatea si calitatea
uleiurilor esentiale (Fig. 1.8). Dupa etapa de presare, lichidul obtinut este supus unui proces de
centrifugare, care permite separarea uleiului esential de alte componente (Dima & Dima, 2015; Laur,
2022; Shankar et al., 2021).

8 https://www.facebook.com/109496256286/photos/this-week-i-am-sharing-more-information-about-different-types-of-distillation-
di/10155251639981287/?paipv=0&eav=AfbwZxnZgd-4tN _L91dKHa6XAuHOQ-MtOmTnaOaUpcLpV6ZArmb3LUXOMZpdm-WkYxo& _rdr
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Fig. 1.8 Schema instalatiei si a procesului de presare la rece®

1.4.2. Metode de extractie inovative

Inovatiile in domeniul tehnologiilor de extractie reprezinta un pas important in evolutia industriei,
aducand solutii promitatoare pentru provocdrile existente. Aceste noi abordari, precum extractia
asistata de ultrasunete sau microunde, exploateaza surse alternative de energie pentru a optimiza
procesul, in timp ce metodele bazate pe fluide supercritice sau subcritice se concentreaza pe
imbundtatirea proprietatilor solventilor. Aceste tehnici inovatoare nu doar cd elimind o parte din
dezavantajele asociate cu metodele conventionale, dar oferd si posibilitatea cresterii semnificative a
randamentului de extractie. Prin eficienta si selectivitatea lor imbundtatita, aceste tehnologii deschid
noi perspective in domeniul extractiei, promitand o utilizare mai eficienta a resurselor si o calitate
superioard a produselor finale (Dima & Dima, 2015).

1.4.2.1. Extractia cu fluid supercritic

Pentru a atinge o stare supercriticd, un fluid trebuie sa fie supus unor conditii specifice de presiune si
temperaturd, care sunt bine definite si riguros stabilite. Aceste conditii variaza in functie de natura
chimicd a fluiduluiin cauza si sunt caracterizate de asa-numitul punct critic, unde proprietdtile lichidului
si ale vaporilor devin indistincte. in general, pentru a ajunge in starea supercritica, fluidul trebuie s fie
supus unei presiuni si unei temperaturi care depasesc valorile critice ale acestuia (Asbahani et al., 2015).

1.4.2.1.1. Extractia cu CO, supercritic
Extractia cu CO; supercritic reprezintd o metoda inovatoare si eficienta in domeniul obtinerii uleiurilor
esentiale. Aceasta tehnicd avansatd foloseste dioxidul de carbon in stare supercritica (T¢=31,1°C si
P.=7,4 Mpa) (Dima & Dima, 2015), care actioneazd ca un solvent natural, pentru a extrage compusii
volatili din diverse plante. Avantajul principal al acestei metode consta in faptul ca nu lasa reziduuriin
produsul final, asigurand astfel o puritate si o calitate superioara a uleiurilor obtinute. Procesul este
aplicabil unei game largi de materii prime vegetale si prezintd beneficii semnificative in ceea ce priveste
pastrarea integritdtii compusilor bioactivi. in plus, CO, este un gaz neinflamabil si reciclabil, care este
disponibil la costuri reduse si la puritate ridicata si poate fi separat de uleiurile extrase printr-o
depresurizare simpld sub punctul critic (Koubaa et al., 2016). Cu toate acestea, implementarea acestei

° https://www.osperfume.com/fragrance-extraction.html
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tehnologii necesita investitii substantiale in echipamente specializate si expertiza tehnicd, ceea ce o
face mai costisitoare comparativ cu metodele traditionale de extractie (Asbahani et al., 2015; Shankar
etal., 2021).

1.4.2.2. Extractia cu lichid subcritic

Starea subcritica reprezinta o conditie specifica in care un fluid se afla atunci cand parametrii sai
termofizici se situeaza in apropierea punctului critic, fara a-l atinge complet. Aceasta stare este
caracterizata fie de o presiune care depaseste presiunea critica (P.), in timp ce temperatura rdmane
sub temperatura criticd (To), fie de situatia invers. in contextul extractiei uleiurilor esentiale, apa si
dioxidul de carbon sunt cele mai frecvent utilizate fluide in stare subcritica, datorita proprietatilor lor
avantajoase. Totusi se pare cd extractele obtinute cu CO; subcritic sunt superioare celor obtinute cu
apd subcriticd (Asbahani et al., 2015). In principal se foloseste in laboratoare si institutii pentru
obtinerea unor cantitati reduse de uleiuri esentiale (Dima & Dima, 2015).

1.4.2.3. Extractia asistata cu ultrasunete

Extractia asistata cu ultrasunete a fost conceputa in anul 1950, initial fiind implementatd la nivel de
laborator (Asbahani et al., 2015).

Principiul de baza al acestei metode de extractie a uleiurilor esentiale din surse naturale constd in
generarea unor unde sonore (frecventa ultrasunetelor este in jurul a 20 kHz), care creeaza bule de
cavitatie in solutie (Rosello-Soto et al., 2015) si trebuie sa produca suficienta energie pentru a sparge
structurile ce contin uleiurile volatile si astfel sa le elibereze.

Utilizarea ultrasunetelor combinata cu alte tehnici consacrate, precum hidrodistilarea sau extractia cu
solventi, s-a dovedit a fi o metoda eficienta pentru imbundtatirea procesului de extractie a uleiurilor
esentiale, oferind atat o intensificare a procesului, cat si o facilitare a separarii (Asbahani et al., 2015).
Dupa cum se poate observa si in Fig. 1.9, de la 2,5 h timpul necesar pentru hidrodistilarea
conventionald, prin utilizarea ultrasunetelor acesta se reduce la 45 de min.

A

( Conventional hydrodistillation j ( Ultrasound pre-treatment )

+ hydrodistillation

O e, ) -
Refrigecant | % 0 £
Water . 'y
outlet ( H

Water inet

1
A

and pulsed

Essantial oil-

Conventional hydrodistillation

Fig. 1.9 Comparatie intre hidrodistilarea conventionald (A.) si cea asistata de ultrasunete (B.)™

10 (Hashemi et al., 2018)
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1.4.2.4. Extractia uleiurilor esentiale asistata cu microunde

Extractia cu ajutorul microundelor si a incalzirii dielectrice dateaza de la sfarsitul anilor 1970 (Koubaa
et al,, 2016). Incilzirea volumetrica eficientd furnizatd de microunde face ca aceastd tehnologie s fie
mult mai eficienta decat alte tratamente termice. Datorita numeroaselor sale proprietdti superioare
(realizarea unor rate ridicate de incdlzire, reducerea duratei de tratament, 0 omogenitate mai buna a
incdlzirii si intretinere redusa cu manipulare sigurd) in comparatie cu metodele conventionale de
extractie, tehnologia pe baza de microunde pentru extractia uleiurilor esentiale din plante duce la
modificdri minime ale aromelor, in comparatie cu incalzirea conventionala (Asbahani et al., 2015).

Printre metodele de extractie cu microunde, cele mai utilizate sunt hidrodistilarea cu microunde (Fig.
1.10), hidrodifuzia cu ajutorul microundelor si extractia fara solventi cu ajutorul microundelor.

Condenser

\ e——Essential oil

\
\}’L Aqueous phase
=)

B

r TWaste-water

Fig. 1.10 Schema instalatiei si a procesului de hidrodistilare cu microunde™

Microwave oven==»| .

Sample flask

Sandalwood and
water

Cu toate beneficiile pe care le au metodele inovative de extractie, totusi, inca cele mai folosite metode
pentru obtinerea uleiurilor esentiale rdman cele conventionale siin special distilarea cu aburi si presare
la rece pentru uleiul esential din citrice.

1.5. Compozitia chimica a uleiurilor esentiale

Uleiurile esentiale reprezinta produse naturale complexe, caracterizate printr-o diversitate remarcabila
in ceea ce priveste compozitia lor chimicd, prezentand o variabilitate semnificativa atat in termeni
calitativi, cat si cantitativi (Dhifi et al., 2016; Jirgens & Viljoen, 2010).

Cercetdrile au evidentiat prezenta unei multitudini de componenti chimici diferiti in compozitia uleiurilor
esentiale, multi dintre acestia fiind inruditi din punct de vedere structural. Uleiul esential reprezintd o
compozitie complexa si variata, ce poate contine peste 100 de componente distincte, in proportii ce
variaza considerabil, de la 1% pand la 70%. Aceasta diversitate remarcabila a compozitiei chimice ofera
fiecarui ulei esential proprietati unice si potential terapeutic specific (Dima & Dima, 2015).

" (Kusuma & Mahfud, 2016)
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Compozitia chimica a uleiurilor esentiale poate varia semnificativ in functie de factori precum genotipul
plantei, chimiotipul, organul plantei, originea geografica, sezonul, conditiile de mediu, practicile
agronomice, metodele de extractie si conditiile de depozitare (Butta et al., 2023; Shirzad et al., 2011).

Compusii volatili sunt derivati in principal din trei cdi de biosintezd, calea mevalonatului care duce la
sesquiterpene, calea metil-eritritol care duce la mono- si diterpene si calea acidului shikimic din care
rezulta fenilpropene (Baser & Buchbauer, 2010). Aceste grupuri contin compusi ciclici si aciclici din
diferite clase, cum ar fi alcoolii, esterii, fenolii, cetonele, lactonele, aldehidele si oxizii (Fig. 1.11; Tab. 1.3)
(Turek & Stintzing, 2013).

OH
/TERPENES AND TERPENOIDS (‘j \
Carbures: limonene, y-terpinene; p-cimene I oH
|

Alcohols: menthol, linalool, geraniol;

Esters: geranylacetate; Linalool Thymol
Phenols: carvacrol, thymol; CH,

A
Limon
CHQ 3
Ethers; 1,8 cineole; > a 0
Ketone: carvone;
H,C” ~CH,

Aldehydes: citral;

3
\ 1,8cineole  Carvone Citral /

[AROMATIC COMPOUNDS \
. (o]
Phenols: eugenol, chavicol; -
Aldehydes: cinnamaldehyde; Q/\)LH
Alcohol: cinnamylalcohol; OCH
OH

Metoxi derivatives: methyl cinnamate :

\ methyl eugenol, methyl chavicol; Eugenol Cinnamaldehyde /
(" SULFUR AND NITROGEN COMPOUNDS o )
Thiosulfinates: allicin; \/\s'S 0 N 4
Allyl sulfides: diallyl sulfide, diallyl disulfide; Allicin Diallyl sulfide

Pyrazines, Isothiocyanates,

L

Fig. 1.11 Principalii compusi chimici ai uleiurilor esentiale

1.5.1. Terpenele

Terpenele sunt hidrocarburi cu structuri compuse din unitdti de izopren repetate (CsHe), iar structura
lor poate fi aciclica, ciclica sau aromatica. Clasificarea terpenelor se bazeaza pe numarul de unitati de
izopren pe care le contin. In uleiurile esentiale, cele mai frecvente tipuri de terpene sunt monoterpenele
(Cqo) si sesquiterpenele (Css), care sunt formate din doud si, respectiv, trei unitdti de izopren (Shankar et
al,, 2021), dar existd si hemiterpene (Cs), diterpene (Cxo), triterpene (Cso) si tetraterpene (Cso). O terpend
care contine un oxigen se numeste terpenoid (Bakkali et al., 2008).

Procesul de dimerizare a doud unitati de izopren (Cio) conduce la formarea monoterpenelor. Aceste
molecule, alcatuite din 10 atomi de carbon, constituie aproximativ 90% din compozitia uleiurilor
esentiale, reprezentand astfel componenta lor predominantd (Bakkali et al., 2008). Monoterpenele se
remarca prin diversitatea lor structurald, prezentand o gama variata de configuratii moleculare (Fig.
1.12; Tab. 1.3).

2 (Dima & Dima, 2015)
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Fig. 1.12 Structuri chimice ale monoterpenelor si monoterpenoidelor din uleiurile esentiale™

Procesul de biosinteza a sesquiterpenelor implicd condensarea a trei unitati de izopren (CsHs), rezultand
astfel molecule cu formula moleculara CisH... Aceasta unicd compozitie permite o varietate
remarcabild de configuratii structurale. Pe masura ce lantul carbonic se extinde, probabilitatea aparitiei
reactiilor de ciclizare creste semnificativ. Aceste ciclizari pot genera diverse forme moleculare,
incluzand structuri monoacilice, biciclice si chiar triciclice (Fig. 1.13; Tab. 1.3).

13 https://www.aquaportail.com/dictionnaire/definition/1734/monoterpene
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Fig. 1.13 Structuri chimice ale sesquiterpenelor din compozitia uleiurilor esentiale™

1.5.1.1. Efecte biologice

Monoterpenele prezinta o gamad larga de activitati biologice, inclusiv efecte antimicrobiene, antifungice,
antioxidante si antivirale. Acesti compusi, care includ (Tab. 1.3) sabinenul, limonenul, B-mircenul, y-
terpinenul si p-cimenul, pot suferi modificari enzimatice pentru a forma terpenoizi, care sunt
responsabili pentru activitatea lor antimicrobiana (Perumal et al., 2022). Timolul si carvacrolul au
demonstrat o eficacitate ridicatd impotriva insectelor si ciupercilor (Zabka et al., 2014). a-terpineolul si
geraniolul au demonstrat o activitate antifungicd semnificativa (S.-Y. Wang et al., 2005). Ele poseda
proprietdti antivirale, in special impotriva virusului herpes simplex tip 1 (HSV-1), prin reducerea
numarului de pldci virale in timpul replicdrii intracelulare a virusului (Astani et al., 2010).

Proprietdtile antioxidante ale monoterpenelor sunt, de asemenea, importante deoarece pot elimina
radicalii liberi si pot spori activitatile enzimelor antioxidante din tesuturile plantelor, imbunatatind astfel
rezistenta la boli si minimizand degradarea fiziologica (Perumal et al., 2022).

Monterpenele pot suferi oxidare, ceea ce le poate afecta activitatea. Cu toate acestea, prezenta
fenolilor mai putin volatili in EO poate ajuta la mentinerea efectelor antifungice ale acestora in ciuda
expunerii la factori chimici si fizici (Zabka et al., 2014).

% (Prosser et al., 2002)
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Sesquiterpenele, sunt cunoscute pentru potentialul lor de a scadea proliferarea celulelor canceroase,
asa cum se evidentiaza prin proprietatile lor naturale anticanceroase (Dhifi et al., 2016). 3-cariofilena,
humulena si oxidul de cariofilend, care sunt predominante in diferite EO, contribuie la efectele lor
terapeutice (Cheng et al., 2006). Studiile aratd ca pot neutraliza radicalii liberi si pot preveni stresul
oxidativ, care este crucial in prevenirea bolilor precum cancerul, bolile de inima si disfunctia creierului
(Dhifi et al., 2016). In plus, sesquiterpenele au demonstrat activitati antimicrobiene semnificative. De
exemplu, ele pot inhiba cresterea bacteriilor si ciupercilor prin perturbarea membranelor celulare
microbiene, ducand la scurgerea continutului celular si eventuala moarte celulara (Ju et al., 2020;
Kinninmonth et al., 2013). Mai mult, prezinta proprietati antiinflamatorii, care pot fi atribuite capacitatii
lor de a modula cdile inflamatorii si de a reduce productia de mediatori pro-inflamatori (Ju et al.,, 2020).
S-a demonstrat ca sesquiterpenele au proprietdti insecticide, reducand in mod eficient fertilitatea si
longevitatea ddunatorilor, facandu-le astfel valoroase in managementul ddundtorilor agricoli (Righi-
Assia et al., 2020).

1.5.2. Compusii aromatici

Compusii aromatici (Fig. 1.14; Tab. 1.3) cu structura fenilpropanicd reprezintd o clasa importanta de
metaboliti secundari, desi aparitia lor este mai putin frecventd comparativ cu terpenele. Aceste doua
grupe de compusi urmeazd, in general, cai de biosinteza distincte in organismele vegetale. Cu toate
acestea, in anumite specii de plante, se poate observa o coexistenta a ambelor cadi metabolice, cu o
prevalenta a uneia dintre ele (de exemplu uleiul de scortisoara cu substanta cinamaldehida ca
majoritara si eugenolul ca si constituent minor) (Bakkali et al., 2008).

Aldehyde Alcohol Phenol Phenol

Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol Chavicol Eugenol
0 ~CH,
S 2
= = OCH,
CH
Methoxy derivative Methoxy derivative Methylene dioxy compound
Anethole Estragole Safrole
~ )—ocH — Oﬁ
— 7 N\ 7 : /—QOC He <l P

Fig. 1.14 Structuri chimice ale unor compusi aromatici din compozitia uleiurilor esentiale™

15 (Bakkali et al., 2008)
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1.5.2.1. Efecte biologice

Compusii aromatici din uleiurile esentiale prezintd o gamad larga de efecte, atat benefice, cat si potential
daunatoare (pentru om), in functie de compozitia si aplicarea lor chimicd. De exemplu, compusii precum
eugenolul, gasiti in uleiurile de cimbru si cuisoare, au demonstrat proprietdti antimicrobiene si
antioxidante semnificative, facandu-i utili ca si conservanti naturali in industria alimentara si cosmetica
(Bakkali et al., 2008; Eisenhut, 2007; Vella et al., 2020). Acesti compusi nu numai cd inhiba cresterea
microbiand, dar protejeaza si impotriva stresului oxidativ, prelungind astfel termenul de valabilitate al
produselor alimentare (Vella et al., 2020). Cu toate acestea, eugenolul este, de asemenea, hepatotoxic
si poate provoca probleme grave de sdnatate, cum ar fi insuficienta hepaticd, iritarea mucoasei si
depresia sistemului nervos central atunci cand este ingerat in cantitdti mari. Alti compusi aromatici
precum linalolul, metileugenolul, safrolul si terpineolul s-au dovedit a fi citotoxici si, respectiv,
mutageni, indicand necesitatea unei utilizari prudente (Bakkali et al., 2008; Eisenhut, 2007).

Tab. 1.3 Clasele de compusi existenti in compozitia uleiurilor esentiale, exemple de reprezentanti si plantele in
care se regdsesc (sinteza date literaturad)

. Plante in care
Clasa de o . oL
] Compusi chimici se gaseste Referinta
compusi _
reprezentativ
Mircen Dafin de India (Zabka et al, 2014)
Ocimen
Limonen Citrice, Lamaie (Laur, 2022; Mohareb et al,, 2013)
Oregano
=
S ] Cimbru de
) y-Terpinen (Panek et al.,, 2014a)
2 gradina
& .
aQ Arbore de ceai
3
o _ _ Chiparos
S Hidrocarburi o -Terpinen . (Mohareb et al., 2013)
= Tuia
~
2 Cimbru
a p-cimen (Shirzad et al.,, 2011; Zabka et al., 2014)
a . -
g Chimen indian
o
e . :
=} Piper peruvian (Mohareb et al,, 2013; Phothisuwan et al,,
= Felandren .
Turmeric 2013)
. Pin, Eucalipt,
Pinen . _ (Laur, 2022; Mohareb et al., 2013)
Chiparos, Tuia
-3-caren
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Clasa de Compusi chimici | Plantein care Referinta
compusi se gaseste
reprezentativ
_ | Camfen Pin (Laur, 2022)
Hidrocarburi
Sabinen Nucsoara (Phothisuwan et al,, 2013)
. Muscata
Geraniol (Laur, 2022; Stevi¢ et al., 2014)
Trandafir
Coriandru
Linalol B . (Panek et al,, 2014a; Zabka et al., 2014;
inalo usuioc
Zyani et al,, 2011)
Lavanda
Muscata
Citronelol trandafir (Mohareb et al., 2013; Stevic et al., 2014)
Trandafir
>
. Lavandulol Lavanda (Laur, 2022)
] Alcooli -
2 Nerol Bergamotad (Laur, 2022)
cC
3 Mentol Menta (Laur, 2022)
p—
Y .
Q a-terpineol
(@)
= Carveol
~
(] |_ dv
S avanda (Laur, 2022)
= Borneol
o Cimbru (Zabka et al., 2014)
IS
5 Fenchol
E .
Crizantenol
Tuian-3-ol
Lamaie
. ) (Laur, 2022)
Geranial Busuioc
(Zabka et al., 2014)
Aldehide [amaios
Neral
Citronelal Citronela (Barkman, 2013)
Tegetone
Cetone Mentona
Carvone Chimen (zabka etal., 2014)
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Clasa de Compusi chimici | Plantein care Referinta
compusi se gaseste

reprezentativ

Piperitone

Camfor Salvia (Panek et al., 2014a)

Fenchon
Cetone

Tuion Salvia (Panek et al., 2014a)

Pinocamfon

Pinocarvon

Acetat de Lavanda
(Panek et al.,, 2014a)
linalil/propionat

Acetat de

Esteri citronelil

Mentil sau

acetat a-terpinil

Monoterpene / Monoterpenoide (Cio)

Acetat izobornil

Rozmarin

. . (Da Silva Bomfim et al.,, 2015; Panek et al.,
1,8-cineol Salvia
Eteri 2014a)

Arbore de ceai

Mentofuran

Azulene

[B-bisabolen

Cardinen

Hidrocarburi | B-cariofilen Cuisoare (Medeiros et al,, 2016)

Curcumen

Farnesen

Elemen

Bisabol

Alcooli Cedrol

Sesquiterpene /Sesquiterpenoide (Css)

B-nerolidol
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Clasa de Compusi chimici | Plantein care Referinta
compusi se gaseste
reprezentativ
Tdamaie,
Farnesol . (Laur, 2022)
Trandafir
Alcooli Carotol
n
) B-santalol
S
S Paciulol
cC
GJ . . .
e cis-longipinan-
£ .
=) 2,7dione,
o
@
N Cetone Germacrone
(] .
S B-vetinone
o
3 Turmerone
: .
S Oxid de
(<))
wn . -
. cariofilena
Epoxide .
Epoxid de
humulena
Aldehide Cinamaldehida Scortisoara (Bakkali et al., 2008)
‘S Alcooli Alcool cinamic
=
©
£
S Chavicol Busuioc (Zyani et al., 2011)
i |
a Cuisoare
E . .
8 Dafin de India (Laur, 2022; Yingprasert et al., 2015;
_ Eugenol
Fenoli de vest Zabka et al., 2014)
Scortisoara
, Cimbru, (Laur, 2022; Zabka et al, 2014; Zyani et
Timol
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Clasa de Compusi chimici | Plantein care Referinta
compusi se gaseste
reprezentativ
Oregano
Cimbru de
grédiné (Mutlu-Ingok et al., 2020; Panek et al.,
Fenoli Carvacrol 2014a; Vettraino et al., 2022; Zabka et al.,
Thymus capitus 2014; Zyani etal., 2011)
Coridothymus
- '
B capitatus
£ ;
2 Fenicul (Laur, 2022;
= Anetol
a Anason Phothisuwan et al., 2013)
£ o .
S Methoxiderivate Busuioc
Estragol (Stevi¢ et al,, 2014)
Anason
Metileugenol
Compusi dioxi- | Apiol
metilenici Safrol

1.6. Domenii de aplicabilitate

Uleiurile esentiale au un spectru larg de aplicatii in diferite industrii datorita complexitatii compozitiei
lor chimice si activitdtii lor biologice. Au fost folosite in mare masurd pentru proprietatile lor deja
observate in natura, adica pentru activitatile lor antibacteriene, antifungice si insecticide.

Amestecul natural de monoterpene, sesquiterpene, diterpene si compusi aromatici, cu o varietate de
grupe functionale, ofera uleiurilor esentiale proprietati: antibacteriene, antifungice, antitermite si
insecticide (Mohareb et al., 2013).

In sectoarele farmaceutice, medicale, terapeutice si de uz veterinar s-au raportat aborddri
promitdtoare cu utilizarea uleiurilor esentiale sau a componentelor acestora in medicamente, fiind
utilizate pentru potentialul lor ca tratamente pentru o serie de afectiuni, inclusiv probleme respiratorii,
infectii si probleme dermatologice (Bakkali et al., 2008; Dhifi et al., 2016; Fokou et al., 2020; Jerry
Atoche Medrano, 2020; Laur, 2022; Mohammed et al., 2024; Pant et al.,, 2019; Raut & Karuppayil,
2014; Shankar et al.,, 2021; Stevic et al., 2014; Turek & Stintzing, 2013; L.-H. Wang & Sung, 2011). De
exemplu, uleiul de eucalipt serveste ca expectorant pentru bronsita, in timp ce uleiul de cuisoare este
utilizat in stomatologie pentru proprietdtile sale antimicrobiene si analgezice, iar uleiul de arbore de
ceai este aplicat in dermatologie pentru efectele sale anti-acnee (Laur, 2022; Shankar et al., 2021).
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In industria alimentara uleiurile esentiale se folosesc ca si conservanti naturali datorit3 proprietitilor
lor antimicrobiene si antioxidante (Bhavaniramya et al., 2019), care ajutd la prelungirea duratei de
valabilitate a produselor alimentare. Ele sunt utilizate in ambalaje, conservarea alimentelor (Bakkali et
al., 2008; Dima & Dima, 2015; Gatto et al,, 2016; Juarez et al., 2015; Khalili et al., 2015; Nedorostova et
al., 2009; Varona et al.,, 2013) sau chiar incorporati in ambalajul produselor alimentare materiale
(Kuorwel et al,, 2011; Perumal et al., 2022). Uleiurile esentiale de cuisoare si oregano, in special, au
demonstrat activitati puternice antioxidante si, respectiv, anti-drojdie, facandu-le valoroase pentru
prevenirea alterdrii alimentelor (Bakkali et al., 2008; Preedy, 2016; Sendra, 2016; VVella et al., 2020).

inindustria cosmetica si a parfumurilor, uleiurile esentiale sunt apreciate pentru calitatile lor aromatice
si sunt incorporate in parfumuri, creme, sdpunuri si alte produse de ingrijire personald (Baser &
Buchbauer, 2010; Laur, 2022). Ele sunt folosite chiar si in industria produselor sanitare (Katekar et al.,
2023). De asemenea, sunt utilizate in aromoterapie si masaje, adesea amestecate cu uleiuri purtatoare
pentru a imbunatati experientele senzoriale si pentru a oferi beneficii terapeutice, stimuland inclusiv
sistemul nervos (Bakkali et al., 2008; Bouaziz et al., 2009; Laur, 2022; VViuda-Martos et al., 2008; VVora
et al, 2024).

Sectorul agricol beneficiaza de proprietatile insecticide, fungicide si bactericide ale uleiurilor, care sunt
utilizate pentru a proteja culturile si stocurile alimentare de daunatori, fara efectele adverse asociate
cu substantele chimice sintetice (Bakkali et al., 2008; Butta et al., 2023; Gatto et al., 2016; Kumar et al.,
2022; Righi-Assia et al., 2020).

Uleiurile esentiale au potential de utilizare in bioprotectia lemnului impotriva atacului ciupecilor de
mucegai si a celor xilofage (de putregai) datorita proprietatilor lor antifungice (Bahmani & Schmidt,
2018; Brischke, 2020; Cheng et al., 2008; Marcias et al., 2005; Mohareb et al., 2013; Panek et al., 2014;
Simtinkova et al., 2022; Singh & Chittenden, 2008; Timar et al., 2022; VVettraino et al., 2022; S.-Y. Wang
et al., 2005; Yang & Clausen, 2007; Zhang et al., 2016; Zyani et al,, 2011). Mai multe detalii sunt
cuprinse in sectiunea 1.8.

1.7.Efectul antifungic al uleiurilor esentiale

Efectul uleiurilor esentiale asupra fungilor patogeni poate fi urmadrit/observat atat la nivel
macromorfologic cat si la nivel celular. Unele dintre modificarile macromorfologice sunt: lipsa sporularii
sau a pigmentdrii, modificarea numarului de conidii, ramificarea crescuta a hifelor sau modificarea
dimensiunii acestora. Aceste modificari sunt consecinta activitatilor componentelor uleiurilor asupra
reactilor enzimatice si sintezei peretelui celular, care afecteaza cresterea ciupercii si morfogeneza, de
asemenea, ca urmare retragerii citoplasmei din hife, prin care are loc moartea miceliului (Butta et al.,
2023; Plavsic et al., 2017).

Componetele uleiurilor esentiale au capacitatea de a intrerupe homeostazia peretelui celular fungic si
a membranei citoplasmatice. Perturbarea echilibrului membranelor, in special a membranei
mitocondriale, determind la nivelul acesteia modificarea fluxului de electroni. Un alt mecanism de
actiune, tot la nivelul membranelor mitocondriale, presupune depolarizarea membranelor, rezultand
scaderea potentialelor membranare, afectand astfel canalele ionice. Afectarea canalelor ionice duce la
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o scadere a pH-ului care ulterior va afecta efectul de pompare de protoni, rezultand in final apoptoza si
necroza celulelor fungice (Fig. 1.15) (Dhifi et al., 2016; Perumal et al., 2022; Shankar et al., 2021).

Prin modificarea permeabilitatii membranei celulare pentru cationii H* si K*, pe langa afectarea pH-ul
intracelular, se produce si deteriorarea organitelor celulare. in plus, uleiurile esentiale inhiba sinteza
ADN-ului fungic, ARN-ului, a proteinelor si polizaharidelor (Fig. 1.15). De asemenea, uleiurile esentiale
pot produce chiar dezintegrarea membranei mitocondriale (Popescu et al., 2021).

Actiunile uleiurilor esentiale au urmatoarele efecte la nivel de celula fungica/bacteriand (Nazzaro et al,,
2013):

e degradarea peretelui celular;

e deteriorarea membranelor citoplasmatice;

e coagularea citoplasmei;

e deteriorarea proteinelor membranare;

e cresterea permeabilitatii membranei celulare care duce la scurgerea continulului celular;
e scddereasintezei de ATP;

e actiuni asupra unor enzime precum ATP-aza, histidin carboxilaza, amilaza si proteaza.

Uleiurile esentiale pot induce stresul oxidativ in celulele fungice prin generarea de specii reactive de
oxigen (ROS), care dauneaza componentelor celulare si duc la moartea celulara (Perumal et al., 2022).
Proprietdtile citotoxice ale EO, adesea datorate fenolilor, aldehidelor si alcoolilor, sunt cruciale pentru
efectele lor antifungice, deoarece acesti compusi pot patrunde in celulele fungice mai eficient in timpul
fazelor de crestere activa (Bakkali et al., 2008).

EOs

f Membrane associated structure proteins
fatty acids are changed and inhibited the
g 'g ergosterol synthesis

0 e, Reduces the mitochondrial
i3
@ ot membrane potential
Ca** O
k- Dysfunction of ribosomes Y
)

® 5

Cell wall

Cell membrane

Intracellular electrolytes @
leakage such as Ca™
K* and Mg*

Depletion of intracellular ATP pool

DNA breaks and gene expression
inhibited

Fig. 1.15 Mecanismul de actiune antifungic al uleiurilor esentiale™®

18 (Maurya et al.,, 2021)
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In urma cercetérii bibliografice din 15 articole s-au identificat 43 de uleiuri esentiale cu potential
antifungic, sintetizate tabelar in Baza de date (BD 1) inclusa la finalul prezentei lucriri. in Tab. 1.4 este
prezentatd o mica parte din aceasta sinteza, cu informatii despre compozitia chimica a uleiurilor, tipurile
de fungi fatd de care s-a testat activitatea antifungic si eficienta dovedita. in prima coloand, la unele
uleiuri, pe langa numarul de ordine mai apare si un cod (ex O-EO, T-EQ_), respectivele celule tabelare
fiind colorate in verde. Aceste uleiuri marcate, sunt cele care au fost utilizate pe parcursul acestei
cercetari.

Din Tab. 1.4 se observd cd uleiurile esentiale contin diferiti compusi chimici, cateodata foarte multi si
variati, alteori in numdr mai redus. Inclusiv in cazul aceluiasi ulei esential, provenind din surse diferite,
pot sa apara deosebiri in compozitie, atat privind concentratia unor compusi, cat inclusiv existenta sau
lipsa unora.

De exemplu in cazul uleiului esential de busuioc se poate observa (Tab. 1.4) cd in cazul cercetarilor
intreprinse de Zyani si colaboratorii (Zyani et al.,, 2011) uleiul avea doi compusi principali: chavicol
30,87% (fenol) si linalol 20,1% (alcool monoterpenic) si a rezultat o foarte buna eficientd impotriva
ciupercilor de putregai brun si alb studiate, pe cand in cazul studiat de Stevic si colaboratorii sai (Stevic
et al., 2014) uleiul continea in principal metil chavicol 89% (eter fenolic Estragol) si in cantitati mult mai
mici alcooli monoterpenici 1,8-Cineol (3,0%), linalol (1,3%) si y-terpinen (1,1%), iar efectele fata de
ciupercile de mucegai din teste s-au dovedit a fi doar moderate, chiar spre slabe. Se pare ca metil
chavicol s-a comportat diferentiat in functie de organism (Stevic et al.,, 2014; Tadtong et al., 2009).

Tab. 1.4 Uleiuri esentiale cu efect antifungic identificate din literatura — (Extras partial din Anexa 1) Cu
culoarea verde sunt marcate uleiurile esentiale alese pentru cercetare in lucrare

Nr.
Crt. | Ulei esential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Alternaria alternata
Carvacrol (86.9%) Stachybotrys . .
Linalol (4.6%) chartarum Eficienta Clupercl (Zabka et al
p-cimen (2.7%) Cladosporium o ' toxice si !
i 9 cladosporioides ridicatd ; 2014)
Timol (2%) P alergenice
y-terpinen (1.4%) Aspergillus niger
Carvacrol (55,81%)
p-cimen (19,61%) L Putregai alb .
Oregano , Trametes hirsuta Eficienta foarte | i (Xieetal,
o 4 Timol (7,43%) , si putregai
L i Laetiporus sulphureus | ridicata ! 2017)
o (Origanum y-terpinen (5,23%) brun
1
= vulgare) Linalol (3,71%)
Carvacrol (71.8%) . Putregai alb ]
Timol (5%) Trametes versicolor Eficientd ibut . (Paneketal,,
imol (5% SI putregal
) Coniophora puteana ridicata ? P & 2014b)
y-terpinen (4.5%) brun
Aspergillus tabacinus Ciuperci
Aspergillus Eficienta izolate din (Sanchis et al.,
tennesseensis
Tichoderma ridicata piele 2023)
longibrachiatum mumificata
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Nr.
Crt. | Uleiesential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Thielavia hyalocarpa
Penicillium commune Primele 4
Oregano -
. Carvacrol (51.2%) penicillium Eficientd foarte | putregaialb (Zyanietal,
2 (Origanum ] chrysogenum ] o
y Timol (43,3%) Penicillum expansum ridicatd si ultima 2011)
compactum .
Cladosporium putregai brun
cladosporioides
Timol (60.2%)
p-cimen (19.9%) Alternaria alternata
Carvacrol (5.9%) Stachybotrys Ciuperci
hart: . . <
Linalol (5.8%) chartaram Eficienta o (Zabka et al.,
c ol \ Cladosporium . toxice si
eraniol (1.6%) cladosporivides ridicata alergenice 2014)
y-terpinen (1.4%) Aspergillus niger
B-cariofilen (1.1%)
Terpinil acetat (1.1%)
Thielavia hyalocarpa
Penicillium commune Primele 4
penicilium Eficientd putregaialb | (zyanietal,
Timol (46,21%) chrysogenum . o
Penicil moderatd si ultima 2011)
enicillium expansum 7
Cimbru Cladosporium putregai brun
cladosporioides
3 (Thymus -
. Timol (34,36%) L Putregai alb .
vulgaris) ) Trametes hirsuta Eficienta . . (Xie etal,
p-cimen (29,51%) ) Si putregai
Laetiporus sulphureus | ridicata ! 2017)
y-terpinen (28,69%) brun
Timol (41.3% .
( ) L Putregai alb
p-cimol (22.6%) Trametes versicolor EﬂC'enta . . (Paneketal.,
) ) Si putregai
y-terpinen (7.7%) Coniophora puteana ridicata 2014b)
Carvacrol (2.9%) brun
B-ocimen (12.62%) L Ciupercd pe
_ Eficienta o (Shirzad et al,,
Timol (10.56%) Botrytis cinerea kiwi Tn
N moderata _ 2011)
Carvacrol (6.85%). depozit
Trametes versicolor 2 - Putregai
Timol (47,9%) Pleurotus ostreatu Eficienta bsi2 (Vettraino et
alb sl 2 -
p-cimen (15,8%) Poria monticola semnificativa o al, 2022)
Gloeophyllum trabeum putregai brun
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Nr.
Crt. | Uleiesential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Alternaria alternata Ciuperci
Fusarium solani fitopatogene
Fusarium tricinctum . .
) si saprofite
Fusarium '
sporotrichioides izolate de pe
Fusarium verticillioides plante.
o Fusarium oxysporum .
Carvacrol (50,0%) ‘ (Z P Versiune
p-cimen (12,2%) Fusarium semitecturn modificats a
Timol (9,6%) Fusarium subglutinans Eficienté o (Stevi et al.,
Fusarium equiseti tehnicii
y-terpinen (6,5%) o moderata 2014)
Penicillium sp ; el
E-cariofil > microdilutiei.
Cimbru de -cariofilen (5,2%) Chaetomium sp. Metods
uol.l gradina Borneol (2,41%) Gliocladium roseum et? .a §
L (Saturej Curvularia lunata modificatd
|
Kl a L”‘EJé Verticillium dahliae de evaporare
hortensis) Trichoderma viride A
aEOIn
Trichotechium roseumn
Phomoaopsis sp punga
Phoma sp. inchisa.
Myrothechium
verrucaria.
Carvacrol (54.14%) L Ciuperca pe
Eficienta o (Shirzad et al,,
Terpinolene (20.59%) Botrytis cinerea . kiwi in
moderatd 2011)
a-felandren (5.31%). depozit
y-terpinen (41.3%) L Putregai alb )
Trametes versicolor Eficienta ) ) (Panek etal,,
Carvacrol (31.6%) , Si putregai
' Coniophora puteana ridicat3 ' 2014b)
p-cimol (13.8%) brun
Rozmarin 1,8 cineol (52,2%) . Ciuperca (Da Silva
. Eficienta _ .
5 (Rosmarinus Camfor (15,2%) Fusarium verticillioides d izolata de pe | Bomfimetal,
) . ridicata
officinalis) a-pinen (12,4%) porumb 2015)
Chiparos - a-Pinen (37.88%) s
Hexagonia apiaria Eficienta . (Mohareb et
6 (Cupressus d-Caren (20.05%) ) Putregai alb
) Ganoderma lucidum ridicata al., 2013)
sempervirens) | 9-terpinolen (6.91%)
Eficienta
dl-Limonen (56.30%) ridicatd in
. Hexagonia apiaria . . (Mohareb et
B-pinen (8.81%) ) special Putregai alb
) Ganoderma lucidum al,, 2013)
y-terpinen (6.42%) impotriva A,
Lamaie - coaja o
7 . . apiaria
(Citrus limon)
Aspergillus niger Eficient
i Mucegaiuri —
Aspergillus flavus impotriva ] (Viuda-Martos
Penicillium alimente
" A. niger etal., 2008)
chrysogendm Agar dilution
Penicillium verrucosum | P.verrucosum
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Nr.
Crt. | Uleiesential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Tuia - frunze | qo-Pinen (35.49%) .
, Hexagonia apiaria Eficienta . (Mohareb et
8 Thuja B-caren (25.42%) ) Putregai alb
Ganoderma lucidum ridicata al,, 2013)
occidentalis a-cedrol (9.05%)
Piper peruvian | g-felandren (29.87%) N
Hexagonia apiaria Eficienta ) (Mohareb et
9 — frunze B-felandren (21.08%) ) Putregai alb
Ganoderma lucidum ridicat3 al,, 2013)
Schinus molle | Elemol (13.00%)
1,2-Dihidroacenaftilen
Artemisia (36.86%) o
N Hexagonia apiaria Eficientd foarte ) (Mohareb et
10 | monosperma- | 2,4-pentadinilbenzen ) Putregai alb
Ganoderma lucidum ridicat3 al,, 2013)
frunze (14.68%)
y-terpinen (12.46%)
Thielavia hyalocarpa
Penicillium commune Primele 4
penicilim Eficientd foarte | putregaialb | (zyanietal,
chrysogenum L S
Penicillium expansum ridicatd 7 ultima 2011)
Cladosporium putregai brun
cladosporioides
Eugenol (77,83%) L Putregai alb .
o Trametes hirsuta Eficienta ) ) (Xie et al.,
B-cariofilen (15,80%) ) Si putregai
Laetijporus sulphureus ridicata ! 2017)
5-cadinen (1,35%) brun
. Putregai alb
uOIJ Cuisoare Eugenol (82%) Trametes versicolor Eficientd out . (Paneketal,
. S| putregal
L|) Eugenia Cariofilen (16.5%) Coniophora puteana ridicata 7 PUiTes 2014b)
~ | caryophyliata brun
Eficienta . (Phothisuwan
Eugenol (75%) Trametes versicolor o Putregai alb
ridicata etal, 2013)
L Putregai alb
Trametes Eficienta ] ] (Yingprasert et
Eugenol (85%) Si putregai
Gloeophylum ridicat3 al,, 2015)
brun
Aspergillus tabacinus Ciuperci
Aspergillis Eficienta izolate din (Sanchis et al.,
tennesseensis
Trichoderma semnificativa piele 2023)
longibrachiatum mumificata
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Nr.
Crt. | Ulei esential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Thielavia hyalocarpa
Penicillium commune Primele 4
Penicillit . = :
Chavicol (30,87%) eneiam Eficients foarte | putregaialb | (zyanietal,
inalol chrysogenum L o
Linalol (20,1%) Penicillum expansum ridicatd si ultima 2011)
Cladosporium putregai brun
cladosporioides
Aspergillus flavus
Aspergillus niger
Alternaria alternata
Fusarium solani Ciuperci
Fusarium tricinctum fit opatogene
Fusarium . i
sporotrichioides ?15apro ite
o Busuioc Fusarium izolate de pe
l:ln Ocimum verticillioides plante.
I Fusarium oxysporum Versiune
~N .y
- basilicum Metil chavicol (89%) Fusarium semitectum -
Fusarium L modificatd a
1,8-Cineol (3,0%) Eficienta o (Stevié et al,,
) subglutinans tehnicii
Linalol (1,3%) Fusarium equiseti moderata 2014)
. . microdilutiei.
y-terpinen (1,1%) Penicillium sp M d
Chaetomium sp. etoda
Gliocladium roseum modificatd
Curvularia lunata de evaporare
Verticillium dahliae N
aEOin
Trichoderma viride
Trichotechium roseum punga
Phomopsis sp inchisa.
Phoma sp.
Myrothechium
verrucaria.
Geranial (31.1%)
Neral (23.6%)
. i o Alternaria alternata
Busuioc Linalol (16.4%)
IEmai Limonen (8.9%) Stachybotrys G .
amalos laperci
chartarum s
. 1,8-cineol (3.3%) Eficienta ) ) (Zabka et al.,
13 (Ocimum Cladosporium L toxice si
. Eugenol (2%) cadosporioides semnificativa _ 2014)
basilicum iofilen (1.2 P alergenice
L B-cariofilen (1.2%) Aspergillus niger
citriodoral Citronelal (1.2%)
Mircen (1.2%)
a-pinen (1.1%)
Fenicul Trans-anetol (64.72%) S Ciupercd pe _
) Eficienta o (Shirzad et al,,
14 (Foeniculum Fenchon (14.59%) Botrytis cinerea . kiwi n
. . moderata 2011)
Vu/g’are} Metil chavicol (6.67%) depozit
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Nr.
Crt. Ulei esential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
B-Citronelol (35.92%)
. Hexagonia apiaria Eficienta ) (Mohareb et
trans-geraniol (11.66%) o Putregai alb
Ganoderma lucidum ridicata al,, 2013)
Muscata Citronelil format (11.40%)
trandafir - Citronelol (24,88) o
15 | frunze Ulei din
Pe/arganium Linalol (14,46%) ‘ N 3 boboci
y Menton (8.51%) Trametes hirsuta EfICIenta (Xie et al.,
graveolens entona (8,51% . :
Laetiporus sulphureus | Moderata Putregai alb 2017)
Geraniol (7,89%) si putregai
brun
Citronelil format (6,21%)
Citral (32,53%)
Lemongrass — | . aniol (32,42% Putregai alb
frunze . Trametes hirsuta Eficientd _ _ (Xie et al,
16 Longifolen (3,83%) o si putregai
(Cymbopogon Laetiporus sulphureus | Tidicatd brun 2017)
5 Acid geranic (2,93%
citratus) & ( )
Acetat de geranil (2,85%)
. . Acetat de cinamil (34,28%)
Scortisoara - Putreeai alb
frunze Cinamaldehida (30,26%) Trametes hirsuta Eficient3 utregaia (Xie etal,,
17 i ! Si putregai
(Cinnamomum | sajicilaldehid (19,49%) Laetiporus sujphureus | Tidicatd brun 2017)
zeylanicum) ]
Cumarina (11,98%)
) . ) Eficienta . (Phothisuwan
Cinamaldehida (74%) Trametes versicolor R Putregai alb tal. 2013
o Scortisoars ridicatd etal, )
1
)] (Ginnamomum ) :
. -~ utregai alb
1 i Cinamaldehida (45% Trameti icient3 i
@ zeylanicurm) (45%) rametes Eficienta si putregai (Yingprasert et
- T < 7
Eugenol (25%) Gloeophylum ridicata al,, 2015)
brun
Obligeana o o ) L Putregai alb 3
Cis-isoasarol trimetileter Trametes versicolor Efluenta . . (Panek et al.,
19 (Acorus . . si putregai
(78%) Coniophora puteana ridicata 2014b)
calamus) brun

In cazul uleiului esential de cuisoare, variatia se observa mai mult in concentratia compusilor, dar

acestia sunt aproximativ aceeasi, eugenolul reprezentand compusul principal, in jur de 75-85%. In toate

studiile intalnite acest ulei a prezentat o eficienta antifungica semnificativd (Sanchis et al., 2023),
ridicatd (Panek et al., 2014; Phothisuwan et al., 2013; Xie et al., 2017; Yingprasert et al., 2015) sau chiar
foarte ridicatd (Zyani et al., 2011).

1.8. Cercetari privind utilizarea uleiurilor esentiale in bioprotecta lemnului

Lemnul este un material natural cu proprietdati remarcabile, care se foloseste in multiple domenii

datoritd versatilitatii sale. Aplicatiile sale variaza de la industria constructiilor si mobilier pand la obiecte

de arta si design interior. Cu toate acestea, natura organica a lemnului il face vulnerabil la degradarea

Li
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biologica, provocatd de factori precum fungi, insecte, bacterii, in functie de conditiile de utilizare.
Aceasta susceptibilitate la atacuri biologice poate compromite semnificativ, in timp, integritatea
structurala a lemnului si impune diferite tratamente si modalitati eficiente de bioprotectie preventiva
si curativa (Martin & Lopez, 2023; Miklosiova, 2013). Bioprotectia preventivd este mai rationalg,
eficienta si economica.

O mare parte din biocidele clasice de sintezd, anorganice si organice, utilizate frecvent in protectia
antifungica a lemnului s-au dovedit a fi toxice pentru om si mediu. Acest lucru se observa si prin
directivele Uniunii Europene privind reducerea si utilizarea controlata a acestor substante biocide
(Sanchis et al., 2023).

Uleiurile esentiale, chiar daca cu anumite restrictii, s-au dovedit a fi alternative mai bune in ceea ce
priveste inlocuirea unor substante biocide de sintezd, in diferite domenii, acestea avand eficientd si o
toxicitate mai redusa (Kumar et al., 2022; Pietrzak et al., 2017; Sanchis et al., 2023). Tinand cont de
caracteristicile compusilor chimici componenti ai uleiurilor esentiale, acestea au facut obiectul mai
multor cercetari siin ceea ce priveste utilizarea lor pentru protectia lemnuluiimpotriva fungilor lignicole
din categoria ciupercilor de mucegai si ciupercilor de putregai brun, alb, moale (Cheng et al., 2008;
Chittenden & Singh, 2011; Juarez et al., 2015; Mohareb et al., 2013; S.-Y. Wang et al., 2005; Zyani et
al,, 2011).

In Tab. 1.5 este prezentati o sinteza a cercetdrii din literaturd privind utilizarea uleiurilor esentiale sau
a unor compusi chimici puri, componenti caracteristici ai uleiurilor esentiale (Tab. 1.3) pentru protectia
lemnului Tmpotriva ciupercilor de putregai (brun si alb). Pe prima coloand este specificat tipul de
putregai prin text si culoare fond: alb pentru putregaiul alb si maro pentru putregaiul brun. Ultimele 5
coloane sunt colorate diferentiat, in functie de tipul de substanta testatd: cu gri sunt marcate
cercetdrile ce au fost facute cu produsi chimici puri (componenti principli ai unor uleiuri esentiale), iar
cu galben studiile in care s-au folosit efectiv uleiuri esentiale. Cu font ingrosat s-au marcat uleiurile sau
compusii existenti in uleiurile folosite mai departe in aceasta lucrare.

In cadrul cercetarilor efectuate asupra efectelor uleiurilor esentiale impotriva ciupercilor de putregai alb
si brun, s-au evidentiat rezultate promitdtoare si semnificative, conform datelor prezentate in Tab. 1.5:

. O serie de uleiuri esentiale, printre care cele de oregano, cimbru, cuisoare, busuioc si scortisoard,
au demonstrat in mod constant eficacitate impotriva ambelor tipuri de fungi, fiind incluse in multiple
studii;

. Aceste constatdri sunt sustinute si de investigatiile care au examinat compusi puri, unde
cinamaldehida (componentul principal al uleiului de scortisoara) si eugenolul (compusul predominant
in uleiul de cuisoare) s-au remarcat ca fiind cei mai frecvent testati si cu o eficientda remarcabila. De
asemenea, carvacrolul, component esential al uleiului de oregano, si metilchavicolul (estragol),
constituent principal al uleiului de busuioc, au prezentat rezultate notabile in combaterea acestor
agenti patogeni;
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Tab. 1.5 Cercetdri privind utilizarea uleiurilor esentiale sau a compusiilor lor chimici impotriva ciupercilor de

putregai brun si alb care ataca lemnul

dovedit cel mai
bun.

Tip de . . Ulei esential/ Metoda de L L
. Specie fungi o Eficienta Obs Referinta
putragai Compus chimic testare ! !
Cinamaldehida,
a-metil .
. . ) ) Comparativ cu
Addugatin cinamaldehida, S
diuMEA, | acidul (E) -2 fungicid din
; s me , -2- .
Cinamaldehida, ubat 26 etilcinamic comert (clorurd | (Cheng etal.,
; incu + ilci ic, o
Eugenol si R . _ de didecil 2008)
. congeneri 2°C, 70% RH eugenolul si dimetil
Alb Lenzites pt 10-14 zile izoeugenolul — )
. amoniu
betulina eficientd
ridicata.
Adaugate in
mediu  PDA. | Eficienta foarte (S.-Y. Wang et
Cinamaldehida Incubate la | ridicata. al., 2005)
27°C
Chiparos Diluate cu Toate au
Lamaie acetond si prezentat
Alb Hexagonia i addugatin eficientd. (Mohareb et
aplaria Piper peruvian mediu MEA, 1 ieiul de Ismae al, 2013)
Artemisia incubat 27°C, .
a fost deosebit
monosperma -
. ) Test pe lemn de eficient.
Muscatad trandafir
. . Toate au
Chiparos Diluate cu
. A o prezentat
Lamaie acetonasi e
Tui . N eficienta.
Ganoderma e addugatin (Mohareb et
Alb Jucidum Piper peruvian mediu MEA, Artemisia al, 2013)
Artemisia incubat 27°C, | monospermaa
monosperma fost cel mai
. ) Test pe lemn L
Muscata trandafir eficienta.
Oregano,
cuisoare Si
busuioc au avut Ciupercile
o eficienta izolate de pe
regano Disc diffusion ridicata. lemn dintr-o
Cuisoare o
Alb Thielavia B oE Agar dilution Cimbru si casa din (Zyanietal.,
hyalocarpa Gl Vapor Arbore de ceai | Medina. 2011)
Arbore de ceai exposure eficientév Ulei de
Busuioc+Oregano moderatd. parafind —
Mixul s-a control.
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Tip de ; ; Metoda de
PA | Specie fungi Ulei esential/ Eficientd Obs Referintd
putragai Compus chimic testare
4 specii de cimbru
(Thymus capitatus | pijate in Toate cele 4
’ uleiuri au
Alb Pleurotus Coridothymus dimetilsulfoxid eventat (Vettraino et
; rez
ostreatu capitatus si addugate in pf. et al., 2022)
1. vulgaris mediuMEA | © oo
T. vulgaris antifungica.
Demeter)
Oregano,
cuisoare si
busuioc au avut | Ciupercile
S izolate de pe
Oregano Disc diffusion R lemn dintr-o
Cuisoare ridicata. o
Alb Penicillium Busuioc Agar dilution Aripr o |Cv|aSZ'dm (Zyanietal.,
. edina. 2011
commune Tl Vapor eficient3 011)
Arbore de ceai exposure e Ulei de
Busuioc+Oregano parafind —
Mixul s-a control.
dovedit cel mai
bun.
Oregano,
cuisoare Si
busuioc au avut Ciupercile
RS izolate de pe
Oregano Disc diffusion ! lemn dintr-o
cUi$0are r|d|cata. o
Alb Penicillium BN Agar dilution Sl dlo e ;\Sj'dm (Zyanietal.,
. edina.
chrysogenum Cimbru Yepar eficientd 2011)
Arbore de ceai exposure moderété. Ulei de
Busuioc+Oregano parafind —
Mixul s-a contral.
dovedit cel mai
bun.
Oregano,
cuisoare Si
busuioc au avut | Ciupercile
e izolate de pe
Oregano Disc diffusion . lemn dintr-o
Cuisoare ridicata. o
Alb Penicillium BUE e Agar dilution RS 'C\:Sz.d'n (Zyanietal.,
expansum Tl Vapor - edina. 2011)
Arbore de ceai exposure moderr’até. Ulei de
Busuioc+Oregano parafind —
Mixul s-a control.
dovedit cel mai
bun.
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Tip de . . Ulei esential/ Metoda de L L
. Specie fungi o Eficienta Obs Referinta
putragai Compus chimic testare ! !
B-citronellol,
. geraniol,
Dluate in carvacrol monoterpenele
acetona si ' i i
ddusated timol, eugenol | 0Xgenate mai
Schizphyllum SlEWEIE i - eficiente fata Zhang et al,,
Alb ke 41 terpene pure mediu PDA si citral au ’ (zhang
comune e oA de 2016)
Incubat la 26 eficients. hidrocarburile
+1°Cpt. 7 zile monoterpenice
Carvacrol cel
mai toxic.
B-citronellol,
R geraniol,
Dluate in carvacrol monoterpenele
aceton si ' ; ;
o t'“ timol, eugenol oxigenate mai
Pycnoporus adaugatein - eficiente fata Zhang et al,,
Alb venop 41 terpene pure diu PDA si citral au ' (zhang
sanguineus ey foarte bun de 2016)
Incubat la 26 eficients. hidrocarburile
+1°Cpt. 7 zile monoterpenice
Carvacrol cel
mai toxic.
Alb Adaugate in
Pycnoporus . . mediu  PDA. | Eficientd foarte (S.-Y. Wang et
, Cinamaldehida s
coccineus Incubate la | ridicata al., 2005)
27°C
Alb Addugate in
Trichaptum . . mediu  PDA. | Eficientd foarte (S.-Y. Wang et
o Cinamaldehida s
abietinum Incubate la | ridicata al., 2005)
27°C
Alb Addugate in L
) ] Eficienta
Oligoporus . i mediu  PDA. | = (S.-Y. Wang et
] Cinamaldehida ridicata
lowei Incubate la al., 2005)
(71,45%)
27°C
B-citronellol,
R geraniol,
Dluate in carvacrol monoterpenele
a(cjevtona ,S'A timol, eugenol oxigenate mai
Trametes adaugate in A f eficiente fat3d Zhang et al.,
Alb , 41 terpene pure diu PDA sicitral au ’ (zhang
hirsuta mediu foarte bun de 2016)
Incubat la 26 eficients. hidrocarburile
+1°Cpt. 7 zile monoterpenice
Carvacrol cel
mai toxic.

48




BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Tip de i i Metoda de
P . Specie fungi Ulei esential/ Eficient3 Obs Referinta
putragai Compus chimic testare
Oregano Toate uleiurile
Lemongrass au avut
Trametes 3 A depins de Xie et al.,
Alb . Cimbru eficientd, dar pins e (
hirsuta Muscata trandafir oregano a avut concentratii 2017)
Scortisoara cea mai mare.
Cuisoare
Timolul,
o-cresol,
22 de compusi 5 ) carvacrolul, suacs)
.. | addugatein trans-anetolul, | °. L
exitentiin uleiurile diu PDA hidrochinona si
. . . . . i
esentiale: fenali u metil chavicolul - (Vodaetal,
eter-fenoli si 25°Csi75% | 7! s-au dovedit a ALE
aldehide RH pt 7 zile cuminaldehida el e e
aromatice au fost cei mai eficienti. '
eficienti. '
4 specii de cimbru TC > CC, desi
, Toate cele 4 T
(Thymus capitatus | pijyate in eiur TC < carvacrol,
. uleiuri au
Coridothymus dimetilsulfoxid ot aratd rolul (Vettraino et
. rezenta
capitatus si addugate in Pf. - celorlalti al., 2022)
. eficienta
T. vulgaris mediu MEA o compusi (p-
T, vulgaris antifungica. cimen)
Demeter)
Trametes L. origanoides
Alb versicolor Diluate in cea mai mare Solutie in

Lippia origanoides | etanol, plasate | eficientd gaurd/mediu
(Oregano mexican) | in gaurdin (timol). in mijlocul (Medeiros et
é’r”_/”a lacunosa mediu MEA L lacunosasi | cutiei,cate2 | al, 2016)
uisoare ; ; ;
7 27°C si 70% cuisoare inoculi/cutie,
RH depinde de (P2 eI
concentratie.
Lavanda,
lemongrass .
) . ) ] Muscata si
Diluate in ulei cimbru, ! !
" . menta apar )
de masline muscata, o (Bahmani &
16 uleiuri ' eficiente doar ,
10%. Lemn anason stelat, i, | Schmidt,
3 a pin, iar
esentiale tratat pus pe menta si P | stelat 2018)
anasonul stela
mediu MEA chimen indian

cele mai

eficiente.

doar la fag.
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dovedit cel mai
bun.

Tipde i ; Metoda de
PA | Specie fungi Ulei esential/ Eficientd Obs Referintd
putragai Compus chimic testare
i ) Oregano,
tl uatle n cimbru, cimbru | Eficientd mai
etano U -
de grading, micd pe TV (Panek et al
10 uleiuri Test RS, cuisoare, fagd de CP,ref | 4b) !
esentiale . .
; I v l.
Test minibloc ob |geaneu\ Si (Voda etal,
mesteacdn au 2003)
lemn . L
ardtat eficienta.
Scortisoard,
cuisoare, anason, Scortisoars,
citronel3, Disc dilution cuisoare si ——
ortocalg, othisuwan
Trametes P o Test pe lemn anason au
Alb ) mandaring, ) tat etal, 2013)
versicolor ) de cauciuc prezenta
turmeric, frunze eficients.
de guava,
nucsoard, limetd
Eficienta
ridicata uleiuri 3 uleiuri
SareeErE Adaugate in cl extrase din
indigens mediu PDA. cinamaldehidd. | frynzedela3 | (S.-Y.Wanget
congeneri ai Incubate la Cinamaldehida | arbori= al., 2005)
cinamaldehidei 27°C si eugenolul compozitie
cele mai diferita.
eficiente.
Diluate in
etanol . Mai mica decat i et
fcnars icenta ingprasert e
Alb frametes Sc?rtl§0ara. ASTM D1413- ridicat;'i ambele fatd de al Zgg1 5)
cuisoare : v
7 07 cu putregai brun
modificari
Oregano,
cuisoare Si
busuiocau avut | ciyperca
eficientd izolata de pe
RIEE20S Disc diffusi idicata ;
Cuiconre isc diffusion | ridicata. e @l
Cladosporium Bus'uioc Agar dilution Cimbru si casadin (Zyanietal.,
cladosporioides | Cimbru Vapor Ar.borevde ceai edina 2011)
Arbore de ceai exposure eficentd ) Ulei de
Busuio+Oregano moderata. parafind —
Mixul s-a control.
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Tip de

Ulei esential/

Metoda de

. Specie fungi L Eficienta Obs Referinta
putragai Compus chimic testare ! !
Arbore de ceai, )
) Eugenolul, Arbore de ceai,

Antrod eucallpt,vanason, EN113 cinamaldehida | anason, e

ntrodia muscatd, oregano, . i ittenden
7 & modificat si muscata - oregano - ]

Xantha kanuka, o e Singh, 2011)

cinemaldehids Testpelemn | eficienta eficienta

| - ridicata. selectiva.

eugenol,
Adaugate in

) . . mediu PDA. Eficienta foarte (S.-Y. Wang

Antrodia taxa Cinamaldehida ]

Incubate la ridicata etal.,, 2005)
27°C
Cinamaldehida,
AdSugati a-metil Comparativ cu
dugatin
a dehid d'g B cinamaldehida, | fungicid din
inamaldehida, mediu , ) .
" SN acidul (E) -2- comert (clorurd | (Chengetal.,
eugenol si incuba *
& " —_— metilcinamic, de didecil 2008)
congeneri , 70% ) o
& G o eugenolul si dimetil
-14 zile
P izoeugenolul — | amoniu)
ridicata.
Oregano Toate uleiurile
Lemongrass
au avut . .
Laetiporus Cimbru oficients. dar A depins de (Xie etal,
< - ' concentratii 2017)
sulphureus Mugc.ata trf.mdaﬁr oregano a avut 5
Scortisoara cea mai mare.
Cuisoare
Eficienta
ridicatd uleiuri | 3 leiuri
Scortisoara Adaugate in C_U | extrasedin
indigend mediu PDA. cinamaldehida. | frynze dela 3 (S.-Y. Wang
congeneri ai Incubate la Cinamaldehida | arbori= et al,, 2005)
cinamaldehidei 27°C si eugenolul compozitie
cele mai diferita.
eficiente.
Arbore de ceai, )
) Eugenolul, Arbore de ceai,

ol eucallpt,vanason, EN113 cinamaldehida | anason, (Chittenden &
igoporus muscatd, oregano, i i ittenden
50P ’ & modificat si muscata - oregano - ]

placenta kanuka, o e Singh, 2011)

cinemaldehids Testpelemn | eficienta eficienta
- ridicata. selectiva.

eugenol
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Ulei esential/

Metoda de

Specie fungi Eficienta Obs Referinta
Compus chimic testare
4 specii de cimbru TC > CC, desi
, Toate cele 4 T
(Thymus capitatus | pijyate in eiur TC < carvacrol,
3 uleiuri au
Poria Coridothymus dimetilsulfoxid at arati rolul (Vettraino et
. rezenta
monticola capitatus si addugate in pf. onts celorlalti al,, 2022)
3 eficientd
. vulgaris mediu MEA L compusi (p-
T, vulgaris antifungica. cimen)
Demeter)
Diluate in
etanol S Mai mare vi t
. - icenta INngpraser
Gloeophylum | Scortigoard, ASTM D143 | v decat fatd de EP
cuisoare ridicatd ambele , etal, 2015)
: 07 cu putregai alb
modificari
4 specii de cimbru TC > CC, desi
, Toate cele 4 L
(Thymus capitatus | pijyate in i TC < carvacrol,
g uleiuri au
Coridothymus dimetilsulfoxid ot arati rolul (Vettraino et
. rezenta
capitatus si addugate in Pf. - celorlalti al., 2022)
g eficienta
. vulgaris mediu MEA S compusi (p-
T, vulgaris antifungica. cimen)
Demeter)
Gloeaphyllum L. origanoides
trabeum Diluate in cea mai mare
Lippia origanoides | etanol, plasate | eficientd e G
(Oregano mexican) | in gaurdin (timol). i ergul e s, (Medeiros et
Lippia lacunosa mediu MEA L cate 2 al., 2016)
N . ..a.cun?sa _ inoculi/cutie, '
' 27°Csi 70% eficientd mai pe margini
RH mica decat
cuisoare.
Lavandd,
Diluate in ulei lemongrass Muscata si
de masline L eucalipul apar
10° muscatd, - (Bahmani &
16 uleiuri o. i . eficiente doar .
fenicul, eucalipt o Schmidt,
esentiale Lemn tratat ol @ iFnEm Bzl (217 2018)
e I feniculul doar
Coniophora |F\)/|EAP indian au fost lafag
puteana cele mai
eficiente.
Diluate in Oregano, Eficienta mai
etanol cimbru, mica pe TV P3
. anek et al.,
10 uleiuri obligeand si fatd de CP, ref (2014b)
esentiale Test RS, mesteacdnau | (Vodaetal,
minibloc ardtat eficientd. | 2003)
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Tip de Specie fungi Ulei esential/ Metoda de Eficienta Obs Referinta
putragai Compus chimic testare
Timolul,
. o-cresol,
22 de compusi carvacrolul, siacol
< - uaiacol,
exitentiin uleiurile addugatein trans-anetolul, ﬁ'd A—
; idrochinona si
esentiale: fenoli, mediu PDA metil chavicolul " | (Vodaetal,

et o _ coniferaldehida 2003)
eter-fenoli si ° Csi759 Sl
: 25° Csi75% 7 s-au dovedita

aldehide : cuminaldehida
_ RH pt 7 zile | ficei maiputin
aromatice au fost cei mai L
. o eficienti.
Coniophora eficienti. '
puteana
Eugenolul,

Arbore de ceai, cinamaldehida | arpore de ceai,

eucalip, anason, .
P EN 113 si muscata - SRS _
kmugc;ta, Oregano, | modificat eficientd oregano - ;Fh't;eggi:)&
anuka, Rl RS S ngn,
ridicata.
eficienta
cinemaldehids, | Testpelemn et
_ selectiva.
eugenol Kanuka
eficientd
Adaugate in
Fomitopsis . . mediu  PDA. | Eficientd foarte (S.-Y. Wang
- Cinamaldehida L
pinicola Incubate la | ridicata etal., 2005)
27°C
Adaugate in
Phaeolus . - mediu  PDA. | Eficienta foarte (S.-Y. Wang
o Cinamaldehida o
schweinitzii Incubate la | ridicata etal.,, 2005)
27°C

Conform informatiilor din coloana 4, metodele de testare au fost preponderent teste screening /in vitro, pe
Nota: mediu de culturd MEA, prin metoda dilutiei EOs Tn mediu sau a difuziei in mediu (de pe un suport/hartie)

Testele de laborator pe lemn tratat (EN 113 modificat, minibloc) sunt foarte putine

o Analizele comparative au relevat faptul ca, in general, eficacitatea uleiurilor esentiale s-a dovedit
a fi superioard impotriva ciupercilor de putregai brun in comparatie cu cele de putregai alb;

o Aceste descoperiri oferd perspective valoroase pentru dezvoltarea de noi strategii de protectie a
lemnului si a altor materiale susceptibile la atacul fungic, subliniind potentialul semnificativ al uleiurilor
esentiale ca alternativa naturala si ecologicd la tratamentele conventionale.

1.9. Toxicitatea si eco-toxicitatea uleiurilor esentiale

Eco-toxicitatea uleiurilor esentiale este un subiect cu mai multe fatete, cuprinzand efectele lor asupra
diferitelor organisme si ecosisteme. Uleiurile esentiale, derivate din diferite parti ale plantelor, sunt
bogate in compusi precum monoterpene, sesquiterpene si compusi fenolici, care confera diverse
activitati biologice, inclusiv proprietdti insecticide, respingdtoare si fungicide (Kumar et al., 2022).

Aceste uleiuri pot traversa membranele celulare, provocand efecte citotoxice prin perturbarea
polizaharidelor, fosfolipidelor si acizilor grasi, ducand la permeabilizarea membranei, pierderea ionilor
si epuizarea ATP in bacterii si perturbari similare in celulele eucariote, rezultand apoptoza si necroza
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(Bakkali et al., 2008; Butta et al.,, 2023; Dhifi et al., 2016). In ciuda activitétilor lor biologice puternice,
uleiurile esentiale prezinta in general toxicitate scazuta pentru mamifere si pesti datorita absentei unor
tinte specifice in aceste organisme, facandu-le potrivite pentru utilizare ca ,pesticide verz/' in
agricultura si productia de alimente ecologice (Kumar et al,, 2022). Cu toate acestea, unele uleiuri
esentiale pot provoca efecte adverse; de exemplu, uleiul de Melaleuca alternifolia a fost legat de
toxicoza la animalele de companie, in timp ce thujona din Artemisia absinthium este o neurotoxina care
afecteazd sistemul GABA (Kumar et al., 2022). In plus, eugenolul, o componentd majord a uleiului
esential de cuisoare de exemplu, a ardtat o activitate antiparazitara semnificativa prin inhibarea
complexului mitocondrial | la insecte, dar prezinta toxicitate specifica speciei, fiind mai putin daunator
pentru mamifere (Shang et al., 2021).

Pentru om uleiurile esentiale sunt considerate destul de sigure in utilizare, cu conditia respectarii
recomandadrilor specifice si concentratiilor. Datorita proprietdtilor lor sunt folosite foarte des in
aromaterapie si masaj (Laur, 2022). Cu toate acestea, exista uleiuri esentiale a cdror compusi pot
provoca efecte adverse; de exemplu, uleiul de Melaleuca alternifolia a fost legat de dermatita de
contact (Kumar et al.,, 2022). Exista de asemenea utilizari prin ingerare a acestor uleiuri, dar acest lucru
impune si mai multa atentie. De exemplu eugenolul, dacd este ingerat in cantitati mai mari este
hepatotoxic si poate provoca boli (Eisenhut, 2007). Proprietdtile antioxidante ale uleiurilor esentiale,
atribuite compusilor precum timolul si carvacrolul, joacd, de asemenea, un rol in atenuarea bolilor
legate de stresul oxidativ, evidentiind in continuare beneficiile si riscurile potentiale ale acestora (Dhifi
et al., 2016).

Concluzionand, uleiurile esentiale, ca produse naturale cu activitate biologica complexd, au potential ca
alternative la biocidele sintetice, dar impactul lor eco-toxicologic necesita o analiza atenta si o evaluare
amanuntita pentru a echilibra beneficiile lor cu riscurile potentiale pentru sandtatea umana si mediu.

1.10. Concluzii

Uleiurile esentiale reprezinta o categorie de substante naturale cu o diversitate si complexitate
remarcabile. Aceste extracte vegetale contin o gama larga de compusi chimici, ceea ce le confera
proprietati valoroase pentru numeroase aplicatii industriale. Datoritd compozitiei lor variate, uleiurile
esentiale sunt utilizate in mod extensiv in industria farmaceutica, agriculturd, industria alimentara siin
produsele de salubritate.

Utilizarea uleiurilor esentiale are o istorie indelungatd, fiind documentatd inca din antichitate. Dovezile
arheologice si textele istorice sugereaza ca diverse civilizatii, de la egipteni la greci si romani, au
recunoscut si exploatat proprietatile benefice ale acestor substante naturale. De-a lungul timpului,
tehnicile de extractie a uleiurilor esentiale au evoluat semnificativ, de la metode primitive de presare si
macerare, la tehnologii avansate precum distilarea cu abur, extractia cu solventi, asistate cu
ultrasunete sau microunde, precum si extractia cu fluide in stare hipercritica.

Cercetarile stiintifice au confirmat ca uleiurile esentiale prezintd o gamad larga de proprietati benefice,
printre care se evidentiazd in mod deosebit efectele lor antifungice. Aceste substante naturale, extrase
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din diverse plante aromatice, s-au dovedit a fi eficiente in combaterea diverselor tipuri de fungi, oferind
o alternativa promitdtoare la tratamentele conventionale.

in domeniul protectiei lemnului impotriva atacurilor fungice, mai multe studii au evidentiat potentialul
antifungic al unor uleiuri esentiale naturale. in combaterea ciupercilor responsabile pentru putregaiul
brun sialb, s-au remarcat uleiurile de busuioc, oregano, cuisoare, scortisoard, cimbru si cimbru de vara.
Aceste uleiuri au demonstrat o eficacitate promitatoare in inhibarea cresterii si dezvoltarii acestor
agenti patogeni, oferind o posibila alternativd, potential mai ecologica, la tratamentele cu biocide
conventionale pentru protectia lemnului.

Desi uleiurile esentiale sunt adesea considerate, apriori, doar produse naturale benefice, implicit fara
riscuri de toxicitate si eco-impact, este important sa recunoastem ca acestea pot prezenta si anumite
riscuri. Compusii lor constituenti pot fi toxici la concentratii ridicate, ceea ce subliniaza necesitatea unei
abordari precaute in utilizarea lor. in consecintd, se impune o cercetare mai aprofundata a acestor
uleiuri, cu accent pe potentialul lor impact asupra mediului inconjurator. O intelegere exhaustiva a
proprietdtilor si efectelor acestor compusi naturali va permite o utilizare mai sigurd si mai responsabila,
atat pentru sandtatea umana, cat si pentru ecosistemele naturale.

Este esential sa se efectueze cercetari aprofundate privind eficacitatea pe termen lung si impactul
ecologic al utilizarii uleiurilor esentiale in protectia lemnului. Aceste studii ar trebui sa evalueze si sa
puna in balanta atat eficacitatea tratamentului, cat si potentialele efecte asupra mediului inconjurator.

Avand in vedere rezultatele promitdtoare care reies din literaturd, este esential sa investigam in
continuare unele uleiuri esentiale precum busuioc, oregano, cuisoare, scortisoard si cimbru de vara
privind aplicabilitatea lor in bioprotectia antifungicd a lemnului, tinand cont in acelasi timp si de
potentialul lor impact asupra mediului.

Rezultatele obtinute vor putea contribui la dezvoltarea unor metode alternative de bioprotectie
antifungica a lemnului care sa fie atat eficiente cat si sustenabile. Doar prin cercetare aprofundata
asupra oportunitdtilor si limitelor utilizarii EOs se va putea aprecia corect in ce masura utilizarea
acestor uleiuri esentiale reprezintd o solutie viabila si responsabila pentru bioprotectia lemnului.
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Capitolul 2 - Obiectivele cercetarilor experimentale

in contextul celor prezentate in capitolul anterior aceasts cercetare reprezintd o contributie originala
prin identificarea unor solutii alternative pentru bioprotectia antifungicd a lemnului, bazate pe produse
naturale din resurse vegetale regenerabile, care sa cumuleze eficienta biocidd cu un impact de mediu
redus si toxicitate cat mai scazuta pentru om.

in acest sens lucrarea vizeazd o selectie de uleiuri esentiale, produse naturale cu o compozitie extrem
de complexa, care le confera activitate biologica diversa, inclusiv antifungica. Promovarea unor astfel
de produse alternative, implica insa un demers stiintific asumat si responsabil pentru o caracterizare
complexa si testare, care sa considere si sa puna in balantd eficienta si aspectele de eco-toxicitate.

I Ulei esential a3

»!
>

Potential efect biocid

¢ o

Impact ecologic
acceptabil

Eficacitate
antifungica

® 6 & o

Substante cu

potentiala aplicare

Fig. 2.1 Schema principiala a ideii de baza si conceptului cercetarii

InFig. 2.1 este prezentata schema principiald de abordare metodica si structuratd a demersului stiintific
asociat acestei cercetdri, pentru identificarea, testarea si validarea uleiurilor esentiale cu potential
antifungic.

Punctul de plecare il constituie analiza bibliografica din capitolul 1, in urma careia sunt selectate uleiuri
esentiale promitdtoare. Acestea sunt apoi supuse unor teste screening riguroase pentru a confirma
potentialul biocid antifungic mentionat in literatura de specialitate. Uleiurile cu potential trec in etapa
urmadtoare, unde sunt evaluate simultan sub aspectul eficientei protectiei antifungice a lemnului si al
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_________________________________________________________________________________________________________________________________|
impactului ecologic. Doar uleiurile care indeplinesc ambele conditii sunt considerate pentru
aplicabilitate practica.

2.1. Scopul lucrarii

Scopul lucrdrii este testarea aplicabilitatii unor uleiuri esentiale in protectia antifungica a lemnului.
Ideea centrala a studiului este identificarea unor uleiuri esentiale care sa prezinte o eficientd adecvata
in protectia antifungica a lemnului, avand in acelasi timp o nocivitate redusa pentru om si mediu.

2.2. Prezentare generala a obiectivelor

Pentru atingerea scopului propus si considerand concluziile studiului literaturii de specialitate, in cadrul
acestei cercetari au fost stabilite o serie de obiective experimentale clare si bine definite, menite sa
ghideze intregul proces de cercetare.

Obiectivele concrete ale cercetdrilor experimentale au fost urmatoarele:
. 01: Stabilirea si validarea unui protocol analitic de laborator, complex, adecvat scopului lucrdrii;

. 02:Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu potential efect biocid antifungic pentru
protectia lemnului;

o 03: Evaluarea efectului biocid antifungic prin teste screening si selectarea produselor cu
potential;
o O4: Determinarea eficientei de protectie antifungica a lemnului si a potentialului impact ecologic

pentru produsele selectate;

Conceptul lucrdrii si obiectivele experimentale, au fost formulate cu scopul de a asigura o abordare
structurata si metodica a subiectului studiat, fiind urmarite pe tot parcursul cercetdrii. Fiecare obiectiv
a fost conceput pentru a contribui la aprofundarea cunostintelor in domeniul de interes si pentru a
facilita obtinerea unor rezultate relevante si valoroase. Astfel, s-a conturat un flux de cercetare coerent
sibine structurat, care a permis abordarea sistematica a temei investigate si atingerea scopului propus.

Cercetarea bibliografica a fost esentiala pentru a avea un punct de pornire concret si actualizat si pentru
atingerea primelor doud obiective ale proiectului. Prin selectarea unor variante de teste, adaptarea si
implementarea lor practicd, s-a elaborat un protocol analitic (R-01), rezultat al primului obiectiv (01).
De asemenea, identificarea si caracterizarea a cinci uleiuri esentiale cu proprietdti fungicide (02) a
condus la crearea unor fise de caracterizare a uleiurilor (R-02), reprezentand rezultatul celui de-al
doilea obiectiv.

Obiectivul 03 a fost atins prin aplicarea protocolului analitic dezvoltatin cadrul 01 asupra celor 5 uleiuri
selectate in cadrul 02. Rezultatele au constat in elaborarea unor fise de evaluare a potentialului biocid
pentru fiecare ulei (R-03-1), alegerea uleiurilor cu potential (2 uleiuri), realizarea unor fise de validare a
potentialului biocid pentru cele doud uleiuri alese (R-03-2) si realizarea unor fise de evaluare
comparativd a potentialului biocid a celor doua uleiuri functie de tipul de ciuperca (R-03-3).
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Obiectivul 04 a fost indeplinit cu succes prin utilizarea produselor selectate in cadrul obiectivului 03 si
aplicarea protocolului analitic dezvoltatin obiectivul O1. Rezultatele obtinute au permis efectuarea unei
analize comprehensive a eficientei antifungice a uleiurilor esentiale selectate, luand in considerare si

potentialul impact asupra mediului.

Fise de

rezultate validare rezultate
Fise caracterizare R-03 -1 R-03 -2 R-03-3
B-EO, C-EQ, O-EO, Potential Potential Potential

Fise de

Fise de

S-EO, T-EO antifungic antifungic comparativ
R-02
dentificare Caracterizare | FTIR ) ) s
: uIelL_lrl A' 5 EO selectate Microscopie optica
esentiale ‘ 02 GC-MS SEM
fungicide (EO)
— Selectare Tratare epruvete «
2 Selectare- Testare produse cu lemn (pentru test ] '> Test;:l saialare
g W Adaptare-Testare potentl:lfal blpmd > potential: minibloc)
o Teste screening an lougglc C-EO, T-EO 2
8 — R-03 -2
2 » Selectare- Evaluare
E V' Adaptare-Testare \ 4 eficienta biocid&
w Test minibloc ifungica
R ‘ PROTOCOL ANALITIC antilingica pe
R-01 v
‘ Selectare- Evaluare eco-
P Adaptare- Testare 04 impact
‘ Test fitotoxicitate
o1 CONCEPT METODOLOGIC

Fig. 2.2 Conceptul general al lucrdrii care evidentiaza conexiunile dintre obiective si rezultatele obtinute

In Fig. 2.2 se prezintd intr-o manierd schematic& structura lucrarii de cercetare, evidentiind obiectivele
principale si rezultatele asociate acestora. Aceasta reprezentare schematica oferda o imagine de
ansamblu asupra demersului de cercetare, facilitand intelegerea rapida a elementelor esentiale ale
lucrdrii si a relatiilor de interconectare dintre acestea.
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Capitolul 3 - Metodologia de cercetare

3.1. Concept metodologic

Conceptul metodologic reprezintd o componenta esentiala a structurii generale a lucrarii, fiind integrat
in aceasta (Fig. 2.2- chenar negru). Acesta cuprinde procesul de selectie, adaptare si implementare
practica a diferitelor tipuri de teste in vederea selectdrii variantelor adecvate pentru elaborarea
protocolului analitic specific obiectivelor lucrdrii, aplicarea acestuia pe parcursul intregii cercetari,
precum si alegerea materialelor sia metodelor de investigatie adecvate pentru caracterizarea acestora.
Dezvoltarea conceptului metodologic s-a bazat initial pe o cercetare aprofundata a literaturii de
specialitate si pe identificarea necesitatilor specifice de cercetare, in vederea indeplinirii obiectivelor
lucrarii.

Acesta este un concept metodologic complex ce cuprinde:

o Teste biologice pentru evaluarea potentialului biocid antifungic (teste screening) si evaluarea
eficientei protectiei lemnului (teste minibloc);

. Teste de fitotoxicitate pentru evaluarea potentialului impact ecologic;

o Metode moderne de investigare stiintifica: spectroscopie FTIR, gaz-cromatografie cuplata cu
spectrometrie de masa (GC-MS), microscopie optica si electronica (SEM).

3.2.Materiale

3.2.1. Hartie suport pentru teste biologice tip screening

Hartia de filtru cromatografica Whatman (nr.1 si nr.3) si Antibiotics test paper — Fisher Scientific (13
mm) au fost utilizate pe parcursul intregii cercetdri. Anterior tratamentelor, acestea au fost supuse unui
proces de sterilizare, fie prin autoclavare la 121°Ctimp de 20 de minute, intr-un recipient inchis ermetic
(pentru testele screening), fie prin expunere la radiatii UV cate 10 minute pe fiecare parte in hota
bacteriologicd (pentru testele de fitotoxicitate).

Tratamentele aplicate hartiilor de filtru au variat in functie de specificul fiecarui test, conform
descrierilor detaliate in capitolul corespunzator.
3.2.2. Material lemnos

Materialul lemnos folosit in testele minibloc (metodd adaptatad dupd EN 113:1995) a fost lemn masiv
de fag neaburit (Fagus sylvatical..) si alburn de pin (Pinus sylvestris.), acestea fiind speciile nedurabile
de referinta conform SR-EN 335:2002. S-au folosit epruvete cu dimensiuni de 20x20x5 mm (L x Ra x
Tg), debitate din material sandtos, fara defecte.

Epruvetele de lemn au fost sterilizate cu abur la temperaturd inaltd (121°C, timp de 20 de minute in
autoclava (REYPA AES 75)), conditionate in mediu controlat (22°C si 65% RH) pand la atingerea masei
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constante (in camera climaticd FEUTRON FKS 400). Aceste etape asigurd un nivel optim de umiditate
si elimind potentiala infestare biologicd a probelor inainte de tratamentul ulterior, respectiv testare.

3.2.3.Uleiuri esentiale

Cercetarea a fost realizatd utilizand cinci uleiuri esentiale pure (concentatie 100%), ambalate in sticlute
de 10 ml, comercializate sub marca Steaua Divind'’ (Tab. 3.1). Pe parcursul experimentelor, aceste
uleiuri esentiale au fost folosite atat in stare pura (C=100%), cat si diluate in doi solventi diferiti: alcool
etilic siulei de in (Tab. 3.2). Scopul acestei abordari a fost de a evalua eficacitatea si potentialul aplicativ
al uleiurilor esentiale in diferite conditii si concentratii, permitand o analiza comparativa a rezultatelor
obtinute. Utilizarea a doua tipuri de solventi a oferit, de asemenea, o perspectivd asupra compatibilitatii
si stabilitatii uleiurilor esentiale in medii diferite.

Tab. 3.1 Uleiurile esentiale (EO) utilizate experimental.

Nr.crt. | Ulei esential | Denumire stiintifica Cod
1. Busuioc Ocimum basilicum | B-EO
2. Cuisoare Eugenia caryophyllata | C-EO
3. Oregano Origanum vulgare 0-EO
4, Scortisoara | Cinnamomum verum | S-EO
5. Cimbru Satureja hortensis | T-EO

Tab. 3.2 Solventii utilizati experimental
Nr. . .
ot Denumire Producator Cod
1 Alcool etilic Chemical Etanol
2 Uleidein Fabryo - Ekonomic LO

3.2.4.Produse biocide clasice

In cadrul cercetdrii, au fost utilizate si unele substante biocide clasice cu eficienta recunoscuta (BRE),
precum sulfatul de cupru (CuS0.), Romalit N (55% CuS0./ 45% K,Cr-.05), cu scopul validarii protocolului

analitic.

Tab. 3.3 Produse biocide cu eficienta recunoscuta folosite experimental

Nr. | Denumire Principii . .
. . Producator Rolin cercetare
crt. produs | active/Compozitie
Sulfat de Validarea testelor
1 Sulfat de cupru ,
Cupru screening
] 55% CuS0./45% Preparatin Validarea testelor
2 Romalit N .
K2Cr20; laborator screening

7 https://www.steauadivina.ro/catalog/uleiuri-esentiale-10ml-71
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3.2.5. Material biologic — Fungi xilofage

in cadrul testelor biologice s-au utilizat, in diferite etape, cinci tipuri de ciuperci lignicole xilofage din
familia Basidiomycetes, existente in colectia micologicd a laboratorului din cadrul C11-ICDT. Dintre
acestea, o specie apartine categoriei de putregai alb, in timp ce celelalte patru specii fac parte din
categoria de putregai brun. (Tab. 3.4). Toate aceste fungi au fost utilizate in faza initiala de stabilire a
protocolului analitic. Ulterior, testdrile au fost efectuate in paralel, folosind cate o specie de putregai
brun si una de putregai alb, pentru a asigura o analiza comparativa a rezultatelor.

Tab. 3.4 Tipuri de fungi, denumire si coduri experimentale utilizate in lucrare™

Nr.Crt. Tip Denumire Cod
. Trametes versicolor(L.) Lloyd 1921 — din
1 Putregai alb TV
IndexFungorum
5 Putregai Coniophora puteana (Schumach.) P. Karst. 1868 cp
brun - din IndexFungorum
. Postia placenta(Fr.) M.J. Larsen & Lombard
Putregai .
3 b 1986 — din IndexFungorum PP
run
Sinonim: Rhodonia placenta (Fr.)
4 Putregai Gloeophyllum trabeum (Pers.) Murrill 1908 — GT
brun din IndexFungorum
c Putregai Serpula lacrymans (Wulfen) ). Schrot. 1888) — SL
brun din IndexFungorum

Ciupercile de putregai brun sunt responsabile pentru descompunerea selectivda a celulozei si
hemicelulozelor din lemnul infectat. Acest proces lasa in urma un reziduu bogat in lignind, de culoare
bruninchis, care prezinta multiple fisuri si crdpaturi interne, atat in directia fibrelor, cat si perpendicular
pe acestea. Ca rezultat al acestei degraddri, lemnul afectat se dezagregheaza in fragmente cubice (Fig.
3.1 b), compromitand integritatea structurald a materialului.

Ciupercile de putregai alb poseda un sistem enzimnatic complex care le permite sa descompuna eficient
toti compusii chimici principali (celuloza, hemicelulozele si lignina), desi uneori lignina este degradata
preferential. Degradarea ligninei din stratul de lipire duce la albirea lemnului si tendinta de separare a
elementelor anatomice, proces cunoscut sub numele de defibrare (Fig. 3.1 a).

'8 https://www.indexfungorum.org/names/Names.asp

' Numele actual este Rhodonia placenta (Fr.) Niemeld, K.H. Larss. & Schigel, in Niemeld, Kinnunen, Schige & Larsson, Karstenia 45(2): 79
(2005), dar deoarece susa ciupercii folosite in lucrare a fost adusd de la NIBIO (Norvegian Institute of Bioeconomy Research — Forestry and
Forest Resources) Norvegiain anul 2015, sub numele de Postia placenta, pe parcursul intregii cercetdri s-a folosit aceastd denumire si s-au
inscriptionat toate probele cu codul PP, in lucrare se va folosi aceastd denumire, care este sinonima celei curente.
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a b

Fig. 3.1 Aspectul lemnului atacat de ciuperci de putregai alb (a) si brun (b)*

3.2.6. Mediu de cultura - teste biologice

In toate testele biologice s-a utilizat un mediu de cultura de tip MEA (extract de malt/agar). Mediul de
culturd s-a preparat intr-un vas Erlenmeyer, din extract de malt (extract de malt standard, de la firma
ROTH) si agar (agar-agar, purificat si fara inhibitori pentru microbiologie, de la firma MERCK si ulterior
ROTH), utilizand 40 g malt si 20 g agar pentru 1 litru apd distilata. Dizolvarea s-a realizat la rece, prin
agitare dupa care vasul a fost acoperit cu un dop si sterilizat la temperatura de 121°C, timp de 20 de
minute 1n autoclava (REYPA AES 75). Dupa sterilizare, mediul a fost repartizat in cutii Petri (30 ml
mediu/cutie) si lasat la racit timp de 24h, in hota bacteriologica (APRIL, model HVF 1200 cu flux laminar
vertical) cu o expunere de jumatate de ord la UV, pentru a preveni contaminarea.

3.2.7. Seminte pentru teste de fitotoxicitate

In cadrul studiului de fitotoxicitate, s-au utilizat initial doud specii de seminte, si anume salat (Lactuca
sativa L) si creson (Lepidium sativum L.), pentru a evalua potentialul impact al substantelor testate
asupra germinatiei semintelor si dezvoltarii germenilor. Cu toate acestea, pe parcursul experimentului,
s-aluatdeciziade a se lucra exclusiv cu semintele de salata, datorita dezvoltarii mai rapide a germenilor
sia manevrabilitatii mai bune a acestora. Semintele folosite au fost achizitionate din surse comerciale,
fiind furnizate de firma Agrosel in pliculete de 4 grame, pentru a se asigura uniformitatea si calitatea
materialului biologic utilizat in cadrul testelor de fitotoxicitate.

3.3. Echipamente utilizate pentru pregatire probe si teste biologice

Experimentele din cadrul cercetarii s-au realizat in cadrul Laboratorului de teste biologice siimbatranire
din cadrul Centrului de cercetare C11: Eco-design de mobilier, restaurare si certificare in industria
lemnului; din cadrul ICDT al Universitatii Transilvania din Brasov, folosind echipamentele din dotare.

20 http://website.nbm-mnb.ca/mycologywebpages/naturalhistoryoffungi/saprotrophs.html
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Camera climatica FEUTRON KPK 400, permitand setarea si controlul precis al parametrilor de mediu,
precum temperatura, umiditatea si iluminarea, a fost utilizata pentru conditionarea epruvetelor din
lemn in diferite etape experimentale, precum si pentru realizarea testelor de fitotoxicitate.

Incubatorul biologic cu control de umiditate si temperatura, modelul CLIMACEL 404 Comfort produs de
BMT Cehia, reprezintd o camerd climatica de inalta performantd, care ofera un mediu controlat cu
precizie, ea fiind utilizata pentru toate testele biologice cu fungi (screening, minibloc si teste originale
dezvoltate pentru evaluare potentiald aplicabilitate EO in conservare-restaurare).

Hota bacteriologica APRIL - model HVF 1200, cu flux laminar vertical si lampa pentru sterilizare UV, a
reprezentat un echipament esential si intens utilizat pe parcursul intregului proces de cercetare: Hota
bacteriologica este conceputa pentru a reduce riscul de contaminare accidentala a probelor, respectiv
invalidarea testelor, cat si pentru a crea conditii de siguranta pentru operator. Pregdtirea testelor cu
fungi (turnarea mediilor sterile, inocularea mediilor, montarea testelor, finalizarea testelor), sterilizarea
cu UV a hartiilor pentru testele de fitotoxicitate, precum si si alte etape intermediare s-au facutin nisa
acestui echipament. Caracteristicile tehnice ale hotei au asigurat un mediu steril si controlat,
indispensabil pentru desfdsurarea precisa si in conditii optime a experimentelor.

Statia de sterilizare cu abur si temperatura - Autoclava REYPA AES 75 a fost folositd pentru sterilizarea
epruvetelor, hartiilor, mediului de cultura si instrumentarului. Prin utilizarea aburului sub presiune si a
temperaturilor ridicate (pmax=2.5 bar, T=121°C, durata 20 min), acest dispozitiv elimina
microorganismele si asigura sterilizarea materialelor si instrumentarului. De asemenea, prin re-
sterilizarea instrumentarului si a tuturor materialelor/deseurilor rezultate la finalul testelor se asigura
reducerea riscului de infestare necontrolatd a laboratorului, ca o conditie esentiala pentru realizarea
unor teste corecte.

Etuva VENTICELL 111 Comfort BMT Cehia s-a utilizat la uscarea materialului lemnos pentru aducerea
la masa anhidrd, determinarea umiditatii si alte intrebuintari.

Incubatorul biologic cu rdcire FRIOCELL 222 BMT Cehia a fost folosit pentru mentinerea fungilor in
stare de hibernare.

3.4. Metode de investigare si echipamente

in Tab. 3.5 sunt prezentate pe scurt metodele de investigare folosite pe parcursul prezentei cercetdri
pentru caracterizarea uleiurilor esentiale, identificarea/evidentierea biodegradarii suferite de
epruvetele expuse la fungi, unele particularitati ale fungilor de putregai si analiza germenilor din cadrul
testelor de fitotoxicitate.
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Tab. 3.5 Metode de investigare utilizate in cadrul cercetarii

L Epruvete .
Metoda de Epruvete | Uleiuri .| Test . . Localizare
. . . lemn Fungi . Echipament folosit .
investigare lemn esentiale fito echipament
! tratate
Macroscopic Aparat Foto Canon
- Evaluare 400D Telefon
. . DA DA DA DA DA ICDT Brasov
vizuala Samsung note 10 '
- Foto plus Lupa
Stereomicroscop
Microscopie Nikon
. DA NU DA DA DA ICDT Brasov
optica SMZ25/SMZ18 !
Microscop portabil
Spectrometrie Spectrometrul FT-IR
NU DA DA NU NU ICDT Brasov
FT-IR BRUKER ALPHA !
Gaz Focus GC echipat cu
cromatografie un Spectrometru de
cu masa DSQIl si un FSIM UBB Cluj-
. NU DA NU NU NU "
spectroscopie autosampler TriPlus | Napoca
de masa (Thermo Electron
GC-MS Corporation)
Microscopie Ecole
electronica cu Supérieure du
. DA NU DA NU NU FEI, Quanta 250 .
baleiaj Bois from
SEM Nantes-France

3.4.1. Analiza macroscopica

Echipamente precum aparatul foto Canon 400D si camera foto a telefonului Samsung Note10+, au fost
utilizate pe parcursul tuturor etapelor cercetarii. Cu ajutorul acestor dispozitive s-au obtinut fotografii
precise si deinaltd calitate, asigurand astfel documentarea tuturor pasilor intreprinsi in cadrul studiului.
De asemenea, evaluarea evolutiei dezvoltdrii fungice in diferitele teste biologice s-a bazat pe tehnica
foto cuplata cu masuratoriin Corel Draw.

3.4.2. Microscopie optica

Investigatiile microscopice au fost efectuate utilizand doua instrumente de precizie: un microscop
digital portabil si un stereomicroscop NIKON SMZ25/SMZ18. Aceste aparate ofera imagini de inalta
rezolutie si permit o analiza detaliata a probelor. Au fost analizate atat epruvete de lemn netratat cat
si tratat, expuse si neexpuse la fungi, probe de miceliu si chiar si germeni rezultati in urma testului de
fitotoxicitate.
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3.4.3. Spectrometrie FT-IR

Spectrometriaininfrarosu cu transformata Fourier (FT-IR) (BRUKER ALPHA) cu reflexie totald atenuatd
(ATR) este o tehnica analitica valoroasa pentru studiul compozitiei/structurii chimice a compusilor
organici, precum si pentru evidentierea modificdrilor structurale asociate unor procese chimice sau
biochimice. Aceasta metoda permite obtinerea rapida a informatiilor spectrale (spectre de vibratie cu
maxime de absorbtie specfice diferitelor tipuri de legaturi chimice, grupe functionale, entitati
structurale), fard a fi necesara o pregadtire prealabilda a probei. Aceastd metoda s-a folosit pentru analiza
comparativd a uleiurilor esentiale, precum si pentru investigarea probelor de lemn control si tratate,
ne-expuse si expuse in teste biologice.

inregistrarea spectrelor s-a facut in modul ATR, cu compensare atmosfericd, in domeniul 2000-600
cm™’, la o rezolutie de 4cm™ si 22 de scandri per spectru. Pentru fiecare situatie s-au inregistrat si
prelucrat ulterior minimum 3 spectre (3 probe paralele). Prelucrarea spectrelor s-a facut cu softul
dedicat OPUS si a constat in corectarea liniei de baza, netezire (atenuare zgomot cu functia smooth),
calcularea mediei pentru inregistrarile multiple (minimum 3) pe aceeasi proba. Spectrele medii au fost
ulterior normalizate (Min-Max). Asocierea maximelor de absorbtie (picuri) cu particularitati structurale
specifice, respectiv cu componenti chimici ai materialelor analizate s-a facut pe baza datelor din
literatura de specialitate si baze de date disponibile online.?'*?

3.4.4.Gaz cromatografie cuplata cu spectroscopie de masa GC-MS

GC-MS s-a folosit ca si metoda de baza pentru caracterizarea uleiurilor esentiale din punct de vedere
al compozitiei chimice complexe. Analizele s-au realizat in cadrul Facultatii de Stiinta si Ingineria
Mediului, Universitatea Babes Bolyai din Cluj-Napoca.

Preparare probe: Dilutie 1:1 v/v cu metanol

Pentru analiza uleiurilor volatile s-a utilizat un cromatograf de gaze model de Focus GC echipat cu un
Spectrometru de masa DSQII si un autosampler TriPlus (Thermo Electron Corporation). Injectarea s-a
facut cu divizarea probei utilizand un raport de divizare (splitare) de 1:100. Separarea s-a efectuat pe o
coloana DB-5MS (25 m x 0,25 mm x 0,25 pm) cu un gradient de temperaturd (pornind de la 45°C cu un
gradient de 5°C/minut pand la 210°C). Faza mobild a fost heliu 99.999% puritate la un debit 1,0 mL/min.

Temperatura injectorului si a liniei de transfer a fost de 250°C. Temperatura sursei de ionizare a fost
de 220°C, iar pentru ionizare s-a folosit o tensiune de 70 eV. Detectarea compusilor a fost efectuatd in
modul SCAN utilizand un raport m/z cuprins intre 50 si 250 uam. Identificarea compusilor s-a facut prin
compararea spectrelor obtinute cu cele ale compusilor din librdria de spectre NIST.”* Doar compusii
pentru a cdror probabilitate de identificare a depasit 50% au fost luati in considerare.

21 http://www.irug.org/resources/spectral-databases-for-infrared

22 https://sdbs.db.aist.go.jp/

23 https://www.nist.gov/srd/nist-standard-reference-database-1a
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3.4.5. Microscopie electronica tip SEM (Scanning Electron Microscopy)

S-arealizat in cadrul Ecole Supérieure du Bois din Nantes-Franta, utilizand un Microscop Electronic tip
Environmental SEM (FEIl, Quanta 250), in modul low vacuum (LoVac). Imaginile au fost colectate
folosind o tensiune de accelerare de 5-7 kV si o presiune partiala de 70-90 Pa.

Investigatiile s-au facut pe probe de lemn control si expuse atacului fungic in teste minibloc si au vizat
particularitatile atacului fungic (colonizare) si al degradarilor determinate in structura microscopicd a
lemnului. Au fost examinate fetele cu sectiune transversala a probelor, dupd o prealabila indepartare a
stratului de suprafata prin tdiere “curata” cu lamd noua pentru a permite o vizualizare cat mai bund a
structurii lemnului/evidentierea elementelor anatomice. Zonele observate au fost amplasate la
aproximativ 1-2 mm de fata de asezare a probelor pe sita suport (fata cea mai apropiatd de miceliul
dezvoltat pe mediul de agar, iar imaginile SEM au fost luate la magnificari de 300x, 600x si 1200x.

3.5. Softuri utilizate

Pe parcursul cercetdrii si a elabordrii prezentei lucrari s-au utilizat diferite softuri pentru prelucrarea
diferitelor tipuri de date. Acestea sunt prezentate in Tab. 3.6.

Tab. 3.6 Softuri utilizate pe parcursul lucrarii

Nr.crt | Denumire Scop
1 Microsoft Word Editare documente
2 Microsoft Excel Calcul tabelar
3 Opus Prelucrare spectre FTIR
CorelDraw; Inkscape; el .
4 Miro Scheme, mdsurdtori crestere miceliu pe poze
5 Photoshop, Paint Prelucrare foto
Zotero Soft gestionare referinte bibliografice

3.6.Teste pentru evaluarea potentialului biocid, eficientei si eco-impactului

In cadrul acestei cercetdri, au fost atent identificate/selectate, adaptate si realizate diverse tipuri de
teste biologice standardizate sau consacrate prin cercetdri anterioare. Totodatd, au fost concepute si
utilizate teste originale, pentru a raspunde nevoilor specifice ale obiectivelor de cercetare. Un sumar al
testelor bio este prezentatin Tab. 3.7.

Au fost efectuate initial 7 teste de tip screening (evidentiate cu fundal albastru in Tab. 3.7) pentru
determinarea potentialului biocid antifungic al produsului. Ulterior, protocolul analitic a fost rafinat,
fiind selectate doar doua teste, iar in final s-a optat continuarea cercetdrilor cu un singur test, care s-a
dovedit a fi cel mai relevant si cu referinte in literatura.

Evaluarea eficientei fungicide si a impactului ecologic al unui produs destinat tratarii lemnului a fost
realizata prin intermediul a doua teste specifice. Pentru determinarea eficacitatii fungicide, s-a aplicat
un test de tip minibloc R, evidentiat prin fundal galben si scris negru in Tab. 3.7. In ceea ce priveste
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evaluarea eco-impactului, mai precis a fitotoxicitatii produsului, s-a apelat la un test de fitotoxicitate
TF, marcat in acelasi tabel Tab. 3.7 prin fundalul verde.

Tab. 3.7 Tipuri de teste realizate pe parcursul cercetarii

Nr
- Tip test Denumire test Cod Referinta
cr
Vek et al.
1 Metoda Humar and Pohleven HP
(2013)
Vek et al.
2 Metoda Humar and Pohleven HPI
(2013)
Reinprecht
3 Test Reinprecht R etal.
(2003)
S Test CT (test adaptat dupa testul o
4 | Evaluare potential biocid _ cT Original
! Reinprecht)
Delenk et
5 Test ICWSE DH
al. (2015)
; Panek et
6 Test RS (Reinprecht) RS
al. (2014)
Viuda-
7 Metoda dilutiei in mediu de agar VM Martos et
al. (2008)
Nr : : -
- Tip test Denumire test Cod Referinta
cr
Evaluare eficienta o Panek et
8 oL Test minibloc R
biocida al (2014)
, i o Combinat
9 Evaluare eco-impact Test fitotoxicitate TF
Adaptat

Pe parcursul capitolelor viitoare, fiecare test prezentat in Tab. 3.7 va fi analizat in detaliu, oferindu-se
explicatiile necesare cu privire la metodologia, scopul, importanta acestuia si rezultatele obtinute.
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Capitolul 4 - Stabilirea si validarea unui protocol analitic de laborator

Acest capitol urmdreste stabilirea unui protocol analitic, util in atingerea tuturor obiectivelor propuse.

in Fig. 4.1 este prezentat schematic protocolul analitic care cuprinde trei tipuri de metode de testare.
In primé faza se studiaza potentialul antifungic al produselor utilizate. Astfel este necesar a se stabili o
metodologie de testare care sa permita stabilirea efectul biocid antifungic. Dupa aceasta prima faza in
care s-a demonstrat eficienta produselor asupra fungilor, se poate trece la urmatoarea etapa care
cuprinde alte doua tipuri de teste, unul care evalueaza efectul antifungic demonstrat, prin testarea
produsului pe lemn siin paralel se studiaza impactul ecologic.

Identificare/selectare din

Metode de

literatura
evaluare a —
e et Adaptare conform obiectivelor
. . tezei
antifungic

Testare pe substante biocide cu

(teste screening) eficienta recunoscuta (BRE)

Protocol analitic

Metode de evaluare Metode de evaluare
a eficientei a impactului
fungicide ecologic

A A

v v

Preluare/adaptare teste de

Metode adaptate acceptate f'tﬁ?;::;ate
international (Minibloc)

e TS ree T Testare in laborator pe
substante biocide cu eficienta

recunoscuta (BRE)

Fig. 4.1 Schema protocolului analitic
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4.1, Teste screening

Principial, testele screening urmaresc identificarea rapidd a substantelor cu potential biocid, relevatin
prin inhibarea dezvoltarii/efectul letal asupra fungilor inoculate controlat pe un mediu de cultura steril.
Aceste teste se incadreazd in categoria de teste in vitro.

Testele screening se utilizeaza pentru selectarea preliminara a produselor biocide, inaintea testdrii
eficientei de bioprotectie a lemnului prin metoda clasica EN 113, care este laborioasa si de lunga
durata.

in literatura de specialitate sunt prezentate diferite teste de tip screening, cu aplicabilitate generald sau
specifica pe alte domenii decat protectia lemnului: protectia patrimoniului documentar (Borrego et al,,
2012; GOMEZ DE SARAVIA et al., 2008), agriculturd (Urgeova et al., 2013), nutritie (Gatto et al., 2016;
Gurnani et al., 2016; Juarez et al., 2015; Varona et al., 2013; Viuda-Martos et al., 2008), medicina (Ullah
et al., 2016).

Testele screening se impartin trei categorii, in functie de modul prin care substantele cu potential biocid
ajung in mediul de culturd, pe care il transformad intr-un mediu toxic, nefavorabil dezvoltarii fungice:

. Metode de difuzie — in care substantele difuzeaza in mediul de cultura (gelifiat) de pe un material
suport (rezervor) aplicat pe mediul de culturg;

. Metode de aplicare pe mediu — in care substantele cu potential biocid se aplica pe suprafata
mediului gelifiat;

. Metode de dilutie directa - in care substantele cu potential biocid testate sunt adaugate direct,
la anumite dilutii, in mediul de cultura (aflat in stare lichidd, inainte de repartizare in cutii si gelifiere).

Identificarea celei mai potrivite metodologii de testare preliminara a efectului biocid al uleiurilor
esentiale a necesitat mai multe etape experimentale in care s-au realizat 7 tipuri de teste screening,
alese din literatura si adaptate (Tab. 3.7 de la 1-7).

Pentru validarea testelor de tip screening s-au folosit substante biocide cu eficienta recunoscutd (BRE-
Sulfat de cupru (CuSO.) si Romalit N (55% Sulfat de cupru Cu SO, + 45% Bicromat de potasiu K.Cr.0,))
precum si o prima selectie de uleiuri esentiale, alese dupa studiul bibliografic.

In Fig. 4.2 sunt prezentate schemele principiale ale testelor screening realizate. Pentru fiecare situatie
in parte inoculul de ciuperca s-a plasat pe mediu, in pozitie centrald, cu miceliul in jos in contact cu
mediul.

Fiecare cutie Petri a fost sigilatd cu parafilm si inscriptionata corespunzator. Cutiile au fost introduse in
camera de cultura (CLIMACEL 404 Comfort BMT Cehia) la temperatura de 23+2°C si umiditatea de
75x5%. Dezvoltarea fungicd s-a monitorizat si documentat fotografic la diverse intervale de timp.
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_Cutie Petri Cutie Petri _Cutie Petri

Inocul ciuperca Inocul ciuperca Inocul ciuperca

\ N _Jumatati disc
a hértie Whatman

Disc hartie Whatman
(cate 2 suprapuse)

|\ Disc hartie Whatman|

Mediu agar-malt Mediu agar-malt “\Mediu agar-malt

a Test HP (HPI) b TestR cTestCT

Cutie Petri Cutie Petri
/- Cutie Petri /

Inocul ciuperca Inocul ciuperca

4 Inocul ciuperca

Disc hartie
Whatman

Mediu agar-malt Mediu agar-malt

Mediu agar-malt + substanti (otravit)

d Test DH e Test RS f Test VM
Fig. 4.2 Schemele principiale ale testelor screening

4.1.1. Metoda Humar and Pohleven (Test HP -Fig. 4.2 a)

Testul s-a realizat conform metodologiei prezentate de Vek et al. (2013) ce au preluat metoda propusa
de Humar and Pohleven (2007).

In test s-au folosit discuri de hartie (13 mm diametru) de filtru cromatografica de tip Whatman nr.1.
Acestea s-au plasat in cutii Petri, pe un mediu de agar si malt gelifiat (24 h in hota bacteriologicd), cate
8 discuriin fiecare cutie sub forma de cruce (2 cate 2) si s-au picurat cu cate 100 microlitri de solutie pe
fiecare.

In fiecare cutie Petri patru hartii au fost picurate cu apa distilata - control (numerotate 2 si 2), iar
celelalte patru (numerotate 1 si 1) cu substantad biocida cu eficienta recunoscutd BRE (cu sulfat de cupru
in unele cutii si cu Romalit N in alte cutii). Inocularea s-a realizat la cateva minute dupa asezarea
hartiilor.

4.1.2. Metoda Humar and Pohleven (Test HPI -Fig. 4.2 a)

In cazul acestui test s-au folosit discuri de hartie (13 mm diametru) de filtru cromatografica de tip
Whatman nr.1. Acestea au fost imersate 1 minut in solutii, iar apoi uscate si plasate in cutii Petri, pe un
mediu de agar si malt gelifiat (24 h in hota bacteriologica), cate 8 discuri in fiecare cutie sub forma de
cruce (2 cate 2).

In fiecare cutie Petri patru hartii au fost tratate cu apd distilatd - control (numerotate 2 si 2), iar celelalte
patru (numerotate 1 si 1) au fost tratate cu substanta biocidd cu eficientd recunoscutd BRE (cu sulfat
de cupru in unele cutii si cu Romalit N in alte cutii). Inocularea s-a realizat dupa asezarea hartiilor pe
mediu.
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4.1.3. Testul Reinprecht (Test R-Fig. 4.2 b)

in acest caz s-au folosit discuri de hartie (diametru 8 cm) de filtru cromatograficd de tip Whatman nr.1,
cu cate un orificiu la mijloc pentru inocul. Acestea au fost imersate timp de 1 minut in solutii (apa
distilata — control si substante biocide cu eficienta recunoscuta BRE - sulfat de cupru si Romalit N),
uscate si plasate in cutii Petri, pe mediu de agar si malt gelifiat (24 h in hota bacteriologica). in fiecare
cutie s-a folosit o singura hartie/solutie. Inocularea s-a realizat la cateva minute dupd asezarea
hartiilor.

4.1.4. Testul adaptat dupa Reinprecht (Test CT-Fig. 4.2 c)

Necesitatea utilizarii unei probe control a dus la adaptarea testului Reinprecht (test R), discurile de
hartie mari au fost injumatdtite, permitand astfel amplasarea intr-o singura cutie Petri atat a unei
solutii biocide cu eficientd recunoscutd - BRE (numerotat 1 - sulfat de cupru, Romalit N) cat si a solutiei
control (numerotat 2 — apa distilatd). Hartiile au fost de asemenea imersate timp de 1 minut si uscate
inainte de asezarea lor in cutie, pe mediu gelifiat (24 h in hota bacteriologica). Inocularea s-a realizat la
cateva minute dupa asezarea hartiilor.

4.1.5. Testul ICWSE (Test DH - Fig. 4.2 d)

in cutii Petri, pe suprafata mediului de malt-agar gelifiat (24 h in hota bacteriologicd), s-au picurat si s-
auimprastiat uniform, cu spatula, 200 microlitri de solutie (1 solutie/cutie Petri). Dupd 5 minute inoculul
de ciupercd s-a plasat pe mediu.

4.1.6. Testul RS (Reinprecht - Fig. 4.2 e)
Inoculul de ciuperca s-a plasat pe mediu, in pozitie centrald, inainte de plasarea hartiilor.

Pentru acest test s-au folosit discuri de hartie cu diametru de 13 mm (Antibiotics test paper — Fisher
Scientific), cate patru bucati in fiecare cutie Petri. Dintre acestea, 3 hartii tratate cu substanta de testat
(substante biocide cu eficienta recunoscutd — BRE — sulfat de cupri si Romalit N — numerotate 1) siuna
control (apa distilatd — numerotatd 2) (Fig. 4.2 e). Hartiile au fost in prealabil sterilizate, iar pe urmd au
fost imersate timp de 10-15 secunde in solutii si apoi plasate pe o hartie de filtru (sterilizata anterior in
etuvd) pentru a elimina surplusul, iar apoi asezate pe mediu la 2 cm fata de inocul (dupd o schema
printatd).

4.1.7. Metoda dilutiei in mediul de agar (Test VM- Fig. 4.2 f)

Mediul de culturd, preparat dupa cum s-a prezentat in sectiunea 3.2.6, dupa sterilizare, se lasd la racit
pand ce ajunge la temperatura de 40-45°C. La aceastd temperaturd se adaugd in mediu substanta de
testat (hidrodiluabild sau nu), se agitd si abia pe urma se repartizeaza in cutiile Petri. Se lasd in hota la
gelifiat, pentru 24h, dupa care se inoculeaza cu ciuperca.
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4.1.8. Evaluarea calitativa si cantitativa in testele screening

Evaluarea calitativa s-a realizat prin analiza vizualda a modului de dezvoltare a ciupercii din inoculul
initial si documentare fotograficd, dupa urmatoarele intervale de timp de la inoculare: 7, 9, 11 si 15 zile.
S-a urmadrit gradul de dezvoltare/extindere a miceliului ciupercii precum si eventuala orientare
preferentiala (control vs. biocid). Acest lucru a fost necesar atat pentru a urmari evolutia dezvoltarii
ciupercii functie de conditiile de testare cat si pentru a stabili perioadele de examinare relevante si
duratele maxime de testare (stabilindu-se in final intervalele 3, 5, 7, 9, si 11 zile de |a punerea in test).

Cuantificarea rezultatelor vizuale (evaluare cantitativa) s-a realizat astfel:

Pentru testele HP, HPI, R, CT, DH si VM s-a elaborat o metodd de mdsurare a dezvoltdrii miceliului
ciupercii facuta pe fotografii, in softul CorelDraw si de calculare a unui Indice de dezvoltare (l) care
reprezintd raportul dintre cresterea ciupercii inspre/pe solutia de testat si cresterea ei inspre/pe solutia
control (initial).

Pentru fiecare test in parte s-a elaborat o schema specifica de masurare prezentatd in Fig. 4.3.
Dacd I>1, substanta testata prezinta efect de potentare a dezvoltarii ciupercii.

Daca I=1, substanta nu are efect vizibil, nici nu potenteaza si nici nu inhiba dezvoltarea ciupercii.
Dacd I<1, substanta prezintd potential biocid, prin incetinirea sau stoparea dezvoltdrii ciupercii.
Daca |=0, substanta are efect biocid, omorand ciuperca.

> Ciuperca _Ciupercé

Ciuperca

bTestR cTestCT

Ciuperca Ciuperca

d Test DH e Test VM
Fig. 4.3 Reprezentarea schematica a modului principial de masurare a gradului de dezvoltare a ciupercii

(evaluare cantitativa)
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In cazul testelor HP si HPI solutia de testat si solutia control sunt in aceeasi cutie Petri. in aceste cazuri,
indicele de dezvoltare a ciupercii se calculeaza conform Ec. 4.1.
I= ﬁ Ec. 4.1
Unde:
am - dezvoltarea mdsurata pe foto a ciupercii (in mm) inspre solutia control
bm - dezvoltarea masurata pe foto a ciupercii (in mm) inspre solutia de verificat
ia Si ip - dimensiuniile masurate pe foto ale inoculului

Pentru testele R, DH si VM substanta de testat si cea control sunt in cutii Petri diferite. in aceste cazuri,
indicele de dezvoltare a ciupercii se calculeaza conform Ec. 4.2.

M
I = Ec. 4.2

M control

Unde:
M - media cresterii ciupercii in cutia Petri continand substanta de testat;
Meontrol - Media cresterii ciupercii in cutia Petri continand substanta control.

M= (am— ia);-(bm— ip) Ec. 4.3

Unde:
am Si bm - dezvoltarea masurata (in mm) a ciupercii pe cele douad axe;
ia Si Ib - dimensiunile masurate ale inoculului pe cele doua directii.

In cazul testului CT, solutia de testat este plasata de asemenea in aceeasi cutie Petri cu solutia control.
Indicele de dezvoltare a ciupercii se calculeaza conform Ec. 4.4.

b.
== Ec. 4.4

am
Unde:
am - dezvoltarea masurata (in mm) a ciupercii inspre zona cu solutie control
bm - dezvoltarea mdsuratd (in mm) a ciupercii inspre zona cu solutia de testat

Acest test s-a utilizat de mai multe ori, dezvoltandu-se ulterior alti doi indici, pe baza acelorasi
masurdtori prezente in schema: un Indice relativ de dezvoltare (ID) a ciupercii si un Indice de reducere
a dezvoltarii (IRD)

Indice relativ de dezvoltare a ciupercii se calculeaza (ID, %)

ID ="m % 100 Ec.4.5

am

Indicele de reducere a dezvoltarii ciupercii se calculeaza (IRD, %)

IRD = %m=Pm » 100 Ec. 4.6
am
Unde:
am - dezvoltarea mdsurata (in mm) a ciupercii inspre zona cu solutie control;

bm - dezvoltarea masurata (in mm) a ciupercii inspre zona cu solutia de testat.
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Pentru Testul RS s-a preluat metoda de evaluare cantitativa de la laboratorul de teste micologice de la
Universitatea tehnica din Zvolen, respectiv metoda aplicata de profesorul Reinprecht si anume
masurarea cu rigla a cresterii miceliului pe mediu si pe hartie (Fig. 4.4).

Masurarea s-a facut pand la acoperirea totald a hartiilor control de cdtre miceliu, sau pana la finalul
numadrului de zile a testului (14, ulterior 11 zile).

Ciuperca Ciuperca

» #,
3 mas 3 mas

Fig. 4.4 Reprezentarea schematica a modului principial de masurare a gradului de dezvoltare a ciupercii

(evaluare cantitativa) pe mediu (stanga) si pe hartie (dreapta) pentru testul RS

Aceste valori sunt importante pentru a putea calcula cei doi indici: indicele de inhibitie a cresterii
ciupercii pe mediu (lso, %) (Ec. 4.7) si indicele de inhibitie a cresterii ciupercii pe hartie (lpaper, %) (EC. 4.8).

Iso1 = "EX x 100 Ec. 4.7
Unde:
l.z0 — zona de inhibitie spre hartiile tratate;
lz£0=((1 max=Tmas)+(2max=2mas) +(3max-3mas))/ 3;
l.c — zona de inhibitie spre control;
lzc = Crnax—Crnss;

20 - distanta maxima teoretica dintre inocul si hartie.

In cazul masurarii cresterii miceliului pe hartie, valorile maxime posibile (1ma=2max=3max=Cmad sunt
egale, deoarece discurile de hartie sunt taiate la aceeasi dimensiune, in acest caz max=12 mm.

Lc—-L
Ipaper = 2% x 100 Ec.4.8

Unde:
Lc — media lungimii cresterii pe hartia control Le=Cnas;
Leo — media lungimii cresterii pe hartiile tratate Leo=(1mss+2mas+3mss)/3.

4.1.9. Realizarea de teste screening pentru stabilirea unui protocol de aplicat in cercetare

O prima etapd a cuprins testele screening HP,HPI, R, CT, DH prezentate in Tab. 3.7 realizate cu o singura
ciuperca de putregai brun Coniophora puteana — notata CP si substantele biocide cu eficienta
recunoscuta (BRE): sulfat de cupru si Romalit N (notat RN). S-a facut o singura proba pe test.
Rezultatele obtinute sunt incluse in Baza de date BD-01/1.
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in Fig. 4.5 se prezintd comparativ evolutia dezvoltdrii ciupercii in timp in cazul fiecdrui test, pentru
probele control (apa distilatd) si sulfat cu cupru (in aceeasi cutie sau cutii diferite dupa caz). Se observa
ca durata maxima de testare de 11 zile este optimd, interval de timp in care ciuperca acopera in
totalitate suprafata mediului de cultura din cutia Petri. Dupd acest interval dezvoltarea ciupercii nu mai
poate oferi informatii relevante scopului testarii.

Totodatd analiza acestor imagini evidentiaza modul specific prin care se poate evalua potentialul biocid
antifungic in aceste teste. in testele HP, HPI si CT, care contin atat controlul si cat proba testats, efectul
biocid se observd clar si mdsurabil prin tendinta preferentiala de dezvoltare spre zona control. Dintre
aceste teste, aceastd evidentiere apare mai clara in cazul testului CT.

in testele DH si R efectul biocid se observa prin inhibarea totala a dezvoltarii ciupercii, in cutiile cu sulfat
de cupru si Romalit N.

Astfel se poate observa cd testul HP a indicat clar efectul biocid pentru sulfatul de cupru (dezvoltare
preferentiala spre zona de control cu apd distilatd - Fig. 4.5), dar a fost neconcludent pentru Romalit N,
desi eficienta biocida a acestuia este clar dovedita in practica.

Testul HPI a oferit rezultate similare cu testul HP, adica efectul biocid al sulfatului de cupru este evident
prin preferinta de dezvoltare a ciupercii inspre zona cu apa distilatd, iar pentru Romalit N este siin acest
caz neconcludent.

Testul CT ofera o confirmare evidenta a efectului biocid al sulfatului de cupru, prin dezvoltarea ciupercii
pe zona control (apd distilata)(Fig. 4.5). Pentru proba continand Romalit N nu a existat crestere a
ciupercii, ceea ce confirma efectul biocid al acestuia.

Ambele teste, R si DH confirma efectul biocid atat pentru sulfatul de cupru cat si pentru Romalit N. In
cutiile Petri continand substantele BRE, ciuperca nu s-a dezvoltat deloc, iar in cea control, cu apa
distilatd, aceasta a avut o crestere frumoasa si uniforma (Fig. 4.5).

Rezultatele obtinute in urma acestor teste au dus la concluzia ca in testdrile viitoare monitorizarea
poate sa se facd incepand cu ziua 3 dupd inoculare, cu monitorizare din 2 in 2 zile, pana la maxim ziua
11, cand ciuperca martor acopera intreaga suprafatd a cutiei Petri. Toate testele efectuate au generat
rezultate bune, dar in urma acestei etape s-a ales testul CT pentru a continua cercetdrile.
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Test

Ziua 11 Ziua 15

HP +
HPI

DH

Fig. 4.5 Evolutia dezvoltarii miceliului ciupercii pe probele control si cele cu sulfat de cupru, in cele cinci
teste realizate experimental; cod coloristic: verde — perioade relevante pentru evaluare, galben — durata
maxima de testare, portocaliu — perioada de testare prelungitd, nerelevanta

Testul screening (VM), in care substanta testatd este diluatd/dispersatd in mediu de culturd inainte de
gelifiere s-arealizat experimental doar cu ulei esential de cimbru (T-EO) in 3 dilutii direct in mediu (1:10;
1:400 si 1:800) cu doua ciuperci: una de putregai brun (Postia placenta - PP) si una de putregai alb
(Trametes versicolor — TV). Rezultatele detaliate sunt cuprinse in Baza de date BD-01/4. Pentru
fiecare dilutie s-au facut doua probe paralele pe ciupercd. Spre deosebire de celelalte teste incercate
anterior, la care principiul era cel de difuzie a substantei de testat in mediu dintr-un rezervor sau
plasarea ei direct pe mediu, acest test se bazeaza pe otrdvirea mediului. Rezultatele obtinute arata
potentialul biocid al T-EO cunoscut din literaturd, in toate variantele de dilutie, ambele ciuperci murind
dupa inoculare.

24 https://webbut.unitbv.ro/index.php/Series _ll/article/view/777
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4.1.10. Validarea testului CT folosind patru tipuri de fungi

in urma etapelor anterioare s-a ales testul CT in care produsul testat este impregnat intr-un material
suport (hartie) de unde poate difuza in mediu. Impregnarea hartiilor s-a facut tot cu BRE (sulfat de
cupru si Romalit N), iar testul s-a efectuat cu patru tipuri de fungi (existente in dotarea laboratorului la
acel moment), trei de putregai brun — Coniophora puteana (CP), Postia placenta (PP) si Gloeophy/lum
trabeum (GT) si una de putregai alb -Trametes versicolor (TV). Au fost realizate cate 3 probe
paralele/test. In fiecare caz in parte s-a utilizat ca proba control apa distilatd. Rezultatele sunt cuprinse
in Baza de date BD-01/2.

in figura Fig. 4.6 este prezentatd dezvoltarea unei ciuperci de putregai brun (CP) pe durata a 11 zile,
pentru cele doud BRE studiate, utilizand testul CT.

CP - Coniophora puteana
Ziva 3 Ziua5 Ziva7 Ziva9 Ziva1l

Cu SO,
-H0

RN-
H20

Fig. 4.6 Evolutia dezvoltdrii miceliului ciupercii Coniophora puteana CP in cazul testului CT, pentru sulfatul
de cupru si Romalit N

Se poate observa ca ciuperca de putregai brun Coniophora puteanaare incd din ziua 5 o preferinta clara
de dezvoltare inspre zona control, cu apa distilatd atat in cazul sulfatului de cupru, cat si in cazul
Romalitului N. La finalul testului (ziua 11) ciuperca este crescutd pe hartia control si aproape deloc pe
hartiile tratate cu BRE.

in urma acestei etape de studiu se poate concluziona faptul c3 testul de tip screening CT utilizat este
valid obtinand rezultate concludente pentru testarea efectului antifungic indiferent de tipul de ciuperca
de degradare utilizat.

4.1.11. Validarea testului RS cu doua tipuri de fungi

in urma unui schimb de experientd realizat la Universitatea tehnicd din Zvolen, Slovacia, s-a realizat
testul (RS). Acesta test de tip screening este bazat pe difuzia substantei in mediu, asemanadtor cu testul
HPI. Siin acest caz s-au folosit aceleasi substante cu eficienta biocidd recunoscutd BRE (sulfat de cupru
si Romalit N) in doud concentratii (5% si 10%) cu doud ciuperci de degradare, una de putregai brun Postia
placenta — PP si una de putregai alb Trametes versicolor — T\. Experimentele s-au efectuat pe cate
doua probe paralele, iar rezultatele sunt prezentate in Baza de date BD-01/5.
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In cazul ciupercii PP (Fig. 4.7), ambele BRE la concentratia de 5% nu au indicat nici un fel de efect biocid,
iar la concentratia de 10% cele doua produse studiate au demonstrat doar o micd intarziere in
dezvoltarea ciupercii, fard a arata vreun efect biocid.

In cazul ciupercii TV (Fig. 4.8) in cutiile Petri cu sulfatul de cupru 5% se observi tendinta ciupercii de
dezvoltare inspre control si chiar si la finalul testului hartiile tratate cu sulfat de cupru nu sunt total
acoperite de miceliu. Romalitul N 5% arata doar o micad intarziere in dezvoltarea ciupercii, iar cel 10% pe
langd intarziere in dezvoltare, are si ceva efect, hartiile tratate nefiind complet acoperite de miceliu la
finalul testului, ciuperca preferand s& se dezvolte in jurul lor. In cutiile Petri cu sulfat de cupru 10% se
observa cel mai frumos efectul biocid si cum se asteaptd de fapt sa arate acest test, ciuperca
dezvoltandu-se preferential inspre zona control si evitand hartiile tratate.

Fig. 4.8 Aspectul dezvoltarii miceliului ciupercii TV la final de test (ziua 11) in cazul testului RS.

4.1.12. Concluzii teste screening

Atat testul RS cat si testul CT au avut rezultate similare (Fig. 4.9) sau cu aceeasi tendintd, dar datorita
faptului ca pentru testul RS metoda de mdsurare s-a dovedit mai fezabila si ca pentru acest test exista
si referinte in literatura (Panek et al.,, 2014), s-a decis folosirea acestui test mai departe in cercetarea
din prezenta lucrare.
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Ulei .
. CcT RS Observatii
esential v
Rezultatele
testelor CT si RS
- S-EO . .
fu coincid, neexistand
(0,25%) R
semne de inhibitie
a ciupercii.
Rezultatele
testelor coincid,
a S-EO ciuperca
(100%) nedezvoltandu-se
deloc (inhibitie
absoluta)

Fig. 4.9 Comparare test CT si RS pentru 2 concentratii a uleiului esential de scortisoara si 2 ciuperci.

4.2. Teste minibloc

Testele minibloc au ca scop verificarea pe lemn tratat a efectului biocid (fungicid) al unor produse cu
potential efect biocid prefigurat anterior prin teste screening. S-au realizat doud tipuri de teste
minibloc, prezentate in figurile Fig. 4.10 si Fig. 4.11 ca scheme principiale, comparativ cu testele

screening validate corespondente.

“Cutie Petrl
/
g Sita de plastic

Inocul ciuperca

TITIIII]
mamsmuni i

__Furnire

\Mediu agar-malt

Cutie Petri
S

Inocul ciuperca

_Jumiitai disc
hartie Whatman

N\
“Mediu agar-malt

b

Fig. 4.10 Aspecte comparative privind modul de dispunere a epruvetelor intre testul minibloc A (a) si testul

screening CT (b)

Cutie Petri

Sité de plastic

— Inocul ciuperca

AAAAAAAAAA

Cutie Petrl

Inocul ciuperca

e Disc hartie
Whatman

) Mediu agar-malt

b

Fig. 4.11 Aspecte comparative privind modul de dispunere a epruvetelor intre testul minibloc R (a) si testul

screening RS (b)
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Aceste teste sunt realizate conform principiilor de testare din EN 113, dar cu epruvete de mici
dimensiuni, pentru reducerea timpului de testare. Testele minibloc urmdresc pierderea de masa a
epruvetelorin urma atacului fungic, epruvetele fiind plasate pe un mediu de culturd inoculat cu ciuperca
de testare.

Inoculul de ciupercd s-a plasat pe mediy, in pozitie centrald, cu miceliul in jos in contact cu mediul.
Fiecare cutie Petri a fost sigilatd cu parafilm si inscriptionata corespunzator. Cutiile au fost introduse in
camera de cultura (CLIMACEL 404 Comfort BMT Cehia) la temperatura de 23+2°C si umiditatea de
75+5%. Durata de testare a fost diferita pentru fiecare tip de test minibloc.

Pentru a stabili cea mai potrivitd metodologie de testare a efectului biocid al uleiurilor esentiale aplicate
pe lemn s-au realizat cele 2 tipuri de teste minbloc, in care s-au folosit doua uleiuri esentiale, alese
dupa studiul bibliografic.

4.2.1. Testul minibloc A

Acest test este asemadnator ca si mod de dispunere a epruvetelor in cutia Petri cu testul screening CT,
prezentat detaliat anterior. in acest caz in loc de hartia de filtru s-au folosit epruvete din furnire.
Dispunerea epruvetelor de lemn in cutia Petri se face la fel ca la testul screening, folosind o epruveta
control si o epruvetd tratatd cu solutia testata. In testul minibloc probele se aseaza pe o sitd de plastic
plasata pe mediu, iar in testul screening plasarea hartiei (tratate) se face direct pe mediu.

4.2.2. Testul minibloc R

Si pentru acest test exista similitudine cu testele screening, respectiv cu testul RS. Acest test respecta
modul de dispunere a epruvetelor in cutia Petri cu testul RS, prezentat detaliat anterior, doar cain acest
cazin loc de hartia de filtru se folosesc epruvete de lemn masiv. Siin acest test probele se aseaza pe o
sitd de plastic plasata pe mediu, iar in testul screening plasarea hartiei (tratate) se face direct pe mediu.

4.2.3. Realizarea testelor minibloc pentru stabilirea unui protocolului analitic al lucrarii

4.2.3.1. Testul minibloc A

Testul minibloc s-a efectuat pe epruvete din furnir tehnic de fag (Fagus sy/vatica) cu grosimea de 1 mm
(dimensiuni de (40x20x1) mm), supuse atacului fungic cu o singurd ciupercd de putregai brun Postia
placenta - PP. Ca substanta biocidd s-au folosit uleiul esential de cimbru (Satureja hortensis) —
codificat T-EO. Acesta s-a utilizat sub forma a trei dilutiiin ulei de in — codificat LO (1:800, 1:400 si 1:10)
si o dilutie in apa (1:10).

Epruvetele au fost aduse la masa constanta anhidrd in etuvd, dupa care au fost imersate in solutiile
preparate pentru 15 min (Fig. 4.12 a) si ulterior mentinute in conditii normale de laborator pentru 2 zile
(Fig. 4.12 b) pentru intdrirea uleiului /uscare. Dupd uscare epruvetele de furnir au fost sterilizate in hota
bacteriologicd, prin expunere la UV pentru 30 min pe fiecare parte.
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Fig. 4.12 Etape ale tratdrii epruvetelor de furnir inainte de test: a — Imersia epruvetelor, b — uscarea
epruvetelor in conditii de laborator

Ulterior sterilizarii, o parte dintre epruvete s-au utilizat in cadrul testului, iar celelalte s-au transferatin
etuva unde au fost uscate pand la masd anhidra. S-au utilizat in total un numar de 75 epruvete de
furnir, dintre care 40 au mers in test, iar 35 s-au uscat panad la masa constantd, fiind utilizate pentru
calcul retentie de produs (Ec. 4.9) si ca probe martor de umiditate.

Retentia de produs = 100 x % , % Ec. 4.9

0

Unde:
Mt - Masa constanta a probelor tratate (dupa etuva);
Mio - Masa constantad initiala a probelor (dupa etuva).

Pentru fiecare dilutie a T-EO in LO (1:800, 1:400, 1:10), in apa (1:10) si pentru LO ca atare s-au pregatit
cate 3 cutii Petri dupd cum urmeaza:

- 2 cutii continand cate doua epruvete de furnir tratate in fiecare cutie;
- 1 cutie continand cate 1 epruveta tratata si una martor (netratatd).

Pentru o mai buna monitorizare a probelor martor s-au mai montat 5 cutii Petri continand doar probe
martor, cate 2 in fiecare cutie.

Cutiile Petri s-au sigilat si s-au pus in camera climatica (CLIMACEL 404 Comfort BMT Cehia) la
temperatura de 23+2°C si umiditatea de 75+5% pentru 47 de zile.

Dupd 47 de zile de la inceputul testului, epruvetele supuse degraddrii au fost fotografiate dupd
curatarea miceliului aderent |la suprafatd (Fig. 4.13), cantdrite si puse in etuvd la uscat, pand laaducerea
lor la masd constantd, ulterior calculandu-se pierderea de masa PM (Ec. 4.10) pentru fiecare epruveta
si umiditatea ei (Ec. 4.11) la scoaterea din test.

Fig. 4.13 Aspectul epruvetelor de furnir la sfarsitul testului minibloc
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Pierderea de masa se calculeaza dupa formula urmatoare:
Mijp—Myo

PM = 100 x =00 o Ec. 4,10

Mio

Unde:

Mio - Masa constanta dupa tratare, data de media maselor constante dupa tratare a epruvetelor
tratate, a celor 7 epruvete tratate si uscate, din fiecare solutie ce nu au intrat in test;

M - Masa constanta finald dupa test a fiecdrei epruvete din test.

Umiditatea epruvetelor la scoaterea din test se calculeaza:
U=100x " o Ec. 4.11
mg

Unde:
Mg - masa epruvetelor la finalul testului;
m¢ - masa constanta finald dupa test.

Deoarece uleiul esential se degradeaza la temperaturi ridicate, furnirele tratate nu au putut fi uscate in
etuva dupa tratare, de aceea cate un numar de 7 epruvete tratate cu fiecare dilutie, nu s-au pus la test
ci au fost puse in etuvd, aduse la masa constanta anhidra si utilizate in calculele finale.

4.2.3.2 Testul minibloc R

Pentru testele minibloc pe epruvete de lemn s-au folosit douad ciuperci de putregai: una de putregai
brun Postia placenta (PP) si una de putregai alb Trametes versicolor (TV). Produsul utilizat fiind de
aceastd datd uleiul esential de cuisoare (Eugenia caryophyllata) — codificat C-EQ. Acesta s-a utilizat
sub forma a doua dilutii in alcool etilic (5% si 10%).

S-au folosit epruvete de lemn din doua specii lemnoase: fag (Fagus sylvatica) neaburit si alburn de pin
(Pinus sylvestris). Epruvetele utilizate au avut dimensiunile de 20x20x5 mm. Acestea au fost initial
conditionate in camera climatica la 22°C si 55% RH pana la masd constantd, apoi au fost introduse in
etuva la 130°C pentru 18 h. Impregnarea s-a facut in vid-presiune atmosferica (100kPa) timp de 24 h,
urmatd de imersie 2h (mentinere timp de 2h a epruvetelor in solutiile de tratare) in conditii de laborator.
Dupa impregnare epruvetele au fost din nou conditionate in camera climatica la 22°C si 55% RH pana
la masa constantd. A urmat o sterilizare in hota bacteriologica, prin expunere la UV timp de 30 min pe
fiecare parte si introduse in test. La momentul inceperii testului ciuperca avea o saptamana, adica era
dezvoltatd si acoperea intreaga suprafatda a mediului din cutia Petri.

Numarul total de 76 de epruvete/specie s-au impartit in test astfel: 13 probe martor, 21 probe control
(tratate cu alcool), 21 probe tratate cu C-EO 5% si 21 probe tratate cu C-EO 10%. Dintre acestea cate 5
epruvete din fiecare nu au intrat in test, au fost puse in etuva pand la masa anhidra si au fost folosite
ca epruvete martor de umiditate.

in test pentru fiecare situatie s-au folosit 6 cutii Petri/specie/ciupercd, in total s-au folosit 12 cutii
Petri/ ciuperca:

. 1 cutie continand 4 epruvete martor (netratate);
. 1 cutie continand 4 epruvete control (tratate cu alcool);
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. 2 cutii/dilutie continand fiecare cate 3 epruvete tratate (cu solutii 5% sau 10%) si una control
(alcool).

Alte 4 cutii Petri au fost montate pentru corectii ale pierderilor de masa. Aceste cutii nu sunt inoculate
cu ciupercd, continand doar cate 4 epruvete tratate (cu solutii 5% sau 10%) din fiecare specie.

Toate cutiile s-au sigilat si s-au pus in camera climatica (CLIMACEL 404 Comfort BMT Cehia) la
temperatura de 23+2°C si umiditatea de 75+5% pentru 61 de zile.

S-a calculat: absobtia de produs (exprimata procentual si in kg/m?) (Ec. 4.12, Ec. 4.13), retentia de
produs (exprimatd procentual si in kg/m?) (Ec. 4.9) si umiditatea la introducerea in test a epruvetelor
(umiditate de echilibru dupa conditionare la umiditate relativa a aerului RH 55+3% si temperatura de
22+0.5°C) (Ec. 4.14).

Formulele de calcul sunt dupa cum urmeaza:

Absorbtia:
Abs = 100 x ™0 oy Ec. 4.12
mo
Abs = 1000 x mfv‘m‘) kg /m3 Ec. 413
Unde:

m: - masa uda dupa tratare a epruvetelor;
Mo - Masa inainte de tratare a epruvetelor;
Ve - volumul in m? a epruvetelor.

Umiditatea la introducerea in test se obtine pe probe martor de umiditate neintroduse in test prin
urmatoarea formula:
Mec—Mfq

mfa

U =100 x , % Ec. 4.14

Unde:
M - Masa constanta dupd conditionarea epruvetelor tratate;
m¢ — reprezinta masa constantd anhidra dupd conditionarea epruvetelor tratate.

Dupa o perioadd de 61 de zile, epruvetele supuse degraddrii au fost scoase din cutii (Fig. 4.14),
fotografiate, curatate de miceliu, cantarite, puse in etuva la uscat pand la aducerea lor la masa
constantd si apoi puse la conditionat in camera climaticd la 22°Csi 55% RH pand la masa constanta.

Fig. 4.14 Aspecte ale epruvetelor de pin si fag din cutiile Petri la sfarsitul testului minibloc: a - Postia
placentasib - Trametes versicolor
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Ulterior s-au calculat pierderea de masa PM (Ec. 4.15.), pierderea de masa PM corectata (Ec. 4.16),
reducerile de pierdere de masa necorectata (Ec. 4.17) si corectata (Ec. 4.17) pentru fiecare epruveta
precum si umiditatea probelor |a scoaterea din test (Ec. 4.18).

Pierderea de masa se calculeaza dupa formula urmatoare:
PM = 100 x /0 oy Ec. 4.15
Mio
Unde:
Mio - Masa constanta dupa conditionare a probelor tratate;

My - Masa constanta finald dupa test a fiecdrei epruvete din test.

Corectia se face scdzand din valorile pierderilor de masa calculate initial media pierderilor de masa a
probelor din cutiile Petri puse special in acest scop. Epruvetele din aceste cutii au fost tratate exact la
fel ca si celelalte, doar ca au fost plasate in cutii Petri ce nu contineau nici un tip de ciuperca, pierderile
de masa in acest caz, reprezentand pierderile naturale a unor compusi din lemn fara interventia
ciupercilor.

Pierderea de masa corectata se obtine dupd urmatoarea formula:

PMcorectats = PM — PMcorecgie , % Ec. 4.16
Unde:
PM - media pierderilor de masa a epruvetelor tratate;
PMcorectie - media pierderilor de masad a epruvetelor pentru corectie.

Reducerea de pierdere de masa se calculeaza:

(PM—PMp)

RPM =100 x , % Ec. 4.17

[

Unde:
PM. - media pierderilor de masa a probelor control plasate in aceeasi cutie Petri cu cele tratate;
PM, - media pierderilor de masa a probelor tratate.

Umiditatea epruvetelor la scoaterea din test se calculeaza:
U =100 x 2277 o Ec. 4.18
mg

Unde:
mq - masa epruvetelor la finalul testului;
mr - masa constantd anhidra dupa test.

4.2.4, \Validarea testelor minibloc

4.2.4.1. Testul minibloc A

Pentru validarea testelor in Fig. 4.15 sunt prezentate retentia de produs de tratare pentru probele de
furnir tratate si pierderile de masa aferente.
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Fig. 4.15 Retentia de produs de tratare si pierderea de masa dupa testul minibloc (PM, %)

Se constata cd pentru probele tratate cu ulei de in retentia de produs este de 99,90%, iar pentru probele
tratate cu ulei de in modificat cu EO in jur de 90%, fara diferente semnificative functie de proportia de
EO in uleiul de in, ce este in toate cazurile produsul net majoritar. Diferenta notabila fata de probele
tratate cu emulsie apoasd (retentie circa 2%) este perfect explicabila prin faptul ca mediul de dispersie
este apa, ce se evapora prin uscare. In cazul uleiului de in vorbim despre un material peliculogen, cu
continut de substanta uscata de circa 50% corp solid rezultat prin procesul de intdrire chimica
(polimerizare oxidativa) si evaporarea solventilor. Cea mai ridicata valoare pentru pierderea de masa
este inregistratd pentru proba martor, respectiv 48,58%. Tratarea cu LO a condus la un efect de
protectie, valoarea medie a PM scdzand la 12.78%. Modificarea LO cu T-EO nu a avut insa efectul
scontat de marire a efectului de protectie antifungica, un usor efect de scadere a pierderii de masa
obtinandu-se doar la dilutiade 1:10 a T-EQ in LO. La concentratii mai mici de T-EO s-a observat un usor
efect de diminuare a protectiei antifungice conferitda de LO prin formarea unui film protector intern/
extern ca urmare a procesului de intdrire. in cazul testelor pe epruvete tratate cu T-EQ in apé la aceeasi
dilutie (1:10) s-a obtinut un efect de protectie antifungica aproximativ similar (PM= 8.24%).

Testul minibloc A realizat a confirmat efectul biocid antifungic al uleiului esential de cimbru (Satureja
hortensis) -T-EQ, relevat de testele screening. Testul a scos in evidentd importanta concentratiei si a
mediului de dilutie a T-EO.

4.2.4.2, Testul minibloc R

Acest test s-arealizat cu ulei esential de cuisoare C-EQ diluatin alcool etilic la concentratii de 5% si 10%.
In tabelul Tab. 4.1 sunt prezentate valorile indicilor privind caracteristicile probelor inainte de intrarea
in testul minibloc R. Valorile absorbtiei si retentiei de produs sunt date de mediile tuturor probelor care
corespund categoriei de tratare, indiferent de testul in care au fost implicate ulterior (ex. tip ciuperca,
proba test sau control umiditate). Umiditatea este determinatd doar pe probele control de umiditate,
respectiv cele 5 epruvete din fiecare tip de tratare nesupuse degradarii, destinate special pentru acest
scop).
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Tab. 4.1 Caracteristicile probelor inainte de intrarea in testul minibloc

. . Control | Probe 5% (Probe 10% . . Control | Probe 5% |Probe 10%
Specia | Indice Specia Indice
alcool C-EO C-EO alcool C-EO C-EO
10,69 9,69 9,82 8,40
Ue, % Ue, %
0716 007 013 010
64,33 62,27 56,30 51,89
Abs, % Abs, %
350 4,72 2,10 17,20
Abs, 254,34 | 241,00 Abs, 362,38 | 333,91
PIN FAG
Kg/m3 12,27 16,24 Kg/m3 11,44 683
Retentie, -0,73 0,76 Retentie, 1,22 2,45
% 039 067 % 018 021
Retentie, | -3,22 3,22 Retentie, 8,56 17,13
kg/m3 1,73 242 kg/m3 1,26 1,32

Analizand datele din tabel se constata cd in cazul epruvetelor de fag absorbtia si retentia de produs au
valori mai ridicate decat in cazul epruvetelor de alburn de pin, fapt explicabil prin diferenta de
impregnabilitate dintre cele doua tipuri de material lemnos.

Tratarea cu ulei esential a condus la reducerea higroscopicitatii probelor, astfel in cazul probelor tratate
umiditatea de echilibru scade odata cu cresterea concentratiei solutiei.

Rezultatele privind pierderea de masa sunt prezentate in Tab. 4.2, ce contine valorile medii corectate
ale PM, reducerea PM, precum si umiditatea probelor.

Tab. 4.2 Valorii medii ale pierderilor de masa cu corectii si reducerea pierderii de masd, in corelatie cu
umiditatea probelor in timpul testului

Ulei C-EO Pierderi de masa PM, % valori medii - cu corectii - rezultate in corelatie cu umiditatea probelorin timpul testului
Probe 5% C-EO Probe 10% C-EO
. Control- Reducere Reducere
Specia Martor Probe Probe
alcool Control PM Control PM
corectate corectate
corectata, % corectata, %

PP 22,77 28,50 3,90 0,91 76,80 0,63

PIN 62,56 86,38 77,30 43,53 30,45
v 7,66 6,10 11,13 5,45 51,08 12,02

34,66 28,28 36,44 42,73 33,88

PP 20,26 23,54 12,38 0,39 96,89 4,bLb

FAG 68,64 75,05 40,55 48,87 49,64
v 12,12 16,81 30,77 10,56 65,67 29,81

37,87 34,87 42,76 38,58 46,95

Pentru TV, epruvetele martor si cele control plasate singure intr-o cutie Petri prezintd pierderi de masa
neasteptat de mici, atat pentru pin cat si pentru fag, fapt ce se poate corela cu umiditatea mai scazuta
a acestor probe.

Considerand epruvetele control si tratate plasate in aceeasi cutie (conditii similare de dezvoltare a
ciupercii), se constata efectul fungicid al C-EO prin reducerea pierderilor de masa fatd de epruvetele
control astfel:
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. pentru fag: 65.67% la C-EO 5% si 91.32% la C-EO 10%;
o pentru alburn de pin: 51.08% la C-EO 5% si 75.64% la C-EO 10%.

Comparand valorile reducerilor pierderii de masa pentru aceeasi concentratie a solutiei de tratare si
aceeasi specie, se observa ca efectul antifungic este mai puternic fata de ciuperca de putregai brun PP
fatd de ciuperca de putregaialb TV.

4.2.5. Concluzii teste minibloc

Testul minibloc R este validat pentru a se folosi in continuare, atat datorita rezultatelor obtinute in
aceastd prima etapa de folosire cat si datorita apropierii de cerintele standardului EN 113.

Un alt aspect important de mentionat in urma acestor teste este cd uleiul esential de cimbru (Satureja
hortensis) — codificat T-EO si cel de cuisoare (Eugenia caryophyllata) — codificat C-EO prezinta efect
fungicid, reducand pierderile de masd ale epruvetelor tratate, efectul fiind mai puternic fatd de PP decat
fata de TV.

Degradarea fungica este strans legatd de umiditatea din lemn, pentru o umiditate ridicata rezulta o
degradare mai accentuatd, astfel s-a stabilit cain continuare conditionarea epruvetelor sa fie facutd la
65% RHin loc de 55% RH.

Diferentele notabile de umiditate intre probe ce s-au aflat in aceeasi cutie Petri (conditii absolut
similare) ar putea fi datorate neomogenitatii materialului lemnos.

4.3. Test fitotoxicitate

Evaluarea impactului de mediu este una din cdile cele mai moderne de abordare a relatiilor dintre
componentele de mediu si societatea umani. in literatura de specialitate existd peste 50 de
metodologii de evaluare a impactului antropic si social (Barrow, 2007), neexistand o sinteza a
principalelor metode si tehnici care pot fi aplicate intr-un teritoriu dat. Aceasta evaluare a impactului
environmental urmeaza in general urmatoarele etape (Barrow, 2007):

o identificarea si mdsurarea impactului;
o evaluarea impactului, care implica predictia si interpretarea lui;
. comunicarea impactului (celor care iau decizii sau opiniei publice).

in contextul protectiei lemnului impactul ecologic poate sa fie atat direct (in momentul aplicdrii
tehnologiei de tratare a lemnului) cat si indirect (prin substantele care ajung sa influenteze diferite
componente de mediu prin folosirea lemnului tratat). Un impact indirect mare au substantele lavabile
aplicate pe lemnul cu utilizare in exterior sau care ajunge depozitat/aruncat in exterior dupad iesirea din
perioada de folosinta. Multe dintre substantele folosite in trecut pentru protectia lemnului contineau
metale grele, iar acestea au proprietatea nedorita de a se bioacumula sau chiar bioamplifica pe
parcursul lantului trofic (Ferraz et al., 2022; Reinprecht, 2010). in momentul pdtrunderii in organismul
uman, concentratia initiald a acestora este mult crescuta si ajung sa se fixeze in organismul uman
provocand diferite dezechilibre si boli.
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Interesul este sa se gaseasca alternative eficiente ale produselor de bioprotectie a lemnului dar cu
toxicitate redusd si evident impact ecologic redus.

In urma cercetdrilor bibliografice s-a ales un test de fitotoxicitate realizat pe seminte, in care se
analizeazd atat calitativ, vizual, cat si cantitativ modul in care o substanta influenteaza germinarea si
cresterea germenilor (Roccotiello et al., 2011). Teste asemdndtoare testului ales se comercializeaza
sub forma de kituri de testare.”

4.3.1. Validarea testului de fitotoxicitate TF

Pentru validarea testului s-au utilizat solutii BRE (sulfat de cupru si Romalit N).

In cutii Petri standard (¢ 100 mm si ¢ 90 mm) s-au plasat discuri din hartie de filtru Whatman nr.3
curate si sterilizate in hota bacteriologica prin expunere la UV cate 10 minute pe fiecare parte, pe care
s-au pus seminte de salatd/creson.

Intr-o cutie Petri, pe o hartie de filtru se aseazd 20 de seminte peste care se adauga un volum de 2 ml
de solutie (Fig. 4.16). Cutia se acoperd, se sigileaza cu parafilm si se puneinintuneric in camera climatica
la23°Csi 70% RH pentru 72h.

LS B ol

Addugarea a 2 ml solutie Solutii Camera climaterica

Fig. 4.16 Etapele testului de fitotoxicitate

Dupa aceastd perioada fiecare cutie este atent examinata determinandu-se pentru fiecare samanta
daca a germinat sau nu si se masoara lungimea germenului, cu ajutorul hartiei milimetrice.

ZShttps://www.microbiotests.com/toxkit/phytotoxicity-test-with-phytotoxkit-liquid-samples/
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Pentru fiecare cutie se calculeaza indicele procentual de germinare (Ec. 4.19) si lungimea medie a
germenilor (Ec. 4.20). Testele s-au realizat pe cate 3 probele paralele pentru fiecare solutie testatd si
concentratie, calculandu-se ulterior valoarea medie.

Procentul de germinare se calculeaza dupd urmadtoarea formula:

PG =100 x 22 ,% Ec. 4.19
Unde:
Ng - numarul de seminte germinate dintr-o cutie Petri
20 - numarul de seminte dintr-o cutie Petri

Lungimea medie a germenilor se obtine din:

s
LMG =2 ,mm Ec. 4.20
Ng
Unde:
Sg - suma lungimilor germenilor dintr-o cutie Petri

Ng - numadrul de seminte germinate dintr-o cutie Petri

In urma acestei faze de validare s-a constatat ca testul TF este potrivit pentru a fi utilizat in continuare
in cercetare si s-a decis folosirea exclusiv a semintelor de salatd, deoarece au avut o crestere mai
pronuntata si au dovedit o mai bund maleabilitate Tn momentul masurarii lungimii germenilor.

4.3.2. Implementarea testului de fitotoxicitate TF in cazul produselor de protectie a lemnului

Pentru a putea fi testat cat mai corect potentialul efect fitotoxic al produselor folosite in tratarea
lemnului (epruvetele de la testul minibloc R) a fost necesara efectuarea unui test anterior testului de
fitotoxicitate, cu scopul de a obtine solutiile folosite in testul TF.

Astfel s-a realizat un test de spdlare cu apa distilata a epruvetelor de lemn tratate (C-EO) pentru testul
minibloc R, conform SR EN 84:2000.

S-a folosit apd distilatd, 5 volume de apa la 1 volum de proba (material lemnos).

Au rezultatin final 3 ape de spdlare, in care s-au extras substantele lavabile:

o Prima apd s-a obtinut prin impregnarea cu apad a probelor in vid (40 mbari) timp de 20 minute -
codificata E1;

. A doua apad a rezultat din imersia probelor (dupd impregnare in vid, dupd E1) timp de 24 h, in
conditii normale de laborator — codificata E2;

o A treia apa s-a obtinut prin imersarea probelor timp de 48 h, dupa obtinerea E2 — codificata E3.

Aceste ape au fost utilizate in testul TF, folosindu-se la umezirea substratului (hartiei de filtru) pe care
au germinat semintele de salata.

In Fig. 4.17 este prezentat un exemplu de rezultat grafic obtinutin care sunt reprezentate procentul de
germinare (stanga) si lungimea medie a germenilor (dreapta) pentru apele de spadlare obtinute de pe
lemnul de Pin supus testului de spadlare.
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Fig. 4.17 Procentul de germinare (stanga) si lungimea medie a germenilor (dreapta) pentru fiecare apa de
spalare pe lemnul de pin comparativ cu apa distilata
Se observa cd uleiul esential de cuisoare (C-EO) are un oarecare efect fitotoxic, care creste odata cu
concentratiei solutiei de tratare a lemnului. Procentul de germinare este foarte putin afectat in cazul
concentratiei de 5% C-EO, dar se vede cd lungimea medie a germenilor este mai redusa decat in cazul
apei distilate. La o concentratie de 10% ambii parametrii calculati arata scddere fata de control, apa
distilata.

4.3.3. Concluzi test fitotoxicitate TF
Testul TF ales, completat cu testul anterior de spadlare este potrivit pentru a putea analiza eco-impactul
pe care il poate avea un produs de tratare a lemnului.
4.4, Concluzii

Primul obiectiv al cercetarii a fost realizat stabilindu-se metodologii si teste pentru toate cele trei tipuri
de analize dorite.

Pentru evaluarea potentialului biocid antifungic al unor uleiuri esentiale s-a decis folosirea testului
screening RS.

Studierea eficientei pe lemn a efectului biocid antifungic al uleiurilor care au trecut de testele screening
se va realiza prin testul minibloc R.

Evaluarea impactului asupra mediului se va evalua pe baza rezultatelor obtinute prin testul de
fitotoxicitate TF, cuplat cu testul anterior de spdlare de pe lemn a substantelor lavabile, conform SR
EN 84:2000, dar se vor realiza toate cele 10 etape de spalare cu apa distilata normate. Extractele

apoase folosite vor fi E1, E5, E10, pentru a evidentia evolutia impactului ecologic in timp.
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Capitolul 5 - Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu
potential efect biocid antifungic

Uleiurile esentiale, obtinute prin extractia din diverse plante aromatice, reprezintd o sursa valoroasa de
compusi naturali cu un potential remarcabil in protectia lemnului impotriva actiunii distructive a
ciupercilor de putregai. Asa cum s-a evidentiat in capitolul 1, aceste uleiuri contin o gama larga de
substante bioactive, precum terpenele, fenolii si alcooli, care prezintd proprietdti antifungice
semnificative. Mecanismul de actiune al acestor compusi se bazeaza pe capacitatea lor de a perturba
integritatea membranei celulare a ciupercilor, de a inhiba sinteza de proteine esentiale si de a interfera
cu procesele metabolice cheie, conducand astfel la inhibarea cresterii si dezvoltarii acestor organisme
daundatoare.

Identificarea si caracterizarea uleiurilor esentiale cu potential antifungic reprezinta un pas crucial in
dezvoltarea unor alternative naturale si durabile la produsele biocide utilizate in prezent pentru
protectia lemnului impotriva ciupercilor de putregai.

Acest capitol se concentreaza pe analiza detaliata a compozitiei chimice a unor uleiuri esentiale, aspect
deosebit de important pentru intelegerea si explicarea modului in care acestea interactioneaza cu
ciupercile lignicole, precum si cu solventii/mediile de diluare sau suportul lemnos tratat.

Pe baza unei analize bibliografice amanuntite, au fost identificate in literatura de specialitate diverse
uleiuri esentiale cu potential antifungic, care ar putea fi utilizate impotriva ciupercilor de putregai ce
afecteaza lemnul. Astfel, pentru cercetdrile efectuate si prezentate in cadrul acestei lucrdri s-au ales
initial cinci uleiuri esentiale: B-EO (Ocimum basilicum), C-EO (Eugenia caryophyllata), 0-EO (Origanum
vulgare), S-EO (Cinnamomum verum) si T-EO (Satureja hortensis).

Cunoasterea compozitiei chimice a acestor uleiuri esentiale reprezintd fundamentul necesar pentru a
putea evalua eficacitatea lor, precum si pentru a dezvolta noi formuldri si strategii de aplicare aacestora
in vederea protejarii lemnului impotriva degradarii biologice.

Caracterizarea uleiurilor esentiale din punct de vedere al compozitiei chimice reprezinta un proces
dificil, care necesita utilizarea unei game largi de tehnici analitice avansate, uleiurile esentiale fiind
amestecuri complexe in care se regdsesc, in proportii diferite, un numar mare de compusi chimici
individuali foarte diferiti.

5.1. Aspecte metodologice

In cadrul ICDT Brasov, s-arecurs la spectroscopia FT-IR (BRUKER ALPHA) cu modul ATR pentru analiza
compozitiei uleiurilor esentiale, aceasta metoda fiind una dintre cele utilizate pe plan mondial in acest
scop (ex. Al Tameme et al.,, 2015; Valderrama & Rojas De, 2017; Chambre et al., 2020; Popa, Socaci, et
al., 2021 a; Tarhan et al., 2022).

In cercetarea de fatd s-a recurs la analiza probelor sub forma de picaturi, metoda ce a permis
inregistrarea unor spectre de absorbtie in IR de inalta rezolutie si acuratete ale uleiurilor esentiale,
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conform metodei detaliate in capitolul 3. Complexitatea compozitiei uleiurilor esentiale se reflectd siin
complexitatea spectrelor obtinute, a caror interpretare riguroasa este un demers cu dificultate ridicata.
Astfel, multe benzi de absorbtie caracteristice unor elemente structurale (tipuri de legdturi, grupari de
atomi, grupari functionale) comune pentru compusi organici diferiti nu pot fi univoc atribuite, iar
contextul complex in care se regasesc pot determina deplasari fata de numerele de unde caracteristice
si/sau cumulari de benzi de absorbtie individuale in benzi compuse. Totusi, analiza in detaliu a listei
picurilor de absorbtie cu valorile numerelor de unda inregistrate in comparatie cu date din literatura de
specialitate, a permis atribuirea benzilor specifice unor compusi chimici principali (majoritari) in
compozitia uleiurilor esentiale studiate. Mai important insd, este faptul ca prin analiza FTIR
comparativa a celor 5 uleiuri esentiale s-au putut sesiza o serie de elemente de diferentiere (picuri
specifice). Diferentele intre spectrele FTIR ale celor 5 uleiuri esentiale reflecta compozitia chimica
diferita a acestora, cu consecinte asupra proprietatilor lor biocide.

in mod complementar, la Facultatea de Stiinta si Ingineria Mediului din cadrul Universititii Babes Bolyai
Cluj-Napoca, uleiurile au fost investigate prin tehnica GC-MS (gaz cromatografie cuplatd cu
spectrometrie de masa), conform metodologiei detaliate in capitolul 3. Aceasta metodd performanta
de analizd, utilizata frecvent in investigarea compozitiei complexe a EOs (ex. Vasile et al., 2017; Skubij
& Dzida, 2019; Chambre et al., 2020; Popa, Socaci, et al., 2021 b; Al Kamaly et al., 2023) permite
separarea componentilor individuali ai amestecurilor complexe, detectarea individualda a componentilor
si identificarea lor pe baza spectrelor de masa. Compararea minutioasa a spectrelor de masd obtinute
pentru fiecare dintre componentii separati cu cele ale compusilor din libraria de spectre NIST?® a facilitat
identificarea cu un grad inalt de certitudine a constituentilor uleiurilor. Specificdm ca in prelucrarea
rezultatelor au fost luati in considerare doar acei compusi pentru care probabilitatea de identificare a
depasit pragul de 50%.

5.2. Fise de caracterizare a uleiurilor esentiale

Prin compilarea rezultatelor obtinute in urma analizelor de laborator (FTIR, GC-MS) cu informatiile
furnizate de comerciant si cu alte date din bibliografia consultata, s-a realizat o evaluare detaliata a
profilului si calitdtii fiecdrui ulei esential. Aceste date au fost sintetizate in fise de caracterizare pentru
fiecare ulei esential, oferind o imagine completa asupra acestor produse.

Fisele de caracterizare a celor 5 uleuri esentiale se regasesc in forma lor integrald in sectiunea de Baze
de date BD-02 si cuprind urmatoarele parti:

I.  Date de identificare detaliate a produsului, specificandu-se denumirea comerciald, tipul de
ulei si aplicatiile recomandate.
Il.  Proprietati fizico-chimice ale uleiului si alte caracteristici relevante, conform fiselor tehnice.
. Informatii despre compozitia chimica a uleiului, conform fiselor tehnice, indicandu-se
principalele componente si procentajul acestora, completate cu numerele CAS de identificare
ale componentilor chimici principali si formulele structurale ale acestora.

%6 https://www.nist.gov/srd/nist-standard-reference-database-1a
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IV.  Informatii toxicologice si ecologice care sa ofere indicatii asupra potentialelor riscuri asociate
utilizarii uleiului si a impactului acestuia asupra mediului inconjurator, in mdsura
disponibilitatii acestora.

V.  Compozitie chimica determinata experimental prin GC-MS in cadrul cercetarii

VI.  Sinteza date comparative din literatura de specialitate privind compozitie chimica a
sortimentelor de uleiuri esentiale considerate determinate prin GC-MS in alte cercetdri.

VII.  Analiza FTIR realizata experimental in cadrul cercetarii, cuprinzand spectrele inregistrate,
lista maximelor de absorbtie si atribuirea acestora pe baza datelor din librarii de spectre si
literatura de specialitate.

Aceste informatii referitoare la compusii chimici prezenti joacd un rol esential in analiza
comportamentului uleiurilor esentiale in timpul testelor de laborator, precum si a interactiunilor
acestora cu alte materiale. Totodata ele permit corelatii/concluzii fundamentate cu privire la eficienta
si potentialele domenii de utilizare si implementare a uleiurilor esentiale.

5.3. Analiza comparativa a celor 5 uleiuri esentiale

in aceasta sectiune se prezintd o analiza comparativd a principalelor proprietati fizice si a compozitiei
chimice determinate experimental (analize GC-MS si FTIR) pentru cele 5 uleiuri esentiale: B-EO
(busuioc), C-EO (cuisoare), 0-EO (oregano), S-EO (scortisoara) si T-EO (cimbru) considerate in aceastd
cercetare. Analiza a fost realizata pe baza datelor si rezultatelor experimentale din fisele individuale de
caracterizare a uleiurilor esentiale.

5.3.1. Proprietati fizice

Datele comparative pentru cele 5 uleiuri esentiale sunt centralizate in tabelul Tab. 5.1

Tab. 5.1 Proprietati fizico-chimice comparative ale celor 5 uleiuri esentiale utilizate

Nr.Crt. | Caracteristica B-EO C-EO 0-EO S-EO T-EO
1 Aspect lichid omogen limpede
galben, galben pal
galben— galben —
2 Culoare galben pal galben- —brun .
brunroscat | brun galbui
brun roscat
. caracteristic: o
) o o aromatic, ) caracteristic.
3 Miros caracteristic | caracteristic ) puternic, )
fenolenic ] fenolic
picant, cald
Punct de
4 , . >110°C +100°C +65°C 115°C +64°C
imflamabilitate
c Densitate la 20 °C, 0.936 1.042 - 0.940 - 0.990 - 0.875 -
[g/cm?3] (25°Q) 1.065 0.980 1.050 0.954
6 Indice de refractie la 1.5042 1.528 - 1.495 - 1.545 - 1.486 -
20°C (25°Q) 1.538 1.525 1.600 1.505
7 Rotatie opticd la 20°C | - 6.1° nespecificat | -3°la+1° | -3°la+2° -5° la +4°
. Etanol, Etanol Etanol
8 Solubilitate Etanol o o Etanol
Cloroform Uleiuri Uleiuri
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5.3.2. Compozitie chimica determinata prin GC-MS

in tabelul Tab. 5.2 se prezintd comparativ date privind compusii chimici principali (cu concentratii peste
3%) din compozitia celor 5 uleiuri esentiale, conform datelor din fisele tehnice/buletine de analiza
producator, compozitia chimica completa fiind prezentatd in fisele de caracterizare ale uleiurilor.

Tab. 5.2 Compozitia chimica comparativa a celor 5 uleiuri esentiale utilizate experimental: compusi chimici
cu concentratii >3% conform datelor din fisele tehnice/buletine analiza

Nr.

Crt.

Component
chimic

CAS
Formula
Clasa
compusi

Formula structurala

Compozitie procentula

[%]

B-EO

C-EO | O-EO | S-EO

T-EO

v -Terpinen

99-85-4
CioH1e
Monoterpene

4.37

20-40

o -Terpinen

99-86-5
CioH1e
Monoterpene

<5

p-Cimen

99-87-6
CioH1a
Hc. aromatica
(monoterpend
dehidrogenatd)

6.34 <5

Mircen

123-35-3
CioHie
Monoterpene

<5

Beta-
cariofilen

87-44-5
CisHas
Sesquiterpene

5.46 <10

Linalol

598-07-2 (q)
78-70-6 (B)
Ci0H180
Alcool terpenic

17.11

Carvacrol

499-75-2
CioH140
Fenol

68.64

30-50

Eugenol

97-53-0
CioH1202
Fenol

/\/@OH
H.C*” OCH3

82.63 3
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CAS . . Compozitie procentula
. Formula structurala !
Nr. Component Formula [%]
Crt. chimic Clasa
. B-EO | C-EO | O-EO | S-EO | T-EO
compusi
: -28-7 ~CHz
Eugenil 93728 e
9 CroHuu0s HG N0 9.88
acetat : 3
Ester fenolic OCH3
Taragon
. 140-67-0 H
(Metil- OCH,
10 Chavicol CioH120 75.64
avico Eter fenolic HoC™
Estragol)
. 14371-10-9 =
Cinam CHO =
11 Idehids o “: 40-70
letaries) Aldehida >
(trans) aromatica ©
. . 103-54-8 3
Cinamil
12 C11H1202 k= <10
acetat . - o-
Ester aromatic = “<

Prin analiza datelor din tabel rezulta ca in compozitia celor 5 uleiuri esentiale se regdsesc in proportie
de minimum 3% un numdr de 12 componenti chimici individuali si anume: 4 hidrocarburi cu structura
monoterpenicd CioHis sau derivatd din aceasta (x-terpinen, y-terpinen, mircen, p-cimen), 1
sequiterpend CisHa. (B-cariofilen), 4 compusi de tip mono-terpenoide cu structuri derivate din terpene
si grupari functionale de tip alcool (3-linalol), fenol (carvacrol, eugenol), eter (metil-chavicol s/n. taragon,
estragol), 1 aldehida aromatica (aldehida cinamica) si doi derivatii functionali de tip esteric rezultati din
acestia (acetat de eugenil, acetat de cinamil).

Se observa totodatd ca pentru 4 din cele 5 EOs se evidentiazd clar cate un component majoritar, si
anume: estragol (B-EO), eugenol (C-EQ), carvacrol (0-EO), aldehida cinamica (S-EO). Pentru T-EO sunt
indicati 2 compusi majoritari: y-terpinen (20-40%) si carvacrol (30-50%), precum si o variabilitate mare
a concentratiei acestora.

In acest context, este important de specificat faptul ci existd in general o variabilitate a compozitiei
uleiurilor esentiale dintr-o anumitd sursa vegetald functie de o multitudine de factori incluzand
conditiile de vegetatie, perioada de vegetatie, varsta plantei, perioada de recoltare, timpul de stocare
(ex. Toncer et al., 2017; Liyanage et al., 2017; Skubij & Dzida, 2019; Mohtashami et al., 2018).
Componentii chimici ai EOs sunt biosintetizati de plante prin cai complexe de transformare reciproca.
Un exemplu elocvent in contextul acestei discutii, respectiv compozitia variabila a T-EO dpdv al
componentilor majoritari este posibilitatea de transformare de la y-terpinen la p-cimen (aromatizare)
si apoi la doi fenoli izomeri: carvacrol si timol (Mohtashami et al., 2018).

95



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

4 6
3 1
CioHe CioHys 5 OH
o . Thymol
aromatisation 6 2 hydroxylation <
S 2-isopropyl-5-methylphenol
§ 3
4

Y-Terpinene p-Cymene

4-isopropyltoluen

Carvacrol

5-isopropvl-2-methviphenol

Fig. 5.1 Calea de biosinteza a carvacrolulului si timolului pornind de la y-terpinen®

In Fig. 5.2, Fig. 5.3, Fig. 5.4, Fig. 5.5, Fig. 5.6 se prezintd cumulat rezultatele experimentale calitative
(cromatograme si listd compusi chimici individuali identificati) si cantitative (concentratii procentuale
relative) pentru fiecare din cele 5 uleiuri. Cromatogramele inregistrate sunt prezentate in coordonate
intensitate relativa pic/timp de elutie, fiecare pic (maxim) corespunzand unui compus chimic separat
din amestecul complex reprezentat de uleiurile esentiale. Identificarea componentilor individuali
separati s-a facut pe baza spectrelor de masd din bazele de date NIST?%. Concentratia fiecarui
component individual separat este direct proportionala cu aria picului reprezentat de acesta, astfel ca
datele incluse in tabelele de sub fiecare cromatograma (Fig. 5.2, Fig. 5.3, Fig. 5.4, Fig. 5.5, Fig. 5.6) sunt
cuprinse rezultatele evaludrii cantitative relative a compusilor chimici individuali listati in ordinea
timpilor de elutie, respectiv concentratiile procentuale relative pe baza ariilor raportate la total compusi
chimici identificati (arie pic compus identificat/suma arii compusi identificati, %). Mai multe picuri
atribuite aceluiasi compus chimic pot fi asociate cu existenta acestuia sub forma mai multor
stereoizomeri sau forme conformationale. Compusii chimici identificati care sunt specificati in fisele
tehnice de produs sunt evidentiati prin fondul gri al liniilor respective, in timp ce toti compusii identificati
pentru care s-a calculat o concentratie relativa arie peste 3% sunt evidentiati prin font ingrosat.

27 dupa (Mohtashami et al., 2018)

28 https://www.nist.gov/srd/nist-standard-reference-database-1a
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] RT: 0.00-33.;2 sirw: 11G 15.60 N
= 1:: T s
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Time (min)
Rezultate: B-EO Numar picuri identificate = 14 Numar total picuri= 20
. Procent arie
Denumire component Apex . . .
. . (relativ picuri CAS Formula | Clasa compusi
identificat RT . . !
identificate)
1R-a-Pinen 7,08 0,33 7785-70-8 CioH16 Monoterpene
2(10)-Pinen, (15,5S)-(-)-
) 8,4 0,20 18172-67-3 CioH16 Monoterpene
(-)-B-Pinen
Monoterpenoide
p-Menth-8-en-1-0l, acetat
) 9,91 0,26 80-26-2 Ci2H200; | (ester alcool
(a-Terpineol acetat) ]
terpenic)
. . Monoterpenoide
Eucaliptol (1,8-Cineol) 10,05 0,23 470-82-6 CioH1s0 o
(eter ciclic)
a-cis-Ocimen 10,39 0,28 6874-44-8 CioH16 Monoterpene

) Monoterpenoide
a-Linalol 12,26 25,63 598-07-2 CioH150 ;
(alcool terpenic)

Mentol, trans-1,3,cis-1,4-
(5-metil-2-propan-2- 14,58 0,79 490-99-3 CioH200
cylcyclohexan-1-ol)

Monoterpenoide
(alcool terpenic)

Identificare componenti, calcul arii si procente relative (raportat la picuri identificate)

Taragon .
) ) 15,29 20,45 140-67-0 CioH+120 | Eter fenolic

(Estragol, Metil-Chavicol)
Taragon 15,48 40,10 140-67-0 CioH120
B-Cariofilen 21,05 1,37 87-44-5 CisHas | Sesquiterpene
2-Norpinen 21,27 3,21 4889-83-2 CioHis | Monoterpene
a-Farnesen 21,73 0,45 502-61-4 CisHas Sesquiterpene
a- Cariofilen 22 0,65 6753-98-6 CisHas | Sesquiterpene
Isocariofilen )

o 22,64 1,11 118-65-0 CisHas | Sesquiterpene
(y-Cariofilen)
Cicloundecatriena (?) 24,01 4,92 Ci1H16 | Hc / Ciclotriene
Total 100.00%

Fig. 5.2 Rezultate experimentale analiza GC-MS pentru uleiul esential de busuioc B-EO
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= Rezultate: C-EO Numar picuri identificate = 7 Numar total picuri= 19
3
S
e Procent arie
e Denumire component Apex CAS . I3 Clasa
=1 . . : e ormula .
" identificat RT Gl e compusi
g identificate)
3
§ Eugenol 19.63 77.34 97-53-0 | CioHq20; Fenol
o
o - Cariofilen 21.12 17.12 87-44-5 CisHaa Terpene (S)
oy
% B| a-Humulen-(v1) 21.83 0.64 6753-98-6 | CisHa Terpene (S)
=
,—‘; é o~ Cariofilen 22.02 3.09 6753-98-6 CisHzs Terpene (S)
v P—
£ 472-97-9 Alcool
S Cariofilen alcool 25.13 0.99 CisH260 terpenic
(=8
£
S 88728-58- Alcool
% Epiglobulol 2513 0.19 9 CisH260 terpenic
b= 6892-80-4 Alcool
§ 1H-Benzociclohepten-7-ol 26.21 0.64 CisH260 terpenic

Total 100.00%

Fig. 5.3 Rezultate experimentale analizd GC-MS pentru uleiul esential de cuisoare C-EO
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Denumire component Apex . . .
— . . (relativ picuri CAS Formulda | Clasa compusi
g identificat RT o '
© identificate)
’Jg Biciclo[3.1.0]hexan 6.86 1.86 285-58-5 CeH10 Heterociclici
S 1R-a-Pinen** 7.09 2.24* 7785-70-8 | CioHss Terpene
E Camfen 7.6 0.50 79-92-5 | CiHis Terpene
% a-Pinen** 8.42 2.59% 80-56-8 CioHre Terpene
-% a-Pinen** 8.68 2.08* 80-56-8 CioHi6 Terpene
@ a-Terpinen 9.55 0.87 99-86-5 CioHis Terpene
2 p-Cimen 9.91 13.79 99-87-6 | CioHus Terpene
Q
§ Cineol (Eucaliptol) 10.11 3.36 470-82-6 CioH150 Eteri terpenici
- y-Terpinen 10.82 3.49 99-85-4 CroH1s Terpene
s a-Linalol 12.12 5.11 598-07-2 | CioH10 | Alcooli terpenici
] Camfor 13.72 0.45 464-49-3 | CioHi60 Aldehide
8_ Borneol 14.45 2.24 507-70-0 | CioH4s0 | Alcoali terpenici
€ p-Menth-1-en-4-ol : .
g _ 14.61 0.71 562-74-3 | CioH1g0 | Alcooli terpenici
s (4-Terpineol)
g p-Menth-1-en-8-ol ] o
o , 15.54 0.94 98-55-5 CioH1g0 | Alcooli terpenici
@ (a-Terpineol)
E Carvacrol*** 17.86 5.70*** 499-75-2 | CyoH10 Fenali
E Carvacrol*** 18.49 47.46%** 499-75-2 | CyoH10 Fenali
2 B- Cariofilen 21.09 2.42 87-44-5 CisHas Sesquiterpene
a- Cariofilen 22.03 0.47 6753-98-6 | CisHa Sesquiterpene
Cariofilen oxid 25.27 3.72 1139-30-6 | CisH2,0 | Oxizi terpenici
Total 100.00%

Fig. 5.4 Rezultate experimentale analiza GC-MS pentru uleiul esential de oregano 0-EO
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o3 124 321 482 13.70 ) ol SRR | Vall ) 2504 2662
2 4 6 8 10 12 14 Tiiz (min)18 20 22 24 26 28 30 32
Rezultate: S-EO Numar picuri detectate = 18 Numar total picuri= 23
. Procent arie
Denumire component Apex . . .
. - (relativ picuri CAS Formula Clasa compusi
identificat RT o !
identificate)
o o 36262-09-
B-Tujend; 2-Tujend) 6.84 0.44 6 CioHie Terpene
TR-a-Pinen** 7.07 2.31 7785-70-8 | CioH1s Terpene
Camfen 7.57 0.66 79-92-5 CioHie Terpene
a-Pinen** 8.38 0.95 7785-26-4 | CioHse Terpene
a-Felandren 9.23 0.35 99-83-2 CioH1s Terpene
p-Cimen 9.84 3.59 99-87-6 CioHas Terpene
Limonen 9.93 2.47 138-86-3 CioH1s Terpene
Eucaliptol (1,8 Cineol) 10.08 3.37 470-82-6 | CioH:0 Eter terpenic ciclic
a-Linalol 12.11 3.85 598-07-2 | CqoH150 Alcooli terpenici
p-Menth-1-en-4-ol . L
) 14.58 0.58 562-74-3 | CqoH1g0 Alcooli terpenici
(4-Terpineol)
p-Menth-1-en-8-ol ] o
, 15.08 2.05 98-55-5 CioH180 Alcooli terpenici
(a-Terpineol)
trans-Geraniol 16.51 0.37 106-24-1 | CioH4s0 Alcooli terpenici
Cinamaldehida 183 47.03 104-55-2 CsHsO Aldehide aromatice
Meta- Eugenol ,
. 19.74 12.87 501-19-9 C10H1202 Fenoli
(Chavibetol)
Etil p-isopropilbenzoat) | 20.82 7.75 19024-50-1| C42H4602 Ester acid aromatic
B- Cariofilen 21.1 2.38 87-44-5 CisHas Sesquiterpene
Cinamil acetat 2214 7.96 103-54-8 | C41H420, | Ester alcool aromatic
Benzil Benzoat 29.78 1.01 120-51-4 | Ci4Hq20; Ester aromatic
Total 99.99%

Fig. 5.5 Rezultate experimentale analiza GC-MS pentru uleiul esential de scortisoara S-EO
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Rezultate: T-EO Numar picuri detectate = 20 Numar total picuri=27
) Procent arie
Denumire component | Apex . . .
. . (relativ picuri CAS Formula | Clasa compusi
identificat RT ) - !
identificate)
9 Triciclene 6,79 0,44 508-32-7 CioH1s Monoterpene
E 1R (+)-a-Pinen** 7,09 3,05 7785-70-8 | CqoHis Monoterpene
*qc'J' Camfen 7,62 4,99 79-92-5 CioHas Monoterpene
2 | a-Pinen** 8,4 0,68 80-56-8 | CiH:s | Monoterpene
g o-Pinen** 8,68 3,50 80-56-8 CioH1e Monoterpene
7-; a-Terpinen 9,89 15,07 99-86-5 | CioHis | Monoterpene
i 1,8-Cineol (Eucaliptol) 10,19 4,63 470-82-6 | CioHqe0 Eter ciclic
[J]
P y-Terpinen 10,9 11,37 99-85-4 CioH1s Monoterpene
& | p-Mentha-1,4(8)-diene 11,61 1,04 DL CioHis Monoterpene
(W]
g (Carven, Limonen) 138-86-3
@ | y-Linalol - 12,17 9,42 598-07-2 | CqoH:g0 | Alcool terpenic
r—; Isoborneol 14,17 1,12 124-76-5 | CyoHg0 | Alcool terpenic
TE Borneol 14,44 0,85 507-70-0 | CioH4s0 | Alcool terpenic
*E' 4-Terpinenol (p-Menth-1-en- | 14,61 0,92 562-74-3 | CyoH1g0 | Alcool terpenic
g 4-ol, 4-Carvo-menthenol)
£ | a-Terpineol (p-Menth-1-en-8- | 15,43 1,78 10482-56-1| CioH1s0 | Alcool terpenic
g ol)
E Antranilic acid 16,71 0,87 118-92-3 | C;H;NO, Amino-acid
£ | carvacrol** 17,9 16,00 £499-75-2 | CioH10 Fenoli
E Carvacrol*** 18,03 13,00 499-75-2 | CioH4.0 Fenoli
Carvacrol*** 18,3 3,22 499-75-2 | CioH10 Fenoli
B-Cariofilen 21,12 7,28 87-44-5 CisHas Sesquiterpene
o-Cariofilen 22,02 0,78 6753-98-6 | CisHas Sesquiterpene
Total 100.00%

Fig. 5.6 Rezultate experimentale analiza GC-MS pentru uleiul esential de cimbru (Satureja hortensis) T-EO
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Rezultatele privind compozitia chimica comparativa, determinata experimental prin GC-MS, pentru
cele 5 uleiuri esentiale sunt centralizate in Tab. 5.3 care prezintd procentele de arii relativ |a total arii
componenti identificati, exclusiv pentru componentii identificati cu procent >3%.

Tab. 5.3 Compozitia chimica comparativa a celor 5 uleiuri esentiale utilizate determinata experimental prin

GC-MS: compusi chimici cu concentratii relative > 3% fata de total compusi identificati
Concentratii relative [%]
N Component chimic identificat (Procent arie pic / total arii picuri identificate) Obs.
cre BEO | C-EO | 0-EO | S-EO | T-EO
1 | y—Terpinen 3,49 11,37 MT
2 | a—Terpinen 15,07 MT
3 | p-Cimen 13,79 3,59 MT ar.
4 | Mircen MT
5 | B-Cariofilen 17,12 7,28 ST
6 | a-Linalol 25,63 5,11 3,85 9,42 Alcool
7 | Carvacrol 53,16 32,22 Fenol
8 | Eugenol 77,34 Fenol
9 | Eugenil acetat Ester
10 | Taragon (Estragol, metil-chavicol) 60,55 Eter
11 | Cinamaldehida 47,03 aélod:_;'t?:é
12 | Cinamil acetat 7,96 Ester
13 | 2-Norpinen 3,21 MT
14 | a-Pinen 6,91 3,26 7,23 MT
15 | Camfen 4,99 MT
16 | Eucaliptol (Cineol) 3,36 3,37 4,63 Eter
17 | a-Cariofilen (Humulen) 3,73 ST
18 | meta-Eugenol 12,87 Fenol
19 | Cariofilen oxide 3,72 Eter
20 | para-lsopropil-benzoat de etil 7.75 Ester
21 | Cicloundecatriena 4,92 Triend
Total 94,31 94,46 89,54 89,68 95,94

Datele experimentale confirma informatiile privind compusii chimici majoritari din compozitia EOs
specificate in fisele tehnice de produs (Tab. 5.2) dar reliefeaza in acelasi timp diferente de concentratie,
precum si existenta in procentaj de minimum 3% si a altor compusi (listati la numerele 13-21 din Tab.
5.3). Acestia sunt monoterpene (2-Norpinen, o-Pinen, camfen), sesquiterpene (a-Cariofilen sin.
Humulen), eteri terpenici (eucaliptol, cariofilen oxid), fenoli (meta-Eugenol), esteri (p-isopropil-benzoat
de etil) si se regasesc diferentiat in compozitia uleiurilor analizate. Desi datele centralizate se refera
exclusiv la componenti cu concentratie de minimum 3%, datele experimentale reliefeazd complexitatea
compozitionald a uleurilor esentiale, precum si individualitatea acestora dpdv compozitional.

102



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

5.3.3. Analiza FTIR

in Fig. 5.7 se prezinta spectrele FTIR-ATR comparative ale celor 5 uleiuri esentiale analizate. in
concordantd cu concluziile analizei GC-MS spectrele FTIR vin sd confirme complexitatea si
individualitatea compozitionald a uleiurilor esentiale analizate. Astfel, desi se evidentiaza unele
asemanari intre spectre (0-EO cu T-EO, C-EO cu B-EO), respectiv existenta unor benzi de absorbtie
comune pentru diverse EOs, centralizate in Tab. 5.4, spectrele nu se suprapun, fiind strict specifice, cu
precadere in zona de amprenta digitala.

§
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b
Fig. 5.7 Spectrele FTIR_ATR comparative pentru cele 5 uleiuri esentiale, inregistrate pe tot domeniul
4000-6000 cm™ (a) si zona de amprentd digitald 1800-600 cm™' (b)
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Tab. 5.4 Lista benzilor de absorbtie in spectrele FTIR ale uleiurilor esentiale si atribuire

B-EO C-EO 0-EO S-EO T-EO Date referinta literatura / IR Handouts
Benzi de absorbtie / Numere de und&, cm™ Nunjér de Atribuire
! unda, cm™
3523,0 | 35151 3514,2 | 35325 3500-3200 H bonded -0-H strech Alcooli,
3401,0 3438,0 3408,6 Fenoli
3073,2 | 3069,5 | 30184 | 30683 3100-300 =C-H strech / Alchene,
Structuri aromatice
2965,4 | 30050 | 29594 2959,9 3000-2800 -C-H strech / Alcani Vibratii -
2909,3 2932,7 2925,8 2932,6 2925,4 CH2-, -CH3
28375 2844,5 28711 2841,6 2871,6
27439 2820-2720 C-H strech / Aldehide
C=0 strech / carbonil
neconjugat
1761,0 1723,3 1711,0 1720-1705 Acizi
1780-1715 Esteri
1740-1680 Aldehide, cetone
1639,3 16214 1670,4 1619,0 1680-1600 C=C strech / Alchene
1610,9 | 1606,8 | 1584,1 1611,1 1582,4 1600-1500 C=C strech/ nucleu aromatic
1509,5 | 1510,0 | 1513,1 15108 | 1514,2 1510-1505 unitate fenil-propanica
1455,0 1458,1 1455,0 1457,0 14544 1460 C-H bending / metil -CH3,
metilen -CH2-
1433,4 1422,2 1436,6 1421,9
1374,1 1366,6 | 13714 | 1367,4 | 13732 1385-1370 C-H (split) metil, isopropil
1303,0 1300-1160 C-0/ esteri;
1240 cm™-acetati
1296,9 1265,4 1265,5 1287,2 1260-1180 C-0/ Fenaoli
1242,6 1229,4 1246,5 1231,8 1225,6 1260-1180
1202,6 1205,2
1176,6 11491 1174,2 1155,2 1200-1125 C-0 strech / Alcooli tertiari
1111,1 1119,8 | 1113,7 | 1122,5 | 1090,3 1125-1085 C-0 strech / Alcooli secundari
1035,6 1031,5 1061,4 1031,4 1056,1 1085-1050 C-0 strech / Alcooli primari,
Eteri
995,1 995,7 993,3 996,7 945,0 1000-960si | C-H bending/ Alchene R-
940-900 CH=CH2
911,7 910,4 938,8 911,5 990-940 C-H bending/ Alchene trans
851,3 865,9 851,4 860,5 915-870 C-H bending / Alchene R,C=CH,
813,9 801,8 812,8 804,8 810,5 860-800 C-H Benzen p-substituit
810-750 C-H Benzen m-substituit
760,1 745,6 720,9 746,3 732,4 790-650 C-H bending/ Alchene c/s
701,5 688,6 710-690 C-H Benzen m-substituit
625,5 646,3 637,3 647,0 770-735 C-H Benzen o-substituit
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In toate spectrele se observi benzi de absorbtie ale gruparilor ~OH alcoolice si/sau fenolice in zona
3500-3200 cm™, usor diferentiate ca pozitie, alura si intensitate datorita continutului si tipului diferit
de astfel de compusi. Absorbtiile in zona 3000-2800 cm™, prezente in toate spectrele sunt datorate
vibratiilor simetrice si asimetrice ale legaturilor C-H in alcani, fiind asociate cu grupdrile metilen si metil
de pe catene/structuri alifatice saturate. in zona 3100-3000 cm™' se observi o absorbtie redusa pentru
B-EO, C-EO, 0-EO si S-EO, respectiv umar pentru T-EO datorata vibratiilor legaturilor =C-H in alchene
si/sau structuri aromatice. Prezenta nucleului aromatic este confirmata de absorbtii puternice in zona
1500-1600 cm™' pentru toate uleiurile esentiale datorita continutului lor de compusi aromatici de tip
fenoli, eteri fenolici sau aldehide aromatice: taragon (B-EO), eugenol (C-EOQ), carvacrol (O-EOQ),
cinamaldehida si meta-eugenol (S-EQ), carvacrol (T-EO). Prezenta nucleelor aromatice substituite este
reliefata si de absorbtiile multiple specifice sub 900 cm™ pentru structuri aromatice disubstituite in
pozitii o, m, p. in acelasi timp marea majoritate a componentilor EOs studiate contin si duble legaturi
de tip alchene, evidentiate si de benzile de absorbtie din zonele 1680-1600 cm™, respectiv 1000-650
cm™, cu evidentierea clard a S-EO prin banda de absorbtie maximala 1670 cm™, atribuita dublei gruparii
carbonil conjugate cu dubla legatura C=C din structura cinamaldehidei.

Ca elemente de diferentiere se observa pozitia si intensitatea diferita a benzilor de absorbtie ale
gruparilor carbonil neconjugate, situate la: 1761 cm™ (intensitate micd) in C-EO (grupare esterica din
acetil eugenol) (C-EQ); 1723 cm™in S-EO si 1711 cm™ in T-EO. De asemenea, C-EO; S-EO si B-EO se
evidentiaza prin benzi mai puternice de absorbtie in zona 1510-1505 cm™ atribuite vibratiilor de
schelet ale structurilor fenil-propanice din eugenol, cinamaldehida si estragol. in zona de amprent&
digitala diferentierile sunt multiple si greu de atribuit, constand in unele deplasari ale pozitiilor
maximelor de absorbtie si diferente ale intensitatilor lor relative. Specificitatea/unicitatea spectrelor
FTIR pentru fiecare compus chimic individual, respectiv amestec complex cu compozitie datd, respectiv
acest caracter de amprenta digitala justificd importanta si versatilitatea investigatiilor FTIR in
caracterizarea diverselor materiale si evidentierea modificarilor compozitionale rezultate din diverse

Cauze.

in concluzie, rezultatele investigatiilor din acest capitol reliefeaza particularitétile fizico-chimice si
compozitionale, asemdnarile si deosebirile dintre cele 5 uleiuri esentiale investigate (B-EO, C-EO, O-
EO, S-EO, T-EO), oferind o bazd fundamentala in intelegerea/explicarea proprietdtilor lor biologice,
inclusiv caracterul fungicid. Caracterul activ antifungic al unor componenti majoritari ai acestor uleiuri,
cum ar fi eugenolul, carvacrolul, aldehida cinamicd a fost demonstrat prin teste specifice (ex. Xie et al,,
2017) si constituie un argument pentru un potential biocid al EOs testate. Diferenta de compozitie a
EOs va determina foarte probabil diferente de potential antifungic, iar eficienta va fiinfluentata de tipul
fungilor.
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Capitolul 6 - Evaluarea comparativa a efectului biocid antifungic -
selectarea produselor cu potential

In capitolul de fati este detaliatd procedura de testare si evaluare a potentialului fungicid al celor cinci
uleiuri esentiale (EOs) selectate: B-EO (Ocimum basilicum), C-EQ (Eugenia caryophyllata), O-EO
(Origanum vulgare), S-EO (Cinnamomum verum) si T-EO (Satureja hortensis) si rezultatele obtinute.
Aceste uleiuri au fost alese pe baza unei analize aprofundate a literaturii de specialitate si au fost
caracterizate din punct de vedere al proprietatilor fizice si compozitiei chimice (FTIR, GC-MS),
rezultatele fiind prezentate in capitolul anterior.

Pentru a determina potentialul lor antifungic fata de o serie de ciuperci lignicole xilofage importante in
biodegradarea lemnului, uleiurile esentiale au fost supuse unor teste de screening, urmand protocolul
analitic prezentat in capitolul 4.

6.1. Consideratii generale asupra testelor screening efectuate si etape de cercetare
Cercetarile efectuate si prezentate in acest capitol au vizat urmatoarele:

. Evaluarea potentialului antifungic fatd de ciuperci xilofage reprezentative pentru biodegradarea
lemnului pentru fiecare dintre cele 5 uleiuri esentiale considerate;

o Evaluarea comparativa a rezultatelor obtinute pentru cele 5 uleiuri esentiale in vederea unei
ierarhizari a acestora dpdv al potentialului biocid antifungic;

. Selectarea a doua uleiuri esentiale cu potential pentru continuarea cercetdrilor;

. Validarea rezultatelor prin retestarea uleiurilor esentiale cu potential selectate.

Prin urmare, cercetarea s-a realizat in mai multe etape si a implicat realizarea si repetarea testelor
screening in laboratoare si/sau etape diferite.

Elementele importante au fost: tipul de test aplicat, respectarea procedurii de realizare si evaluare,
precum si modul de utilizare a EOs (medii de diluare si concentratii) in cadrul aceluiasi test.

in toate situatiile, testele screening aplicate s-au realizat pe doua tipuri de ciuperci, una reprezentativa
pentru putregaiul brun (Serpula lacrymans, Postia placenta)si cealaltd pentru putregaiul alb (7rametes
versicolon.

. Etapa 1: Au fost testate cele 5 uleiuri esentiale aplicand testul screening RS. Testele au fost
realizate la Universitatea Tehnicd din Zvolen Slovacia, Facultatea de Stiinta si Tehnologia Lemnului,
unde existd o experienta bogata in teste biologice. Concluziile au fundamentat selectia a doua EOs cu
potential, pentru utilizare in etapele ulterioare de cercetare.

. Etapa 2: Validarea potentialului antifungic pentru cele doua EOs selectate, prin repetarea
aceluiasi test screening RS, efectuat conform metodei de testare prezentata in detaliu in capitolul 4, la
Brasov in cadrul ICDT al Universitatii Transilvania.

in cadrul testelor s-au utilizat trei tipuri de ciuperci standard de incercare (prezentate in capitolul 3)
folosite conform cu disponibilitatea acestora in fiecare laborator. Astfel, pentru testele din Brasov s-a
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folosit specia de putregai brun Postia placenta, iar 1a Zvolen s-a optat pentru Serpula lacrymans.
Acestea au fost utilizate in teste comparativ cu specia de putregai alb Trametes versicolor, comunain
testele de la Brasov si Zvolen, dar provenita din suse (ciuperci mama) diferite.

Datorita desfdsurarii experimentelor in locatii diferite, cu logistica diferita, au existat unele variatii in
ceea ce priveste materialele utilizate, perioadele de monitorizare, echipamentele folosite si speciile de
fungi testate. Cu toate acestea, in ambele situatii si laboratoare ale institutiilor implicate, s-au
respectat protocoalele pentru a asigura validitatea si comparabilitatea rezultatelor obtinute.

Cele 5 uleiuri esentiale utilizate: B-EO (Ocimum basilicum), C-EO (Eugenia caryophyllata), O-EO
(Origanum vulgare), S-EO (Cinnamomum verum) si T-EO (Satureja hortensis), au fost testate la diverse
dilutii in doi solventi diferiti: ulei de in sicativat (cod LO) si etanol (alcool etilic pa, 96%), variantele de
testare fiind prezentate in Tab. 6.1.

Tab. 6.1 Testele screening RS realizate: datele privind concentratiile uleiurilor esentiale, solventii si
materialul biologic utilizate in testarea si validarea potentialului antifungic (etapele de realizare 03)

o 15 Concentratie
= L g5 EOs Solvent EO in solvent Material biologic
o Obiectiv = g
w @ [ml/100 ml]
B-EO 0,25 .
) Putregai brun:
Testare potential C-EO 1
. . ' Serpula lacrymans
1 antifungic (Zvolen) RS 0-EO Etanol 10 ]
Putregai alb:
Selectare 2 EOs S-EO .
100 Trametes versicolor
T-EO
0/ Control Putregai brun:
C-EO 1 Postia placenta
RS Etanol )
T-EO 5 Putregai alb:
Validare potential 10 Trametes versicolor
2 | antifungic (Brasov)
EOs selectate 0/ Control L Putregai brun:
Re C-EO Uleidein 1% Postia placenta
T-EO (LO) 5 Putregai alb:
10 Trametes versicolor

NOTA: * Concentratia de 1% ulei esential s-a folosit doar pentru uleiul esential de cuisoare C-EO.

6.2. Aspecte metodologice privind testarea potentialului fungicid prin teste screening
(Zvolen)

Testul screening realizat a fost cel codificat RS, prezentat principial in capitolul 4. Fatd de metoda de
lucru prezentatad in acelasi capitol si adoptatd ca parte a conceptului metodologic dezvoltat in aceasta
lucrare, testele realizate la Zvolen au diferit printr-o serie de aspecte legate de materiale, echipamente
si conditii asigurate, precum si intervalele de timp dupa care s-a facut evaluarea. Din acest motiv se
prezinta procedura testului realizat la Zvolen.
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Pentru toate testele micologice efectuate au fost utilizate cutii Petri standard (¢ 100 mm) din sticla si
mediu de culturd pe baza de agar si extract de malt. Sterilizarea cutiilor Petri de sticla (Zvolen) s-a
realizat in etuva la 150°C timp de 2-3 zile.

Mediul de culturd a fost preparat folosind un amestec comercial de 45g (30g malt + 15g agar) la 1 litru
de apa distilata. Acesta a fost supus unui proces de sterilizare, fiind autoclavat de doud orila 120°C, cu
0 pauza de 30 de minute intre sterilizari. Ulterior, mediul a fost turnat in cutiile Petriintr-o hotd, fara a
utiliza ventilatia, si lasat sd se rdceasca in aceleasi conditii timp de 24 de ore. Pe parcursul acestei
perioade, cutiile Petri au fost expuse si la o sterilizare suplimentard cu raze UV. Inocularea mediului de
cultura si montarea testelor (plasarea hartiilor suport control si tratate cu EO) au fost efectuate dupa
24 de ore.

Inocularea ciupercilor a fost efectuatd in conditii sterile si de sigurantd, intr-o hotd microbiologica,
folosind o ansa sterilizata prin fierbere (ansa diferita pt fiecare ciupercd). Tehnica utilizata a implicat
tdierea inoculului sub forma unei prisme pdatrate cu ajutorul acului ansei, urmata de transferul acestuia
pe mediul de cultura din cutia Petri, respectand o schema prestabilita. Pozitionarea inoculului s-a
realizat cu miceliul orientat in sus, evitand contactul direct cu suprafata mediului de cultura.

Testele au fost efectuate utilizand materiale specifice. Astfel, s-au utilizat discuri de hartie cu diametru
de 12 mm (Antibiotics test paper — Fisher Scientific), cate patru bucati per cutie Petri, trei fiind
impregnate cu substanta de testat (notate 1), iar una reprezentand controlul (notata 2).

Pentru a asigura sterilitatea, hartiile au fost supuse unui proces de sterilizare in doua etape, mai intai
in etuva la 100°C timp de 1-2 zile, apoi in autoclava. Ulterior, hartiile au fost imersate in solutiile de
testare, respectiv alcool etilic (proba control) pentru o perioada scurtd de 10-15 secunde si plasate pe
hartii de filtru sterile pentru a indeparta excesul de lichid. Pentru a verifica reproductibilitatea, au fost
realizate cate doud probe in paralel pentru fiecare ulei esential si fiecare concentratie.

Cutiile Petri au fost amplasate in camera climatica la o temperatura constanta de 23 °C siintr-un mediu
umed, asigurat prin prezenta unui recipient deschis cu apa sterild. Monitorizarea atentd a evolutiei
dezvoltarii fungice pentru toate probele a fost efectuata la intervale prestabilite de 4, 7, 10 si 14 zile.
S-au documentat evolutia testului prin fotografii de inalta rezolutie si masuratori direct pe probe. S-au
mdsurat dimensiunile miceliului de la inocul in directia hartiilor suport control si tratate in vederea
calcularii indicilor de inhibitie (reducere a dezvoltarii fungice) lso Si lpaper Specifici testului RS (detalii in
capitolul 4) .

6.3. Rezultatele testdrii si validarii potentialului antifungic prin teste screening

Rezultatele testelor, concretizate in documentarea fotografica a evolutiei dezvoltdrii fungice pe
parcursul testului, indicii de inhibitie specifici calculati, precum si o serie de reprezentadri grafice au fost
sintetizate in fise de evaluare a potentialului fungicid pentru fiecare ulei si experiment in parte.

6.3.1. Fisele de rezultate privind testarea si validarea potentialului antifungic

Datele experimentale rezultate in urma testelor screening au fost sintetizate in 3 tipuri de fise:
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o Fise de rezultate privind potentialul antifungic (R-03-1), in numar de 5 fise realizate separat
pentru fiecare tip de ulei esential;

. Fise de validare a potentialului antifungic (R-03-2), in numadr de 2 fise de validare realizate
separat pentru fiecare tip de ulei esential ce a fost selectat dupd faza 1 de testare (continut similar cu
R-03-1);

o Fise de rezultate privind potentialul antifungic comparativ in functie de tipul de fungi (R-03-3),
in numadr de 2 fise realizate pentru fiecare tip de ciuperca testatd, cuprinzand comparativ rezultatele cu
ambele uleiuri selectate.

Fisele de tip R-03-1 se regdsesc in forma lor integrala in sectiunea de Baze de date BD-03, iar fiecare
fisd cuprinde urmdtoarele parti:

I. Date deidentificare detaliatd privind tipul de ulei folosit, concentratiile acestuia, solventul folosit,
tipurile de ciuperci, locul desfasurarii testelor;
Il. Imagini privind evolutia dezvoltdrii ciupercii pe toatd durata testului (pentru 4, 7, 10 si 14 zile);

. Valori ale celor doi indici, de inhibitie a cresterii miceliului pe mediu (ls.) si de inhibitie a cresterii
miceliului pe hartie (l,aper) pentru uleiul esential folosit, pe ambele ciuperci testate;

IV. Analiza a datelor experimentale obtinute, cuprinzand grafice, interpretdri discutii si concluzii.
Prezentul capitol integreaza informatiile relevante din fisele de tip R-03-2 si R-03-3, date care nu sunt
replicate in baza de date finald a acestei lucrarii.

Fisele elaborate (BD-03) ofera nu doar informatii esentiale, ci faciliteaza si stabilirea unor corelatii
semnificative cu datele privind compozitia chimica variatd a uleiurilor esentiale (EOs), detaliate in
capitolul 5 siBD-02. Acestea fundamenteaza concluziile referitoare la selectia si validarea potentialului
biocid al uleiurilor esentiale utilizate ulterior in testele pe epruvete de lemn, descrise in Capitolul 7.

in continuare, se prezintd o analiza sinteticd a rezultatelor experimentale cuprinse in aceste fise,
evidentiind evaluarea comparativd a celor cinci uleiuri esentiale din perspectiva potentialului biocid
(etapa initiala), respectiv validarea acestui potential pentru doua EOs selectate, conform obiectivelor
specifice aferente fiecarui tip de fise rezultate. Aceasta analiza comparativa aprofundeaza rezultatele
obtinute in urma testdrii potentialului antifungic al celor cinci uleiuri esentiale investigate.

6.3.2.Analiza comparativa a potentialului biocid antifungic al uleiurilor esentiale testate

In aceast subcapitol se prezintd o analizd comparativa a rezultatelor experimentale privind potentialul
biocid antifungic pentru cele 5 uleiuri esentiale: B-EO (busuioc), C-EO (cuisoare), 0-EO (oregano), S-EO
(scortisoara) si T-EO (cimbru) utilizate. Analiza a fost realizatd utilizand datele si rezultatele
experimentale din fisele R-03-1 prezentate in Baza de date BD-03.

6.3.2.1. Exemplificarea rezultatelor si a modului de interpretare

In Fig. 6.1 se exemplificd imagistic rezultatul testului screening RS pentru determinarea potentialului
antifungic fatd de 7rametes versicolor al uleiul esential de scortisoara S-EO, la concentratii
descrescdtoare de la ulei pur (100%) la concentratii de 10%, 1% si 0.25 % in etanol. Conform metodologiei
de laZvolen, testul se consideraincheiat atunci cand miceliul a acoperit complet hartia de control. Acest
aspect duce in anumite cazuri la reducerea timpului de observatie, fapt ce se poate constata din

109



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP
]

imaginile prezentate in Fig. 6.1. Aceasta prezinta evolutia miceliului ciupercii de putregai alb 7rametes
versicolor pe toata durata testului (max 14 zile), pentru fiecare concentratie a uleiului esential de
scortisoara S-EO. Situatiile diferite de finalizare a testului sunt marcate prin chenare colorate, dupa
cum urmeaza:

o chenar galben - finalizarea testului la 14 zile (perioada maxima de testare conform metodologiei
din Zvolen);
. chenar rosu - finalizarea testului la acoperirea totala a hartiei control de catre miceliu.

In Fig. 6.1 se poate observa ci utilizand S-EO la o concentratie de 100%, dezvoltarea ciupercii este total
inhibata, iar finalul testului a fost considerat la 14 zile, in lipsa oricarei dezvoltdri de miceliu. Acesta este
un caz de inhibitie absolutd (abs), ceea ce poate conduce la ideea de sterilizare a incintei de testare prin
volatilizarea S-EO.

Contrar cu aceasta situatie, pentru concentratiile mici, de 0,25% si 1%, ulei esential de scortisoara S-EO
in alcool etilic, miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control), in ziua
a 7-a, situatie ce corespunde, conform metodologiei stabilite, finalizarii testului (chenar rosu). Prin
urmare, nu s-au maiinregistrat fotografii in cea de a zecea zi de testare, desi cutiile Petri s-au mentinut
in incubator pentru a avea fotografia la perioada maxima de incubare de 14 zile. Totodata , acoperirea
totald, neselectivd, a hartiilor control si tratate incepand cu ziua a 7-a releva faptul ca pentru aceste
concentratii S-EO nu prezinta potential fungicid. Pentru concentratia de 10% finalul testului se
considera la 10 zile, iar dezvoltarea selectivd a micelilului spre control evitand hartiile tratate
demonstreaza potentialul antifungic la aceastd concentratie. Cutiile s-au mentinut in test pentru
imagine finala dezvoltare miceliu la 14 zile, cand se observa, ca miceliul a acoperit in intregime hartiile
(atat cele tratate cat si hartia control).
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Trametes versicolor

S-E010%

S-E01% : Test finalizat

dinziuaa7a

S-EO : Test finalizat

0,25% -
dinziuaa7a

Fig. 6.1 Evolutia dezvoltarii miceliului ciupercii de putregai alb 7rametes versicolor pe toata durata testului
(max 14 zile), pentru fiecare concentratie a uleiului esential de scortisoara (Cinnamomum verum) S-EO
diluat in etanol

in testul RS indicii de inhibitie a dezvoltarii fungice se calculeaza in doud etape

. Prima etapa (lso) se refera la inhibitia dezvoltdrii fungice pe mediul de cultura si se calculeaza
pana cand miceliul ajunge la hartia de control. De obicei aceasta valoare inregistrata privind inhibitia se
incheie la 4 zile de observatie;

. A doua etapa (lpaper) Se calculeaza de cand miceliul incepe sa se dezvolte pe hartia control.

In Fig. 6.2 sunt prezentate, spre exemplificare, diferite cazuri/tipuri de inhibitie, prin imagini si valorile
indicilor de inhibitie corespunzatori (Iso sau lpaper), precum si observatiile aferente, pentru o mai clara
asociere dintre valoarea numericd calculata si situatia reald a dezvoltarii ciupercii.

"n oA
|

Marcarea cu notatia ,abs.” in loc de valoare numerica reprezinta inhibitie absoluta, miceliul nu s-a

dezvoltat deloc.
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Nr. crt.

ISO| sau Ipaper

Imagine fotografica

Inhibitie 0.00%
ls0=0.00%

Observatii

Inhibitie 0.00%
lpaper=0.00%

Ciuperca s-a dezvoltat treptat
acoperind progresiv si uniform
mediul (neselectiv)

Inhibitie totala
lso=100%

Ciuperca s-a dezvoltat neselectiv
acoperind progresiv intreaga
suprafata a mediului si apoi a

hartiilor, acoperind in final toata

suprafata cutiei Petri

Inhibitie totald
lpaper=100%

Ciuperca s-a dezvoltat pe mediu cu
preferintd vizibila spre control

Ciuperca s-a dezvoltat selectiv (pe
mediu si hartia control), evitand
zonele tratate.
Acoperirea totala a controlului
corespunde finalizdrii testului
(chenar rosu)

Inhibitie absoluta
(abs)
lsoi= abs,
marcatd absolut

In acest caz ciuperca nu s-a
dezvoltat deloc, uleiul esential a
sterilizat intreaga incinta.

Inhibitie
intermediara,
lpaper=46,67%

Ciuperca se dezvolta preferential
spre control

Fig. 6.2 Exemple ale tipurilor de inhibitii pe mediu (ls.) si pe hartie(l,aper) care pot sd apara in testul de tip RS.
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6.3.2.2. Evaluarea comparativa a potentialului antifungic pentru cele 5 uleiuri esentiale

Valorile comparative ale celor doi indici, de inhibitie a cresterii miceliului pe mediu (ls.) si de inhibitie a
cresterii miceliului pe hartie (lpaper), ale celor 5 uleiuri esentiale, pentru ziua 4 de observatie si ziua
considerata final de test, pentru ambele ciuperci, sunt prezentate centralizat in Tab. 6.2.

Analizand datele din Tab. 6.2 se poate observa c4d, in general, dupa primele 4 zile de testare ciupercile
studiate s-au dezvoltat treptat acoperind progresiv mediul pentru toate EOs si concentratiile studiate,
exceptie facand uleiul esential de busuioc B-EQ (Ocimum basilicum) si cel de scortisoara S-EO
(Cinnamomum verum) |a concentratia de 100%. Pentru aceste uleiuri pure (100%) se observa inhibitie
absolutd, miceliul nu s-a dezvoltat deloc, ce poate duce la concluzia ca s-a realizat o posibila sterilizare
totald a incintelor.

Pentru toate uleiurile esentiale studiate in cadrul lucrdrii se poate observa o crestere a potentialului
biocid odatd cu cresterea concentratiei de ulei esential. Astfel, se poate vedea majorarea indicelui de
inhibitie pe mediu sau pe hartie paralel cu cresterea concentratiei, inca de la inceputul testului, din
prima zi de observatie, dar si pe parcurs, pana la finalul testarii, maxim 14 zile.

Tab. 6.2 Indicii de inhibitie a cresterii miceliului pe mediu (ls,) si de inhibitie a cresterii miceliului pe
hartie (lpaper) pentru ambele ciuperci folosite, cele 5 uleiuri esentiale (in ziua 4 si in ultima zi de
monitorizare (maxim 14 zile))

Tipuri de ulei esential/ Ziua de observatie
'go c \ B-EO C-EO 0-EO S-EO T-EO
S onc,%
L _ Final ) _ ) Final _ Final ) Final
Ziva 4 Ziua 4 |Final test| Ziua 4 Ziua 4 Ziua 4
test test test test
w S 0.25 1.67 0.00 0.00 0.00 6.67 0.00 -3.16 0.00 19.33 0.00
~ S~
Q O
E 3 1 375 | 000 | 3627 | 3889** | 808 | 000 | 1538 | 000 7.94 0.00
(L
S QU
=S 10 100 0.00 2556 | 41,67 | 30.86 | 0.00** | 9583 | 46,67** | 17.24 | 15,28*
100 | BB | BB | 2500 | 100 |s167| 100 | BH | M8 | 100 | 100%
N 2 0.25 0.00 0.00 4.76 0.00 -2.94 0.00 0.00 0.00 4,76 0.00
= N
I~
% § 1 0.00 0.00 20.95 | 70.83** | 17.59 0.00 7.50 0.00 11.67 0.00
wn 9
T 10 100 0.00 31.48 | 43.06* | 33.33 | 0.00** | 70.83 0.00 18.06 | 0.00**
100 | BB | B | su79 | 9722|5556 | 100 | M | HB | 100 | 100

lso — indice inhibitie pe mediu

Ipaper — indice inhibitie pe hartie

NOTA:

* finalul testului a survenit in cea de a saptea zi de monitorizare cand in urma dezvoltarii miceliului hartia de control a fost
acoperitd complet;

** finalul testului a survenit in cea de a zecea zi de monitorizare cand in urma dezvoltdrii miceliului hartia de control a fost

acoperitd complet;
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Concentratiile mici, de 0,25 si 1%, nu genereaza inhibitie privind dezvoltarea ciupercilor studiate in cele
mai multe cazuri, totusi uleiul esential de cuisoare prezinta potential biocid si la concentratia de 1%,
pentru care s-au inregistrat valori ale indicelui de inhibitie pe hartie de 38,89% pentru putregaiul alb,
valoare inregistratd la finalul testului, dupa 10 zile de testare si de 30,56% pentru putregaiul brun,
valoare determinata dupa perioada maxima de testare la 14 zile.

6.3.2.3. Evaluarea potentialului antifungic a celor 5 uleiuri esentiale functie de tipul de ciuperca

Potentialul antifungic pentru fiecare tip de ulei studiat si concentratie in functie de tipul de ciuperca
utilizatd, respectiv Trametes versicolor - putregai alb si Serpula lacrymans - putregai brun este ilustrat
mai clar in Fig. 6.3(a,b), unde sunt prezentate sub forma grafica rezultatele experimentale obtinute la
finalul testului, respectiv indicii de inhibitie in ultima zi a testului, ce poate fi diferita in functie de caz.

Indici de dezvoltare la final test - Trametes versicolor Indici de dezvoltare la final test - Serpula lacrymans

=3

o
S S
= =
o =]

100,00
100,00
100,00
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97,22
habs

"3
o
©

Dabs
3
o

o
S
70,83
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&
w
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Fig. 6.3 Indicele de inhibitie a cresterii ciupercii (lso Sau lpaper) determinat la finalul testului (zile diferite
pentru fiecare ulei si concentratie), comparativ pe tip de ciuperca Trametes versicolor- putregai alb - a si
Serpula lacrymans - putregai brun - b pentru toate uleiurile esentiale testate la concentratiile studiate.

In urma evaludri comparative a datelor din figura Fig. 6.3 se poate observa ci toate uleiurile esentiale
prezinta potential biocid antifungic daca acestea sunt folosite ca atare, adica nediluate la concentratia
de 100%. Uleiurile esentiale de scortisoara S-EO (Cinnamomum verum) si de busuioc B-EO (Ocimum
basilicum) au inregistrat inhibitie absolutd pentru testarea cu ambele ciuperci considerate.

In cazul ciupercii de putregai alb (7rametes versicolor), uleiul esential de cuisoare C-EO (Eugenia
caryophyllata), prezinta potential biocid de la concentratia de 1%, pentru care s-a obtinut valoarea
indicelui de inhibitie pe hartie de 38,89%. La concentratia de 10% uleiurile esentiale de cuisoare C-EO,
de cimbru T-EO (Satureja hortensis) si de scortisoara S-EO prezinta potential biocid, obtinandu-se
valori ale indicelui de inhibitie pe hartie de 41,67%; 15,28% si respectiv 46,67%.

Uleiul esential de busuioc B-EO si uleiul esential de oregano 0-EO (Origanum vulgare) nu prezinta
potential biocid pentru nici una din concentratiile de 0,25%; 1%; Si 10%.

Concluzie TV: Datele obtinute pentru uleiul esential de cuisoare C-EO, indica potentialul biocid cel mai
ridicat fata de putregaiul alb ( 7rametes versicolor), prin faptul ca acesta se manifestd de la concentratia
de 1%. Potential antifungic fatd de TV prezintd si uleiurile esentiale de scortisoara S-EO si de cimbru T-
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EO, dupa cum se poate observa din valorile comparative inregistrate pentru indicele de inhibitie a
cresterii ciupercii pe hartie. La concentratia de 10% valoare maxima lpaper=46,67% a fost obtinutd pentru
S-EO.

In cazul ciupercii de putregai brun (Serpula lacrymans), uleiul esential de busuioc B-EO si cel de
scortisoara S-EO nu prezintd potential biocid pentru nici una din concentratiile de 0,25%; 1%; Si 10%.
Uleiul esential de oregano O-EO (Origanum vuigare) si cel de cimbru T-EO (Satureja hortensis) au
prezentat pe durata testdrii semne de existentd a potentialului biocid antifungic la concentratiile
studiate (Fig. 6.4 b — T-EOQ), dar acesta nu s-a pastrat pana la finalul testului, cand valorile indicelui de
inhibitie a fost de 0,00%. Posibil sa fie doar o intarziere a dezvoltdrii fungice, nu contracarare a acesteia.

in Fig. 6.4 se poate observa evolutia efectului antifungic a uleiului esential de cimbru T-EO (Satureja
hortensis) demonstrat pe parcursul testului pentru putregaiul alb - Trametes versicolor - a si
putregaiul brun - Serpula lacrymans putregai brun - b la concentratiile studiate pentru intreaga durata

Evolutia efectului antifungic T-EO Evolutia efectului antifungic T-EO
o 25.00 65.00
e e 0.25% L e 0.25%
£ 2000 133 e 1% %55-00 1%
& (1728} 10% £ as00 10%
£ 15.00 = > £
] \ ®
o S\ 2 35.00
2 1000 : 2
2 7.94 £ 2500 m
= s5.00 . ]
15.00
L [1e7)
oo 4 7 10 13 500 476" = — 000 0.00
5.00 -5.00 a 7 10 1a
Durat3 de testare, zile Durati de testare, zile

Fig. 6.4 Evolutia efectului antifungic al uleiului esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis) demonstrat pe

parcursul testului pentru putregaiul alb - 7rametes versicolor - a si putregaiul brun - Serpula lacrymans - b

la concentratiile studiate pentruintreaga durata de testare (14 zile). Nota: liniile punctate reprezinta valori
lso, iar liniile continue valori lpaper; dupd 7 zile ciuperca a ajuns pe hartie

Din figura Fig. 6.4 se poate observa faptul ca uleiul esential de cimbru T-EO (c=10%) a inregistrat o
valoare de inhibitie pe mediu de 15,28% la sfarsitul testului, respectiv dupd 7 zile de testare pentru
putregaiul alb. in cazul analizei potentialului antifungic asupra putregaiul brun (Fig. 6.4) se poate
observa ca dupa 7 zile de testare uleiul esential de cimbru la concentratie 10% a prezentat efect biocid,
avand o valoare de inhibitie pe mediu de 53,33%, insd aceasta nu s-a mentinut pe tot parcursul testului.

Concluzie SL: Uleiul esential de cuisoare C-EO este singurul ulei esential care prezinta potential biocid
antifungic, incepand cu concentratia de 1% pana la 100%. Uleiul de cimbru (10%) prezinta un efect initial
deinhibitie a dezvoltarii miceliului pe mediu, dar acesta dispare dupd 7 zile de la inoculare, cand ciuperca
ajunge pe hartie.

Pentru a cumula rezultatele analizei comparative a datelor experimentale inregistrate privind
potentialul biocid antifungic al celor 5 EOs la toate concentratiile analizate in functie de tipul ciupercii,
s-a realizat o schemd sub forma de "tabla de sah”, prezentata in Fig. 6.5. In aceastd schema sunt
marcate cu culoarea verde uleiurile esentiale la concentratiile la care au aratat eficienta antifungica.
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Ulei esential Conc. Trametes versicolor Serpula lacrymans
0.25%
1%
B-EO 10%
100% z_14 (T z_14 (D
0.25%
C-EO 1% Z_10(38.89%) Z_10(70.83%)
10% Z_7(41.67%) Z_7 (43.06%)
100% Z_14(100%) Z_14(97.22%)
0.25%
0-EO0 1
10% Z_7 (54.39%)
100% Z_14(100%) Z_14(100%)
0.25%
S-EO 1
10% Z_10(46.67%)
100% z_14 (1D z_14 (1
0.25%
T-EO 1
10% Z_7 (15.28%) Z_7(53.33%)
100% Z_14(100%) Z_14(100%)
Indice de inhibitie inregistrat la finalul testului lso /lpaper (Zx — functie de caz)
Indice de inhibitie pe parcursul testului, pina in ziua Zy

Fig. 6.5 Prezentare schematica, de tip "tabla de sah”, a uleiurilor esentiale la concentratiile studiate, cu
reliefarea concentratiilor pentru care s-a demonstrat potential biocid antifungic, comparativ pentru cele
douad ciuperci testate 7rametes versicolor (putregai alb) si Serpula lacrymans (putregai brun)

Aceste rezultate ofera informatii valoroase pentru selectarea celor mai potrivite uleiuri si concentratii
in vederea controlului eficient al dezvoltarii fungice.

Concluzie: In urma evaludrii comparative a potentialului biocid antifungic a celor 5 uleiuri testate, au
fost selectate doua uleiuri esentiale pentru continuarea cercetdrilor: uleiul esential de cuisoare C-EO
(Eugenia caryophyllata)si uleiul esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis).

Totodatd, pentru 0 mai mare acuratete si relevanta a rezultatelor, in urmdtoarea etapa s-a efectuat
validarea rezultatelor obtinute utilizand cele doua tipuri de uleiuri esentiale selectate, C-EO si T-EO,
repetand acelasi test RS in laboratorul din cadrul ICDT Brasov. In acest test s-au folosit Trametes
versicolor (TV) si Postia placenta (PP) din colectia micologica proprie.

6.3.3. Analiza comparativa a rezultatelor experimentale obtinute in etapa de validare a
potentialului antifungic pentru C-EO si T-EO

Pentru a aprofunda cercetdrile privind potentialul biocid al celor doud uleiuri esentiale selectate: uleiul
esential de cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) si cel de cimbru T-EO (Satureja hortensis ) si
validarea rezultatelor ce au fundamentat selectia acestora, s-a realizat din nou un test pe tip screening
RS, in cadrul ICDT Brasov.
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Validarea potentialului antifungic s-a realizat prin testarea celor doua uleiuri selectate diluate in doi
solventi diferiti: ulei de in fiert sicativat (cod LO) si etanol (alcool etilic pa, 96%, cod ET), variantele de
testare fiind prezentate anterior in Tab. 6.1. Ciupercile utilizate in testul de validare au fost Postia
placenta -putregai brun si Trametes versicolor -putregai alb.

6.3.3.1. Efectul mediilor de diluare asupra inhibarii dezvoltarii fungice

Pentru validarea potentialului biocid al uleiurilor esentiale si diferentierea acestuia de potentialul efect
al mediilor de diluare (LO, etanol), s-au efectuat teste pe probe control la concentratia de 0% ulei
esential, respectiv teste cu solventii/mediile de diluare ca atare, cu scopul de verificare a efectului
acestora in dezvoltarea ciupercilor de putregai.

Spre exemplificare in Fig. 6.6 sunt prezentate imagini ce evidentiaza evolutia dezvoltarii miceliului
ciupercii de putregai alb 7rametes versicolor pe toatd durata testului, pentru martorul de ciuperca si
concentratia de 0% ulei esential cu cei doi solventi utilizati, respectiv uleiul de in (LO) si alcoolul etilic.
Analizand imaginile din Fig. 6.6 se poate observa ca la concentratia de 0% atat in cazul uleiului de in cat
si pentru etanol in primele zile de monitorizare ciuperca TV se dezvolta uniform pe mediu, comparativ
cu martorul de ciuperca. Din ziua a 7 a ciuperca a ajuns pe hartie in cazul etanolului si nu se observa
diferente notabile in dezvoltarea ciupercii intre etanol si martorul de ciuperca.

In cazul uleiului de in (LO), in ziua a 5 ciuperca TV a ajuns pana la hartie si si-a continuat dezvoltarea pe
mediu, evitand hartiile tratate. La finalul testului (ziua 11) mediul era acoperit cu ciupercd, dar hartiile
tratate cu LO nu erau acoperite complet. Astfel se observa ca LO prezinta un oarecare potential fungicid
impotriva ciupercii de putregai alb Trametes versicolor.

Complementar in Fig. 6.7 sunt prezentate spre exemplificare imagini ce evidentiaza evolutia ciupercii
de putregai brun Postia placenta pe toata durata testului, pentru martorul de ciuperca si concentratia
de 0% ulei esential, probe control cu cei doi solventi utilizati, respectiv uleiul de in (LO) si alcoolul etilic.
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Trametes versicolor

Ziua

Martor ciuperca

LO, 0% (control)

Etanol, 0% (control)

Fig. 6.6 Evolutia dezvoltarii miceliului pentru ciuperca de putregai alb 7rametes versicolor pe toata durata
testului pentru probele control (0% ulei esential) cu cei doi solventi utilizati, respectiv uleiul de in (LO) si
alcoolul etilic comparativ cu martorul de ciuperca
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Fig. 6.7 Evolutia ciupercii de putregai brun Postia placenta pe toata durata testului pentru probele control
(0% ulei esential) cu cei doi solventi utilizati, respectiv uleiul de in (LO) si alcoolul etilic comparativ cu
martorul de ciuperca
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Analizand imaginile din Fig. 6.7 se poate observa cd in primele zile ciuperca Postia placentase dezvolta
relativ uniform pe mediu, cu o tendinta de intarziere in cazul etanolului (observabild din ziua 5). Aceasta
tendintd deintarziere a cresterii ciupercii PP se mentine, in cazul etanolului pana la finalul testului, cand
ciuperca incd nu este dezvoltatd pe intreaga suprafata a cutiei Petri, comparativ cu martorul de
ciupercd, care a acoperit in totalitate suprafata cutiei.

in cazul LO din ziua a 7-a ciuperca PP ajunge pe hartie si se dezvolta uniform, fara diferente notabile
fata de martor. La finalul testului (ziua 11) toatd suprafata cutiei Petri este acoperita cu ciuperca PP
atatin cazul martorului de ciupercd, cat siin cazul hartiilor tratate cu LO.

Se poate afirma ca in cazul ciupercii de putregai brun Postia placenta, etanolul arata un usor efect de
inhibare a dezvoltdrii

6.3.3.2. Validarea potentialul biocid pentru uleiul esential de cuisoare C-EO (Eugenia

caryophyllata)

Validarea efectului biocid dovedit de uleiul esential de cuisoare s-a efectuat utilizand aceleasi doua
ciuperci. Conform celor prezentate anterior (Capitolul 6 6.3.2.2, 6.3.2.3) uleiul esential de cuisoare C-
EO a demonstrat potential biocid incepand cu concentratia de 1%.

Rezultatele obtinute in testul de validare a potentialului biocid al C-EO, la diverse dilutii in cele doua
medii considerate (LO, etanol), fata de cele doua ciuperci TV si PP sunt reprezentate grafic prin evolutia
indicilor de inhibitie calculati. Graficele complexe prezinta evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe
mediu (lso) si pe hartie (lpaper) pe toata perioada de monitorizare, pentru fiecare concentratie a uleiului
esential de cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) in cei doi solventi studiati.

Un exemplu de interpretare a acestor reprezentdri grafice complexe ale unui proces evolutiv, cu faze
succesive de dezvoltare miceliu pe mediu, corespunzator ls,, urmat de dezvoltare miceliu pe hartie,
corespunzator lpaper, €Ste prezentat in cele ce urmeaza. Succesiunea acestor faze este evidentiata prin
culoarea diferitd a chenarelor coloanelor (negru pentru dezvoltare pe mediu si rosu la dezvoltarea
succesiva pe hartie) si este important de observat ca aceasta poate surveni dupa durate diferite de
incubare functie de concentratia EO si mediul de dilutie. Valorile indicilor de inhibitie calculati sunt
figurate cu negru sau rosu, dupa cum se referad |a lso Sau lpaper.

Exemplu interpretare grafic — Fig. 6.8 pentru potentialul biocid al C-EO in ulei de in (Fig. 6.8 a) si etanol
(Fig. 6.8 b) fata de Trametes versicolor.
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C-EQ/LO - Trametes versicolor C-EO/Etanol - Trametes versicolor
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Fig. 6.8 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (lso) si pe hartie (lpaper) pentru uleiul esential de
cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) 1a concentratiile testate in cei doi solventi studiati (ulei de in - a;
etanol - b) pentru putregaiul alb 7rametes versicolor.

La concentratia de 1% C-EO in ambii solventi utilizati ciuperca se dezvolta aparent uniform (BD-03/2 -
R-03-2/C-EOQ) in primele zile de monitorizare, cu usoare tendinte inspre control. in ziua 7 ciuperca TV
ajunge de pe mediu doar pe hartia control, in cazul C-EO/Etanol, prezenta marcajului de chenar rosu,
prezentand la acel moment inhibitie totald de 100%. Aceasta se diminueaza pe parcurs, indicele de
inhibitie (Ipaper) sScdzand de la 100% la 0% valoare inregistrata la sfarsitul testului (ziua 11). in cazul C-
EO/LO in ziua 7 ciuperca TV incepe sd urce pe hartie, neobservandu-se insa vreo preferinta (BD-03/2
— R-03-2/C-EO0). Ulterior, in ziua 9 se poate vedea un efect de inhibare (l,aper=50%), care insa nu se va
mentine, la finalul testului toate hartiile fiind acoperite de miceliu (lpaper=0%)

La concentratia de 5% C-EO/LO in ziua 7 ciuperca ajunge pe hartie, preferand hartia control si pand la
sfarsitul testului se mentine aceasta tendintd de inhibare a ciupercii TV, in ziua 11 indicele de inhibitie
(Ipaper) f”nd 26,670/0.

C-EO/Etanol la aceasta concentratie (5%) prezintd efect de inhibare a dezvoltdrii ciupercii TV. Abia in
ziua 9 ciuperca ajunge pe hartia control (I,aper=100%), dar pand la sfarsitul testului valoare indicelui (Ipaper)
ajunge la 46,7%.

La concentratia de 10% C-EO/LO ciuperca TV ajunge pe hartia control (lyape=100%) in ziua a 7 a de
monitorizare. Efectul inhibitor se mentine pana la sfarsitul testului, dar valoarea indicelui (lpaper) scade
de la 100% la 62,96%, valoare obtinutd in ziua 11.

in ceea ce priveste C-EO/Etanol la concentratia de 10% se observi clar o intarziere in dezvoltarea
ciupercii TV, prin faptul ca aceasta ajunge pe hartie doar la finalul testului, iar indicele de inhibitie (lpaper)
are la final valoare 66,7%.

Pentru putregaiul brun Postia placenta se observa inhibitie in dezvoltare in testele efectuate cu ulei
esential de cuisoare, acest efect este prezentat graficin Fig. 6.9 unde se poate observa evolutia indicilor
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de inhibitie a cresterii pe mediu (lso) Si pe hartie (lpaper) pe parcursul celor 11 zile de monitorizare, pentru
fiecare concentratie a uleiului esential de cuisoare C-EO in cei doi solventi studiati (ulei de in — Fig. 6.9
a; etanol — Fig. 6.9 b).

C-EQ/LO - Postia placenta C-EQ/Etanol - Postia placenta
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Fig. 6.9 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (ls.) si pe hartie (I,aer) pe toata durata de
monitorizare, pentru uleiul esential de cuisoare C-EO (£ugenia caryophyllata) 1a concentratiile testate cu cei
doi solventi studiati (ulei de in — a; etanol — b) pentru putregaiul brun Postia placenta.

La concentratia de 1% C-EO/LO, ciuperca PP are intarzieri in dezvoltare, ajungand pe hartie doar in ziua
11 la finalul testului, cand valoare indicelui de inhibitie calculate (lpaper) €ste 36%.

La aceasta concentratie, de 1% siin cazul C-EO/Etanol, ciuperca PP se comporta diferit. Ciuperca ajunge
pe hartie doar din ziua 9, moment in care avem inhibitie absoluta (lpaper=100%), dar la finalul testului
(ziua 11), indicele de inhibitie are o valoare negativd mare (lpaper = -52,38), ceea ce ar ardta cd
tratamentul C-EO/Etanol 1% ar favoriza cresterea ciupercii PP.

La concentratiade 5% C-EO/LOin ziua 7 ciuperca PP ajunge pe hartie, avand inhibitie totala (lpaper=100%),
dar pana la finalul testului, ziua 11 indicele (lpaper) are valoarea 87,18%. C-EO/Etanol la aceastd
concentratie prezintd efect de inhibare absolutd a dezvoltarii ciupercii PP, care se mentine pand la
sfarsitul testului.

La concentratia de 10% C-EO/LO ciuperca PP este incetinitd in dezvoltare, ea ajungand pe hartie doar
din ziua 9 si preferinta ei de crestere este evidentd inspre zona control. Atat in ziua 9 cat si la finalul
testului se intalneste cazul de inhbitie totald, indicele (lpaper) @vand valoare de 100%.

In ceea ce priveste C-EO/Etanol la concentratia de 10% situatia este similard cu C-EO/Etanol 5%, adicd
prezintd efect de inhibare absoluta a dezvoltarii ciupercii PP si se mentine pe intreaga duratd a testului.

121



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

6.3.3.3. Validarea potentialul biocid pentru uleiul esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis)

Validarea potentialul biocid al uleiului esential de cimbru T-EO in cele doua tipuri de medii de dilutie (LO
si Etanol) se cuantificd si de aceastd data prin determinarea indicilor de inhibitie a dezvoltari ciupercilor
utilizate in testare.

Astfel, pentru putregaiul alb 7rametes versicolorevolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (lso)
si pe hartie (I,aper) pe toatd perioada de monitorizare, pentru fiecare concentratie a uleiului esential de
cimbru T-EO (Satureja hortensis) cu cei doi solventi studiati (ulei de in — Fig. 6.10 a; etanol - Fig. 6.10
b) se prezintd sub forma graficd in Fig. 6.10.

T-EQ/LO - Trametes versicolor T-EO/Etanol - Trametes versicolor
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Fig. 6.10 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (lso) si pe hartie (l,ape) pentru uleiul esential de
cimbru T-EO (Satureja hortensis) la concentratiile testate cu cei doi solventi studiati (ulei de in - a; etanol -
b) pentru putregaiul alb 7rametes versicolor.

La concentratia de 5% T-EO/LO in ziua 7 ciuperca TV ajunge pe hartie (apare marcajul rosu, respectiv
indicele de inhibitie lper), preferand hartia control si pand la sfarsitul testului se mentine aceasta
inhibare cand indicele de inhibitie (Ipaper) este de 69,44%. T-EO/Etanol la aceastd concentratie prezintd
efect de inhibare a dezvoltarii ciupercii TV, pana la finalul testului (ziua 11) ciuperca neajungand inca pe
hartie.

La concentratia de 10% T-EOQ/LO din ziua 7 se manifesta inhibitie totala (l,aper=100%) Si se mentine pana
la finalul testului. Fata de concentratia de 5% T-EO/LO, la sfarsitul testului ciuperca TV este mai slab
dezvoltatd. In ceea ce priveste T-EO/Etanol la concentratia de 10% avem doud situatii diferite in cele
doud cutii Petri. Una dintre ele prezintd inhibitie absolutd (ciuperca nu s-a dezvoltat deloc dupa

inoculare), iar cealalta prezintd inhibitie totala (Is. = 33,33%, la finalul testului) (BD-03/2 - R-03-2/T-
EO).

Pentru putregaiul brun Postia placentain Fig. 6.11 se prezinta sub forma grafica evolutia indicilor de
inhibitie a cresterii pe mediu (o) si pe hartie (l,aper) pe parcursul celor 11 zile de monitorizare, pentru
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fiecare concentratie a uleiului esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis) cu cei doi solventi studiati
(ulei de in — Fig. 6.11 a; etanol — Fig. 6.11 b).
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Fig. 6.11 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (ls.) si pe hartie (l,ape- pe toata durata de
monitorizare, pentru uleiul esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis) la concentratiile testate cu cei doi
solventi studiati (ulei de in — a; etanol — b) pentru putregaiul brun Postia placenta.

La concentratia de 5% T-EOQ/LO prezinta potential antifungic prin inhibarea dezvoltdrii ciupercii PP, in
ziua 11 indicele de inhibitie (l,aper) €ste de 92,31%, fiind aproape de o inhibare totald. T-EQ/Etanol la

aceastd concentratie prezinta efect de inhibare absolutd a dezvoltarii ciupercii PP, care se mentine pana
la sfarsitul testului.

Pentru concentratia de 10% T-EO/LO ciuperca PP este multincetinitd in dezvoltare, cu o preferinta clara
inspre control. In ultima zi de testare ciuperca inci nu a ajuns pe hartie, iar indicele de inhibitie (Is0) este
51,67%. In ceea ce priveste T-EQ/Etanol 10%, apare efect de inhibare absolutd a dezvoltirii ciupercii PP,
care se mentine pand la sfarsitul testului.

6.3.3.4. Analiza rezultatelor experimentale obtinute in functie de tipul de fungi

Valorile celor doi indici: de inhibitie a cresterii miceliului pe mediu (Is) si de inhibitie a cresterii miceliului
pe hartie (lpper) la sfarsitul testului (ziua 11) pentru cele doud uleiuri esentiale: cuisoare C-EO (Eugenia
caryophyllata) si cimbru T-EO (Satureja hortensis), utilizand ca solventi uleiul de in LO si alcoolul etilic

la toate concentratiile studiate sunt prezentate in comparativ in Fig. 6.12, pentru ambele tipuri de
ciuperci.
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Fig. 6.12 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (Iso) si hartie (l,aper) 1 final de test, pentru uleiul
esential de cuisoare C-EO si uleiul esential ce cimbru T-EO la concentratiile testate in cele doua medii de

dilutie pentru putregaiul alb — 7rametes versicolor - a si putregaiul brun Postia placenta - b.
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PP (Postia placenta)
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inhibitie mai mare fata de 5% C-EO/LO < loaper=100%

(Ipaper=630/0)
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nici un fel inhibitie (lyaper=0%) >  Cazaparte de favorizare a cresterii ciupercii
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TV (Trametes versicolon PP (Postia placenta)
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in cazul utilizarii C-EO si T-EO in etanol la concentratii de 5% si 10%, ambele uleiuri esentiale produc
inhibitie absolutd a ciupercii de putregai brun Postia placenta (PP), datorata foarte probabil volatilizarii
EOs si sterilizarii incintei de tratare.

In cazul dilutiei in etanol, la concentratiile de 5% si 10% uleiul esential de cimbru T-EO are un potential
antifungic mai ridicat fata de uleiul esential de cuisoare C-EO, impotriva putregaiului alb 7rametes
versicolor(TV), caz in care ciuperca ajunge pe hartie.

in cazul utilizérii C-EO si T-EO in LO, nu s-au obtinut inhib&ri absolute pentru niciuna din cele dou
ciuperci testate, la nici una dintre concentratiile 1-10%, ceea ce s-ar putea corela cu o fixare in hartia
suport a EOs datorita uleiului de in, astfel incat nu se produce sterilizarea incintei de testare. S-au
obtinut insd indici de inhibitie totala (Ipsper =100%) pentru T-EO/LO 10% pentru de Trametes versicolor
si C-EQ/LO 10% pentru Postia placenta.

6.4. Concluzii

o Toate cele 5 uleiuri esentiale studiate B-EO, C-EO, 0-EO, S-EO, T-EO prezinta potential biocid
antifungic fatd de ciupercile de putregai alb (7rametes versicolor si brun (Serpula lacrymans, Postia
placenta) testate, dacd acestea sunt folosite ca atare, adica la concentratia maxima de 100%.

. In baza testelor screening, considerand observatiile calitative si indicii cantitativi de inhibitie a
dezvoltarii fungice calculati, domeniul de concentratii in care se manifesta potentialul biocid antifungic
sirezultatele diferentiate pentru ciupercile de putregai brun si alb testate, cele 5 uleiuri esentiale se pot
ordona descrescator dpdv al potentialul antifungic dupa cum urmeaza C-EO (cuisoare), T-EO (cimbru),
S-EO (scortisoara), 0-EO (oregano) si B-EO (busuioc).

o in baza indicilor de inhibitie a dezvoltdrii fungice la finalul testelor screening de evaluare
comparativd a potentialului biocid antifungic al EOs testate, au fost selectate doud uleiuri esentiale
pentru continuarea cercetdrilor: uleiul esential de cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) si uleiul
esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis).

125



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP
]

. Ambele uleiuri esentiale selectate au demonstrat in testele de validare potential biocid fata de
ciuperca de putreagai alb 7rametes versicolor (TV) si ciuperca de putregai brun Postia placenta (PP),
incepand de la concentratie de 5%, indiferent de tipul de solvent folosit.

. Uleiul esential de cimbru T-EO (Satureja hortensis) prezinta un potential de inhibitie mai mare
fata de uleiul esential de cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) pentru ambele ciuperci TV (7rametes
versicolor) si PP (Postia placenta), indiferent de tipul de mediu de dilutie si de concentratie.

. Uleiul esential de cuisoare C-EO (la 5% si 10%) a prezentat un potential antifungic mai crescut fata
de ciuperca de putregai brun Postia placenta, decat fata de ciuperca de putregai alb Trametes
versicolor, indiferent de mediul de dilutie folosit.

. Uleiul esential de cimbru T-EO (la 5% si 10%) a prezentat un potential antifungic mai crescut fata
de ciuperca de putregai brun Postia placenta, decat fatda de ciuperca de putregai alb Trametes
versicolor, indiferent de mediul de dilutie folosit.

. Potentialul antifungic mai redus al uleiurilor esentiale (C-EO si T-EO) fata de Trametes versicolor,
in comparatie cu Postia placentase coreleaza cu capacitatea ciupercii de putregai alb (TV) de a degrada
compusii fenolici, inclusiv eugenolul si carvacrolul, componentii chimici principali ai C-EO si T-EO.
(Panek et al., 2014; VVoda et al., 2003)

Ca urmare a acestor concluzii cercetarile au continuat cu teste minibloc pe lemn de fag tratat cu solutii
de C-EO si T-EO, concentratii 5% si 10%, diluate in ulei de in (LO) si etanol.
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Capitolul 7 - Determinarea eficientei biocide si a potentialului impact
ecologic pentru doua produse selectate (ulei esential de cuisoare C-EO, ulei
esential de cimbru T-EO)

in conformitate cu conceptul de bazd al lucrdrii, acest capitol prezintd evaluarea a doud aspecte
deosebit de importante in dezvoltarea unor potentiale noi produse pentru bioprotectia antifungica a
lemnului sianume: eficienta lor biocida si potentialul lor eco-impact. Punereain balanta si evaluareain
aceeasi etapa de dezvoltare a acestor aspecte reprezinta o necesitate intr-o abordare ecologica si
sustenabild in bioprotectia lemnului, respectiv dezvoltarea si testarea de noi produse aplicabile in
domeniu.

Pentru atingerea acestui obiectiv s-au realizat in paralel doua tipuri de teste:

. Test minibloc pentru validarea efectului antifungic si evaluarea eficientei pe probe de lemn tratat;
. Test de fitotoxicitate pentru evaluarea potentialului eco-impact datorita fenomenului de spalare
de pe lemnul tratat a unor posibili compusi toxici (Fig. 7.1).

7.1. Aspecte metodologice

7.1.1. Tratarea epruvetelor de lemn si pregatirea pentru testul minibloc

Cele doud uleiuri selectate pe baza potentialului fungicid demonstrat anterior prin testele screening au
fost uleiul de cuisoare C-EO si uleiul de cimbru T-EO. Cele doud EOs au fost diluate in doua medii
diferite: ulei de in (LO) si etanol la diferite concentratii, solutiile obtinute fiind folosite pentru a trata
materialul lemnos. Pentru C-EO s-au folosit dilutii 0%, 1%, 5% si 10%, iar in cazul T-EO dilutiile au fost
0%, 5% si 10%, in ambii solventi.

Materialul lemnos folosit a fost lemn de fag neaburit (Fagus sylvatica ) si alburn de pin (Pinus
sylvestris), care constituie speciile de referinta nedurabile. Rezultatele prezentate in acest capitol sunt
exclusiv pentru lemn de fag. Epruvetele cu dimensiuni de (20x20x5), mm pe directiile L, Tg, Ra au fost
pregdtite pentru a intra in teste prin parcurgerea mai multor procese succesive (Fig. 7.1, Fig. 7.2).
Etapele, echipamentele si parametrii utilizati in cadrul proceselor sunt prezentate in Fig. 7.2. Modul de
debitare a probelor si procedurile de tratare si pregdtire pentru testare sunt similare principial cu cele
raportate de Reinprecht si colaboratorii (Panek et al., 2014).
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Fig. 7.1 Schema proceselor de pregdtire a epruvetelor de lemn pentru testul minibloc si obtinerea apelor de
spdlare pentru testul de fitotoxicitate

Primii 6 pasi din flux sunt comuni pentru toate epruvetele tratate. Dupd cum se poate observa in Fig.
7.2 cu font galben, in cazul tratdrii epruvetelor cu uleiuri esentiale diluate in ulei de in LO, in etapa 5 de
uscare si conditionare (dupa impregnare), inainte de introducerea in camera climatica sterild apare o
etapad intermediard de mentinere a epruvetelor in conditii de laborator pentru 24h pentru a permite
uleiului de in LO sd se intdreasca si sa formeze pelicula.

Dupa sterilizarea de la pasul 6 epruvetele se impart in doud categorii mari, cele care intrd in testul
minibloc in acel moment si cele care vor fi supuse in continuare unor procese (Fig. 7.1). Se incepe cu un
test de spdlare conform EN 84:2000 cu scopul de a studia lavabilitatea produselor de tratare a lemnului.
Apoi epruvetele spalate sunt supuse din nou proceselor de conditionare si sterilizare (8, 9 din Fig. 7.1),
care sunt similare ca si echipamente si parametrii folositi cu etapele 5 si 6 (Fig. 7.2).
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Sterilizare initiala - abur
Asigura distrugerea patogenilor existenti in/pe lemn
O Echipament:
O Autoclava
O Parametrii:
O Temperatura: 121°C

B Duratd: 20 min

Uscare

Creste gradul de absorbtie a substantei in
momentrul tratdrii
O Echipament:
O Etuvd
O Parametrii:
O Temperaturd: 103°C

O Durata: 18h

Uscare si conditionare

Pentru stabilizarea epruvetelor dupa impregnare

(calcul grad retentie de produs)

O Echipament:

O Camera climatica sterila
O  Parametrii:

B Temperaturd: 22°C

O Umiditate: 65% RH

B Durata: pand la masa constanta

Fig. 7.2 Schema detaliata a proceselor de pregdtire a epruvetelor lemnoase pentru teste — partea comuna

1
2 Conditionare Initiala
Asigura o stare initiald uniformd a epruvetelor.
O Echipament:
O Camera climaticd sterild
O Parametrii:
O Temperaturd: 22°C
3 O Umiditate: 65% RH
O Duratd: pana la masa constantd
4 Impregnare - vid-presiune atmosferica
Creste gradul de penetrare a produsuluiin lemn -
2 faze (calcul gradul de absorbtie)
Faza 1: -imersie sub vid
O Echipament:
O Autoclava
O Parametrii:
O Presiune: 100kPa
O Temperaturd: 20°C
5 O Duratd: 24 h
Faza 2: -imersie in conditii normale de laborator
O Loc desfasurare proces:
O Laborator
O Parametrii:
O Presiune: atmosfericd
O Temperaturda: 20°C
O Durata2h
6 Sterilizare

Previne contaminarea in timpul testelor ulterioare
O Echipament:
O Hota bacteriologicd/lampa UV
O Parametrii:
O Expunere la UV (pe ambele parti)

O Durata: 30 min / parte
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Pentru fiecare epruvetd s-au calculat gradul de absorbtie a produsului de tratare, dupa impregnare
(Abs, %) si gradul de retentie a produsului dupd uscare si conditionare, exprimat prin cresterea
procentuald de masa (WPG, %), rezultand medii ale acestora pentru fiecare tratament (conform
formulelor din capitolul 4). Acestea s-au folosit pentru o caracterizare a epruvetelor inainte de intrarea
lor in testul minibloc. Pe langd acesti parametrii s-a analizat si umiditatea probelor la intrarea in test,
folosind epruvete suplimentare destinate ca martore de umiditate. Acestea au fost in numar de 6
epruvete tratate pentru fiecare tratament, 6 probe control (tratate doar cu solventul) si 6 probe martor
de lemn netratat.

7.1.2. Testul minibloc

Testul minibloc R folosit este cel prezentat pe larg in capitolul 4. Astfel pentru fiecare ciuperca si fiecare
tratament au fost incluse in test cate 6 epruvete, rezultand (conform modului de dispunere a
epruvetelor in test capitolul 4) cate doua cutii Petri. Fiecare cutie a continut, pe langa probele tratate
(3), si cate o proba control (tratatd doar cu solventul folosit). Acestea au fost numite probe control cp.
Suplimentar s-au inclus in test, in cutii Petri separate, cate 4 probe control (control independent, ci) si
4 probe martor (lemn netratat).

Suplimentar, s-au pregatit cutii Petri pentru corectarea valorilor pierderilor de masa datorita altor
procese decat biodegradarea de citre fungi. in acest scop s-au pregétit cutii Petri in mod similar, cu
cate 4 epruvete pentru fiecare tratament, probe martor si control, care s-au plasat pe o sita pe mediul
de culturd, in cutii care nu au fost inoculate cu ciuperca. Aceste cutii au fost plasate in incubatorul
Climacel impreuna cu celelalte cutii cu probe. Testarea s-a facut in paralel cu doua tipuri de fungi, una
de putregai brun Postia placenta PP si una de putregai alb 7rametes versicolorT\V.

7.1.3. Testul de spalare a probelor de lemn si testul de fitotoxicitate

In cea de a doua fazi a rezolvirii acestui obiectiv, care se referd la determinarea potentialului eco-
impact pe care cele doud uleiuri esentiale il pot avea asupra mediului, s-a utilizat testul de fitotoxicitate
(TF) prezentat in detaliu capitolul 4. Testele de fitotoxicitate, precum cel de germinare a semintelor,
sunt utilizate frecvent in cercetare pentru a evalua riscul pentru mediu al anumitor produse sau
tehnologii (Roccotiello et al., 2011).

Principial, intr-un astfel de test de (fito)toxicitate se evalueaza potentialul impact ecologic al
tratamentelor de bioprotectie a lemnului datorita lavabilitatii (indepartarii datorita precipitatiilor) al
unor compusi toxici ce pot ajunge in mediu, in sol, ape de suprafatd, cu posibild acumulare in timp chiar
in apele freatice, avand un posibil efect negativ asupra organismelor. in mod particular, in testul de
fitotoxicitate se studiaza efectul acestor ape de spdlare a lemnului (tratat) asupra germindrii semintelor
si dezvoltarii germenilor. Efectul toxic poate afecta puterea de germinare (numarul, respectiv procentul
de germinare) si dezvoltarea germenilor (lungimea medie a germenilor, LMG, mm, intr-un timp dat),
repectiv indicele relativ de germinare (Gl, %), indicator complex ce cumuleaza indicii anteriori (Bae et al.,
2014; Di Salvatore et al., 2008). Testul poate continua cu urmarirea efectelor toxice asupra dezvoltarii
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ulterioare a plantelor, efect ce poate fi manifestat inclusiv de anumiti compusi lavabili din lemnul
netratat.”®

Prin urmare, testarea potentialului eco-impact al tratamentelor aplicate lemnului implica 2 etape:

. efectuarea unui test de spdlare controlata cu apa distilata a probelor si colectarea apelor de
spalare rezultate; testul de spdlare simuleaza indepdrtarea unor compusi (toxici) lavabili sub influenta
conditiilor de mediu;

o utilizarea apelor de spalare intr-un test de germinare a semintelor, comparativ cu apa distilata.

Apele folosite in cadrul testului de fitotoxicitate realizat experimental in cadrul lucrarii au fost o parte
din apele de spdlare rezultate in urma testului de spalare conform EN 84:2000 (Fig. 7.1.). Acest test
este un test de imbatranire artificiald asociat testelor de determinare a eficientei substantelor
/tratamentelor biocide, cu rolul de a permite simularea modificdrii acesteia ca urmare a lavabilitatii
produselor de tratare si indepartarii acestora in timp de pe lemnul tratat. Consecintele sunt scaderea
rezistentei la biodegradare a materialului tratat, precum si impactul negativ asupra mediului, biocidele
putand contamina solul si apele. Astfel, s-a considerat ca aceste ape de spalare pot fi utilizate pentru
a estima si evalua comparativ potentialul impact ecologic al EOs propuse pentru tratarea lemnului.

7.1.3.1. Procedura de spalare

Conform standardului mentionat, spalarea probelor se face in mod repetat (10 spalari succesive cu apa
distilata proaspatd) folosind constant un raport volumic apa/lemn de 5/1.

. prima apa de spalare (E1) s-a obtinut dupa impregnarea probelor lestate, in vid (40 mbari) timp
de 20 minute, urmata de mentinerea acestora in aceastd apa in conditii de presiune atmosfericd incd 2
h;

. urmatoarele 9 ape de spadlare (E2-E10) s-au obtinut pe parcursul urmdtoarelor 14 zile, in care
probele au fost mentinute imersate in apd, care s-a schimbat la intervale de minim o zi si maxim 3 zile,
ultima apa (E10) fiind apa finala din ziua 14.

Dintre aceste 10 ape de spdlare in testul TF s-au utilizat 3 ape, si anume: E1, E5 si E10, pentru fiecare
tratament, comparativ cu ape de spalare a epruvetelor martor de lemn (netratat) si cu apad distilata.

Testarea s-a facut conform metodologiei (capitolul 4) pe seminte de salata (Lactuca sativa) puse la
germinat pe hartie de filtru umectata cu apele de spalare si mentinute pentru 72 h'in conditii controlate
(intuneric, temperaturd, umiditate). Pentru fiecare apa de spdlare s-au testat trei probe in paralel,
respectiv s-au pregdtit si urmdrit cate trei cutii Petri (20 seminte salatd/cutie).

La finalul testului s-a analizat gradul de germinare PG(%), s-a mdsurat lungimea germenilor LMG(mm),
iar ulterior s-a calculat indexul de germinare GI(%).

29 (https://www.greenhousemag.com/article/wood-substrates-can-wood-substrates-be-phytotoxic-to-greenhouse-crops/
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7.2. Rezultate experimentale

7.2.1. Testul minibloc

Testele minibloc pentru uleiurile esentiale de cuisoare (C-EO) si cimbru (T-EO) au fost realizate in doua
etape de cercetare plasate diferentiat in timp:

o Etapa 1: 2019 - testele initiale de validare a rezultatelor prefigurate prin testele screening
prezentate in capitolul anterior;
. Etapa 2: 2020 - repetarea testelor pentru verificarea rezultatelor.

Uleiurile esentiale C-EO si T-EO au fost diluate in cei doi solventi prezentati anterior: ulei de in (LO) si
etanol la concentratii diferite. in Tab. 7.1 se prezintd un sumar al testelor realizate in cele 2 etape.

Tab. 7.1 Sumarul testelor minibloc realizate in lucrare

Fungi _ Etanol Ulei dein (LO)
An EO Tip probe
testate 1/100 | 5/100 | 10/100 | 1/100 | 5/100 | 10/100
Nespalate DA DA DA DA DA DA
PP C-EO
2019 Spalate DA DA DA DA DA DA
Nespalate DA DA DA DA DA DA
TV C-EO
Spdlate DA DA DA DA DA DA
C-EO Nespdlate NU DA DA NU DA DA
PP
T-EO Nespdlate NU DA DA NU DA DA
2020
C-EO Nespdlate NU DA DA NU DA DA
TV
T-EO Nespalate NU DA DA NU DA DA

in prezentul capitol se prezintd rezumativ rezultatele din cele doui etape de testare. in interpretarea
rezultatelor, pe langa pierderile de masd au fost considerate si aspecte macroscopice si microscopice
ale colonizarii fungice si biodegraddrii lemnului, investigate prin metode optice de reflexie (nedistructiv)
siinvestigarea SEM a sectiunilor transversale. Aceste aspecte sunt ilustrate pentru testele din 2019 cu
PP pentru probe tratate cu C-EO in etanol si ulei de in.

7.2.1.1. Lemn tratat cu uleiuri esentiale in ulei de in

InTab. 7.2 se prezintd centralizarea rezultatelor testelor minibloc din etapa 1 (2019), realizate cu solutii
de C-EO in ulei de in (LO), respectiv pierderile de masa prin biodegradare, atat pe probe inainte de
spalare cat si pe probe spdlate cu apa. Pentru o mai bund intelegere si interpretare a rezultatelor, Tab.
7.3 cuprinde date privind tratarea probelor, respectiv retentia de produs de tratare (EOs si LO solidificat)
exprimata prin valoarea WPG, %, precum si umiditatea probelor conditionate, la intrarea in testul
minibloc.

Se observa cd tratarea cu LO (proba control) a determinat cresteri de masa WPG de circa 19.5-21 % prin
retentia de LO care are capacitatea de a se intdri prin polimerizare oxidativa. Uleiul de in (fiert sicativat)
utilizat in experimente a avut un continut de corp solid de circa 50%, restul fiind solventi care s-au
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volatilizat in perioada de 24 h de uscare la aer, de dupa tratare epruvete. Tratamentele cu solutii de C-

EO in LO au condus la cresteri de masa usor mai reduse 15.2-17.2%. in mod surprinzitor, umiditatea
probelor tratate cu LO ca atare si modificat cu EO (9.87-11.72%) nu a fost semnificativ diferita de ceaa

probelor martor (11.36+0.44).

Tab. 7.2 Test minibloc lemn de fag C-EOQ/LO (2019): valorile pierderilor de masa (PM, % ) medii (Av) si
deviatiile standard (st.dev), cu corectii

. Control | Control 1% C-EQ/LO 5% C-EQ/LO 10% C-EQ/LO
. Tip Martor .
Fungi probe total indep. | control | Probe | Control | Probe | Control | Probe
LO(ct) | LO(ci) | Lo (cp) | tratate | LO (cp) | tratate | LO (cp) | tratate
Av 17,88 6,93 7,25 6,04 12,12 5,05 13,70 8,41 16,58
NESP.
Stdev| 5,77 248 2,99 1,63 267 007 313 099 1,44
PP
Av 12,05 5,41 6,76 4,16 13,64 3,15 12,73 3,53 11,74
SP.
Stdev| 880 223 1,78 052 346 252 3,44 077 2,35
Av 8,63 6,70 6,66 6,79 10,63 8,21 7,90 5,27 9,88
NESP.
Stdev| 307 1,317 1,13 1,15 254 1,35 338 1,29 295
TV
Av 3,66 0,79 1,15 0,15 3,18 -0,03 1,33 0,83 2,59
SP.
Stdev| 260 127 1,56 0,30 201 026 090 0,69 2,33

Tab. 7.3 Test minibloc lemn de fag C-EO/LO (2019): caracteristicile epruvetelor testate: cresterea procentuala
de masa prin tratare WPG, % si umiditatea la intrare in test U, % (probe conditionate la 22 °C si 65% RH)

Control LO 1% C-EQ/LO 5% C-E0/LO 10% C-EO/LO
Fungi | Tip probe WPG u WPG u WPG U WPG U
% 9, % 9, % % % %
NESP. Av. 1952 | 11.72 | 15.28 | 1030 | 1719 | 987 15.26 10.71
PP Stdev | 285 a.10 292 aos 1.94 017 1.09 ag7
. Av. 2026 | 1284 | 1699 | 1254 | 1777 | 11.90 | 17.43 11.96
Stdev | 280 0.66 4.74 041 169 | 029 1.01 017
NESP. Av. 2096 | 11.72 | 16.75 | 1030 | 1724 | 987 16.46 10.71
v Stdev | 374 a.10 4.04 aos 1.28 | 017 098 agz
Av. 1995 | 12.84 | 19.19 | 1254 | 1804 | 11.90 | 16.40 11.96
P Stdev | 376 0.66 1.33 041 139 | 029 1.20 017
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7.2.1.1.1. Analiza pierderilor de masa C-EQ/LO (Tab. 7.2)
Din analiza datelor obtinute pentru Postia placenta (PP) se observa urmatoarele :

Exista diferente notabile intre pierderile de masa determinate pe probele martor netratate (17.88+5.17
%) si probele control LO independent (7.25+£2.99%), respectiv o reducere cu 59.5% a PM datorata
tratamentului cu ulei, respectiv retentiei in lemn, considerand proprietatea sa de sicativitate, respectiv
capacitatea de a forma o peliculd intdrita prin polimerizare oxidativa (proces lent).

Diferentele intre pierderile de masa determinate pe probele control independent (7.25+£2.99%) si
probele control din fiecare cutie cu probe, variaza in limitele 5.05-8.41%, motivand calcularea unei valori
control total (6.93+2.48%), ca valoare medie pentru toate probele control independent si din cutii probe,
valoare fatd de care se va aprecia efectul tratarii cu C-EO, respectiv eficienta antifungica.

Prin comparatie cu valoarea control total, valorile PM obtinute pentru probele tratate cu LO modificat
cu C-EO au fost suprinzator net superioare, variind in intervalul 12.12-16.58%, in functie de
concentratia crescdtoare a C-EO. Deci, desi testele screening au aratat un potential fungicid al solutiilor
C-EOQ/LO comparativ cu control LO, acest efect nu s-a confirmat prin testul minibloc. Mai mult, un
continut de 10% C-EQ in LO anuleaza practic efectul benefic al tratarii cu LO asupra rezistentei la atacul
fungic al PP, valoarea de 16.58% fiind practic similara celei pentru lemn netratat.

in urma testului de spélare cu apa, au scizut valorile PM determinate pentru probele martor netratat
(de la 17.88 la 12.05%) precum si pentru probele control LO (independent si din cutii probe), respectiv
valoarea control total calculata de 5.41+2.23%. Pentru probele tratate cu C-EO/LO s-au inregistrat o
serie de diferente ale PM fatd de cele de dinainte de spdlare, cea mai importanta modificare fiind
scaderea PM pentru C-EO/LO 10% de la 16.59+1.44%. la 11.74+2.35%, valoare practic similara cu cea
determinata pentru probele martor spdlate (12.35+8.80%).

Pentru a ilustra parte din cele anterior prezentate, in Fig. 7.3 se prezintd un colaj de imagini
macroscopice si microscopice SEM pentru probe de fag control LO si tratate cu LO modificat cu C-EO la
cele 3 concentratii, dupa testul minibloc cu PP. Se pot observa umplerea partiala a zonelor de fibre
datoritd retentiei de LO (ca atare sau modificat cu C-EQ), precum si grade diferite de colonizare fungica
in elemente de vase. Compararea gradului de colonizare fungica la nivel macroscopic, cu gradul aparent
de colonizare in zona investigata SEM si valorile PM corespunzdtoare, sustin ideea de neuniformitate
a atacului fungic ca fenomen, respectiv diferentieri remarcabile de colonizare fungicd la nivel de
distante microscopice, elemente anatomice invecinate. Acest aspect corespunde cu informatii din
literatura de specialitate (Fackler & Schwanninger, 2012).
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Fig. 7.3 Imagini comparative macro si SEM pentru probe de lemn de fag control LO si tratate cu C-EO in LO
(1%, 5%, 10%), dupa expunere la PP in test minibloc; probele prezinta valori PM diferite, crescatoare cu
concentratia de C-EO; colonizare fungica la nivel macro relativ asemanatoare; imaginile SEM sunt
ilustrative si pentru neuniformitatea atacului biologic, pe zona investigatd SEM (600X) colonizarea fungica
pare mai intensa pentru proba control (PM=10.30%) fata de probele C-EO/LO 5% (PM=16.39%) si C-EQ/LO
5% (PM=17.47%).

Printr-o analiza similard a datelor obtinute in urma testului cu 7rametes vesicolor (TV) se constatd
urmadtoarele:

Diferentele intre pierderile de masa determinate pe probele martor netratate (8.63+3.07 %) si probele
control LO independent (6.66+1.13%), respectiv reducere PM cu 22.7% datorita tratamentului cu ulei de
in retinut in lemn sunt mult mai mici fatd de cele determinate in cazul PP (reducere cu 59.5%), desi
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valorile WPG determinate au fost asemanatoare. Rezultd deci ca efectul de protectie antifungica al LO
este dependent de tipul ciupercii, fiind semnificativ mai mic pentru TV fata de PP.

Exista diferente miciintre pierderile de masa determinate pe probele control independent (6.66+1.13%)
si probele control din fiecare cutie cu probe, care variaza in limitele 5.27-8.21%, respectiv o valoare
control total (6.7+1.31%) apropiatd de cea pentru controlul independent.

Prin comparatie cu valoarea control total 6.7+1.31%, valorile PM obtinute pentru probele tratate cu LO
modificat cu C-EO au fost cu 18-58% mai mari, variind in intervalul 7.90-10.63%, fara a se identifica un
trend clar corelabil cu concentratia de C-EO addugat in LO.

in urma procesului de spalare cu apa se reduc diferentiat valorile PM datorita atacului TV pentru toate
categoriile de probe (martor, control, tratate), dar valorile PM pentru probele tratate cu LO modificat cu
C-EO se mentin peste valorile control total, desi raman ceva mai mici decat pentru proba martor de
lemn netratat.

Variatia valorilor medii ale pierderilor de masa prin biodegradare functie de tipul de proba/ tratamentul
C-EO/LO aplicat sunt reprezentate grafic in Fig. 7.4, pentru ambele tipuri de fungi (PP, TV), comparativ
pentru probe inainte si dupd spdlare cu apd. Acestea reflecta aspectele prezentate anterior.
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Fig. 7.4 Influenta tratdrii lemnului de fag cu C-EO/LO asupra pierderilor de masa in testul minibloc cv Postia
placenta(PP) si Trametes versicolor (TV), comparativ pentru probe inainte (a) si dupa spélare cu apa (b)
In Tab. 7.4 si Tab. 7.5 se prezintd centralizarea rezultatelor testelor minibloc din etapa 2 (2020),
realizate cu solutii de C-EO si T-EO in LO, exclusiv pe probe nesupuse testului de spdlare, iar Tab. 7.6
cuprinde date sugestive privind tratarea probelor, respectiv retentia de produs de tratare (C-EQ/LO sau
T-EO/LO) exprimata prin valori WPG, %, precum si umiditatea probelor conditionate, laintrareain testul
minibloc.
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Tab. 7.4 Test minibloc lemn de fag: C-EO/LO (2020) - Centralizarea valorilor pierderilor de masa (PM, %)

medii (Av) si a deviatiilor standard (st.dev), cu corectii

Control Control 5% C-EO/LO 10% C-EO/LO
. . Tip Martor total indep. Control Control
ungi
& probe Fag LO LO LO Probe LO Probe
(ct) (ci) (cp) tratate (cp) tratate
Av. 10,89 34,98 37,95 37,42 48,82 20,66 44,03
PP | NESP.
St.dev 2335 942 4,69 526 845 17,38 25,59
Av. 54,21 29,07 30,98 31,63 40,31 18,86 26,69
TV | NESP.
St.dev 15,06 629 4,35 502 379 5,20 15,51

Tab. 7.5 Test minibloc lemn de fag: T-EOQ/LO (2020) - Centralizarea valorilor pierderilor de masa (PM, %)
medii (Av) si a deviatiilor standard (st.dev), cu corectii

Control Control 5% T-EQ/LO 10% T-EOQ/LO
Fungi Tip Martor total indep. Control Control
ungi

& probe Fag LO LO Lo Probe Lo Probe
(Ct) (CI) (cp) tratate (cp) tratate
Av. 10,89 36,20 37,95 38,35 32,42 27,07 19,88

PP NESP.
St.dev 23,35 10,63 4,69 13,46 7,84 26,59 711,39
Av. 54,21 31,73 30,98 34,43 41,76 32,00 33,76

TV NESP.
St.dev 15,06 4,217 4,35 4,23 6,49 503 4,39

Se observa cd tratarea cu solutii de C-EO si T-EO in ulei de in LO (concentratii 5% si 10%) a determinat
cresteri de masa prin retentia de produs de circa 37-40% pentru control si valori usor mai scdzute de
31-34% pentru probele tratate cu EOs in LO. Acelasi trend a fost obtinut si in testul anterior (2019), dar
valorile WPG au fost in general mai reduse (17-20%). Umiditatea probelor la intrareain test a fost cvasi-
constantd indiferent de tratament de circa 7%, inferioara celei din 2019 (11.2-11.9%). Aceastd umiditate
de echilibru mai mica cu circa 39% se coreleaza cu retentia cu pana la 100% mai mare de LO ca atare

sau modificat cu EOs.
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Tab. 7.6 C-EO/LO si T-EO/LO (2020) - Caracteristicile epruvetelor testate: cresterea procentuald de masa
prin tratare WPG, % si umiditatea la intrare in test U, % (probe conditionate la 22°C si 65% RH)

Control LO 5% C-EO/LO 10% C-EO/LO
Fungi | Tip probe WPG u WPG u WPG u
% % % % % %
Av. | 39,92 694 | 3414 | 698 | 31.22 6.80
PP NESP.
Stdev | 350 020 | 871 1.87 506 1,62
Av. | 37,42 694 | 3118 | 6.98 28.26 6.80
v NESP.
Stdev | 362 020 | 725 | 187 219 1,62
Control LO 5% T-EO/LO 10% T-EO/LO
Fungi | Tip probe WPG u WPG u WPG u
% % % % % %
Av. | 39,92 694 | 3414 | 696 | 31.22 6.82
PP NESP.
Stdev | 350 029 | 871 1.42 506 028
Av. | 37,42 694 | 3152 | 6.96 28.29 6.82
v NESP.
Stdev | 362 029 | 440 | 142 376 028

Analiza valorilor PM pentru testul cu C-EOQ/LO (Tab. 7.4) au relevat urmadtoarele aspecte:

Variabilitatea extrem de mare a valorilor PM pentru probele martor netratate: 10.89 +23.35 pt PP si
54.21+15.26 pt TV, respectiv deviatii standard foarte mari, in special pentru PP, corelate cu diferente
notabile de dezvoltare miceliu pe probe similare in aceleasi cutii sau cutii diferite.

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi, ceea ce indica un efect al tratdrii cu LO asupra biodegraddrii de cdtre ciupercile testate, cu
observatia ca pentru PP valoare PM pentru controlul independent (37.95+4.69%) este mai mare decat
la martor (10.89+23.35%), iar in cazul TV situatia este inversata: (30.98+4.35%) fata de 54.21+15.06%.
Diferentele de PM asociate testelor cu PP si TV, superioara pentru aceasta din urmd, se explica prin
preferinta fungilor de putregai alb (TV) pentru specii de foioase, contrar fungilor de putregai brun (PP)
ce preferd rdsinoase. Testele fiind facute pe fag, atacul mai pronuntat al TV fata de PP este explicabil
pentru probele martor, dar valorile PM pentru probele control independent (37.95+4.69%) si total
(34.98+9.42%) mai mari decat pentru proba martor (10.89 £23.35) in cazul PP sunt total neasteptate.
Acestea ar indica cad ciuperca PP nu este inhibata ci din contra stimulata in prezenta LO.

Abaterile standard foarte mari, cu precddere pentru probele martor, dar si control de diverse categorii
si pentru probele tratate cu C-EOQ/LO 10%, reliefeaza, o variabilitate extrema in colonizarea si atacul
fungic.

Pentru PP, valorile PM pentru probele tratate cu C-EOQ/LO comparate cu valoarea control total NU arata
un efect antifungic, ci contrar un efect negativ de crestere a sensibilitatii la biodegradare cu circa 25-
40%. Rezultatul este contrar rezultatelor testului screening.
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Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu C-EQ/LO comparate cu valoarea control total NU arata
un efect antifungic la concentratie de 5% ci contrar crestere de PM cu circa 40% si doar un usor efect de
protectie (scadere PM cu 8%) la concentratie C-EO de 10%. Cu toate acestea, valorile PM la ambele
concentratii ale C-EO in LO sunt mai mici decat pentru lemnul martor netratat. Deci LO ca atare are un
efect pozitiv, dar acesta se diminueaza prin adaosul de C-EQ in LO.

Analiza valorilor PM pentru testul cu T-EO/LO (Tab. 7.5) au relevat urmdtoarele aspecte:

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi si deviatii standard mari.

Valorile PM control total siindependent aratad ca tratarea cu LO are un efect negativ asupra rezistentei
la atacul PP ce este stimulat de tratamentul cu ulei. Contrar, valorile in cazul probelor control total si
independent in testul cu TV aratd un efect pozitiv de crestere a rezistentei la atacul TV.

Pentru PP, valorile PM pentru probele tratate cu T-EOQ/LO comparate cu valoarea control total arata un
efect antifungic (scddere PM cu circa 10-45%).

Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu T-EQ/LO comparate cu valoarea control total aratd un
efect contrar (crestere a PM cu 6- 31%).

Variatia valorilor medii ale pierderilor de masa prin biodegradare in functie de tipul de proba/
tratamentul aplicat sunt reprezentate grafic in Fig. 7.5, pentru ambele tipuri de fungi (PP, TV) ,
comparativ pentru probe tratate cu C-EO si probe tratate cu T-EO, exclusiv probe nespadlate. Acestea
reflectd aspectele prezentate anterior.
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Fig. 7.5 Influenta tratdrii lemnului de fag cu EOs/LO asupra pierderilor de masa in testul minibloc cu Postia
placenta(PP) si Trametes versicolor (TV/), comparativ pentru probe cu C-EO/LO (a) si probe cu T-EO/LO (b)
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7.2.1.1.2. Aspecte macroscopice si microscopice

In analiza anterioard a datelor s-a insistat pe variabilitatea extrema a acestora in anumite situatii, ceea
ce face uneori imposibild formularea unei concluzii. in acest context este important de aratat cd aceasta
situatie nu presupune implicit deficiente in realizarea testului ci cauze interne/specifice testelor
biologice, dificil de explicat si inteles.

In acest sens se prezintd o serie de imagini sugestive pentru faptul ci variabilitatea datelor privind
pierderile de masa intr-o anumitd serie de probe (martor, control sau tratate) se datoreaza in mare
madsura si variatiilor in virulenta ciupercii si neuniformitatii atacului la nivel macroscopic si microscopic.
Detaliile microscopice din figurile (Fig. 7.6, Fig. 7.7, Fig. 7.8) ilustreazd nu numai diferite grade de
degradare pe probe cu colonizare diferentiatd, ci si diferentierile intre tipurile de degradare pentru

Postia placenta (putregai brun, cubic) si Trametes versicolor (putregai alb, fibros).

Ak | 1
Proba 25.20 PP_Fag_Martor Proba 7.2
Fig. 7.6. Exemplificarea variabilitatii dezvoltdrii fungice si a gradului de atac pe diverse probe similare, in
conditii identice de testare, pentru fag martor dupa testul minibloc cu PP (2019 si 2020): imagini macro

cutii Petri si detalii microscopice atac

Proba 19.34 TV_Fag_Martor Proba 8.12

Fig. 7.7 Exemplificarea variabilitatii dezvoltarii fungice pentru doua teste in conditii similare si detaliile
gradului de atac pe doud probe martor de fag dupa testul minibloc cu TV (2019 si 2020): imagini macro cutii
Petri si detalii microscopice atac
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Probe tratate TV_Fag_C-EO/LO 10% Control LO
Probe 8.27, 3041 Probe 8.22* 5321

Fig. 7.8 Exemplificarea variabilitatii dezvoltarii fungice pentru doua teste in conditii similare si detaliile
gradului de atac pe probe de fag control si tratate cu C-EO/LO dupa testul minibloc cu TV (2019 si 2020):
imagini macro cutii Petri si detalii microscopice atac, aspect putregai alb, fibros

7.2.1.1.3. Concluzii EOs/LO

In testele minibloc cu C-EO si T-EQin mediu de LO realizate in cele doud etape au existat unele diferente
ca retentii de produs, duratd de testare, virulentd fungi si valori efective ale PM determinate, dar s-au

conturat o serie de concluzii:

. Rezultatele testului minibloc sunt, cel putin partial, in contradictie cu cele ale testului screening
pentru cd acestea au testat in fapt aspecte si stari diferite ale LO: compusi cu potential antifungic ce au
putut migra in mediul de culturd, respectiv film solidificat in interiorul structurii lemnului protejand prin
izolare si caracter hidrofob.

o Tratarea lemnului de fag cu ulei de in poate avea un efect de protectie antifungica prin
capacitatea sa de pdtrundere in lemn si intarire formand filme externe si interne protectoare fata de
umiditate si penetrabilitatea hifelor (Walsh-Korb & Avérous, 2019).

. Efectul concret de reducere a pierderilor de masa depinde de ciuperca si virulenta acesteia, ce
poate varia si genera o mare variabilitate a datelor si dificultati in interpretare: in testul din 2019 LO
proteja mai bine fata de PP decat TV, iar in testul din 2020 situatia a fost contrara.

. Modificarea LO cu C-EO are un efect negativ in sensul cresterii PM prin atacul ambelor ciuperci
PP si TV, dar mai pronuntat pentru PP.

. Modificarea LO cu T-EO are un efect pozitiv asupra rezistentei lemnului tratat fata de PP, dar
reduce rezistenta fata de atacul TV.

. Utilizarea LO ca mediu de dilutie pentru uleiurile esentiale testate nu este recomandatd, efectul
de protectie al acestora fiind diminuat prin interferenta acestora in procesul oxidativ de intdrire.

o Intarzierea/impiedicarea formdrii unei pelicule reduce sau anuleaza efectul de protectie al LO.
Aceastd ipoteza a fost dezvoltata intr-o publicatie anterioara (Timar et al., 2021).
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7.2.1.2. Lemn tratat cu uleiuri esentiale diluate in etanol

InTab. 7.7 se prezinta centralizarea rezultatelor testelor minibloc din etapa 1 (2019), realizate cu solutii
de C-EO in etanol, atat pe probe inainte de spdlare cat si pe probe spdlate cu apa. Pentru o mai buna
intelegere si interpretare a rezultatelor, Tab. 7.8 cuprinde date privind tratarea probelor, respectiv
retentia de produs de tratare (C-EO) exprimatd prin valoarea WPG, %, precum si umiditatea probelor
conditionate, la intrarea in testul minibloc. Se observd ca tratarea cu solutii de C-EO in etanol a
determinat usoare cresteri de masa prin retentia C-EO, de la circa 1% pana la maximum 3%, functie de
concentratia solutiei de tratare (1%, 5% 10%). Tratarea cu C-EO a avut o usoara influentd asupra
umiditatii de echilibru, care a variat descrescdtor ca medie de la 12.01(+0.15) % pentru probele control
la 9.89% la cele tratate cu solutia C-EO de 10%.(+0.13).

Tab. 7.7 Test minibloc lemn de fag C-EO/Etanol (2019): valorile pierderilor de masa (PM, % ) medii (Av) si
deviatiile standard (st.dev), cu corectii

Control | Control | 49, c_EQ/Etanol | 5% C-EO/Etanol | 10% C-EQ/Etanol

) Tip Martor | total | indep. | Control Control Control
Fungi Probe Probe Probe
probe fag | Etanol | Etanol | Etanol Etanol Etanol
_ tratate tratate tratate
(ct) (ci) (cp) (cp) (cp)
NESP Av 17,88 | 8,68 1,77 21,66 | 4,75 8,55 0,26 -0,53 0,01
pp ' Stdev 517 6,78 323 068 277 3317 0,60 056 065
<p Av 12,05 8,07 6,19 3,04 6,22 13,81 4,77 14,87 | -0,27
. Stdev 880 558 2,10 2,36 7,64 11,39 3,34 1,17 085
NESP Av 8,63 9,52 7,32 12,78 | 17,41 | 12,15 7,32 12,41 3,67
v . Stdev 307 507 563 1,48 4,18 1,17 4,02 4,32 313
. Av 3,66 1,44 5,49 -2,36 | -3,79 | -5,29 8,08 -5,29 | 15,09
P.

St.dev 2,60 6,96 549 827 848 7,20 7,90 7,20 319

Tab. 7.8 Test minibloc lemn de fag C-EO/Etanol (2019): caracteristicile epruvetelor testate: cresterea
procentuald de masa prin tratare WPG, % si umiditatea la intrare in test U, % (probe conditionate la 22°C si

65% RH)
Test Control Etanol 1% C-EO/Etanol 5% C-EQ/Etanol 10% C-EO/Etanol
Tip probe
Fungi PP WPG u WPG u WPG u WPG u
% % % % % % % %
Av. 0.58 12.01 0.92 12.10 1.88 10.82 3.03 9.89
NESP.
PP St.dev 017 015 0.08 012 0.20 016 028 0.13
. Av. 0.75 13.23 1.07 13.32 1.33 13.02 1.82 12.25
P.
St.dev 0.36 0.15 013 0.11 0.31 0.20 0.40 0.19
Av. 0.52 12.01 0.85 12.10 1,69 10.82 2.88 9.89
NESP.
TV St.dev 0.18 0.15 0.14 012 0.31 0.16 018 013
Av. 0.80 13.23 0.90 13.32 1.56 13.02 1.97 12.25
SP.
St.dev 0.12 0.15 037 0.11 0.16 0.20 0.15 0.79
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7.2.1.2.1. Analiza pierderilor de masa C-EO/Etanol
Din analiza datelor obtinute pentru Postia placenta (PP) se observa urmatoarele:

Exista diferente notabile intre pierderile de masa determinate pe probele martor netratate (17.88+5.17
%) si probele control independent (7.77+3.23%), ce ar putea fi datorate solubilitatii in alcool a unor
compusi biodegradabili sau retentiei unei cantitati mici de alcool in probd, cu efect negativ asupra
dezvoltarii fungilor, dupa cum ar rezulta din valorile WPG pozitive surprinzatoare calculate pentru
probele control (0.58-0.80%). Deviatiile standard mari calculate pentru aceste valori indica insa si o
neuniformitate considerabild in dezvoltarea si agresivitatea fungilor in diverse cutii Petri in conditii
similare de testare (Fig. 7.6), aspectat ilustrat si de studiul SEM al probelor dupa test (Fig. 7.9).
Neuniformitatea dezvoltdrii fungice, inclusiv pe aceeasi proba, respectiv grade diferite de atac pe zone
relativ apropiate din aceeasi proba au fost raportate in literatura (Fackler & Schwanninger, 2012) si
trebuiesc luate in considerare in interpretarea rezultatelor testelor biologice.

Diferentele intre pierderile de masa determinate pe probele control independent (7.77£3.23%) si
probele control din fiecare cutie cu probe, variaza descrescator in functie de concentratia C-EO (de la
7.77+3.33%la-0.53+0.56%) panad la practic O pentru C-EO 10%. Se poate presupune un efect de inhibare
a dezvoltdrii fungice datorita volatilizarii C-EO in volumul limitat de aer din cutiile Petri ( Fig. 7.10, Fig.
7.11).

Din aceste considerente s-a calculat o valoare Control total (8.68+7.78), considerand valoarea medie
pentru toate probele control independent si cele din cutiile cu probe tratate, valoare fata de care se va
aprecia efectul tratdrii cu C-EO, respectiv eficienta antifungica (Fig. 7.12).

Probele tratate cu C-EO Etanol au prezentat valori reduse ale PM comparativ cu controlul total, cu 45-
100% corelat cu concentratia solutiei, ceea ce demonstreaza efectul antifungic pe lemn, confirmand
concluziile testelor screening. Efectul antifungic al tratarii cu solutii de C-EQ se pdstreaza si pentru
probele spdlate, desi PM calculate au fost mai mari atat pentru control cat si pentru probele tatate.
Reducerile procentuale ale pierderilor de masa datorate tratdrii cu C-EO au variat de la 20-100% in
functie de concentratie.
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7.2.1.2.2. Aspecte macroscopice si microscopice ale biodegradarii

O serie de imagini macroscopice si detalii microscopice optice la madriri mici, complementate cu
investigatie SEM vin sd ilustreze aspectele anterior mentionate.

Fag_Martor_neexpus

=2092

Fag_Martor_expus PP
Proba 3419; PM

Magnificare 300X Magnificare 600X Magnificare 1200X
Fig. 7.9 Imagini SEM comparative pentru lemnul martor de fag inainte (neexpus) si dupa expunere la PP in
testul minibloc; se observa degradarea neuniforma a structurii

Proba tratata 10.26 Test PP_C-EO/Etanol 10% Proba Control 27.10
Fig. 7.10 Exemplificarea inhibarii dezvoltarii fungice pentru PP in cutiile Petri cu probe tratate cu C-
EO/Etanol 10%: miceliul nu acopera probele control sau tratate (imagine macro) si nu se evidentiaza
modificari structurale (detalii microscopice)
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Fag_Martor_neexpus

pus PP
=2.36%

Fag_C-EO/Etanol
Proba 4117; PM

10%_ex|

Magnificare 300X Magnificare 600X ‘ Magpnificare 1200X

Fig. 7.11. Imagini SEM comparative pentru lemnul martor de fag neexpus si lemnul de fag tratat cu C-
EO/Etanol 10% dupa expunere la PP in testul minibloc; nu se observa degradarea structurii lemnului
datorita inhibdrii dezvoltarii fungice (PM= 2.36%)

Fag_Control Etanol
Expus PP
=12.88%

Proba 4114, PM

7.25%

Fag_C-EO/Etanol 1%
Expus PP
Proba 3317, PM

Fag_C-EO/Etanol 5%
Expus PP
=2.22%

Proba 2413; PM

Imagine macro ‘ Magnificare 600X Magnificare 1200X

i

Fig. 7.12 Imagini comparative macro si SEM pentru diferite probe de lemn de fag Control etanol si tratate
cu C-EO/Etanol (1%, 5%) dupa expunere la PP in testul minibloc; probele prezinta valori PM diferite ce
demonstreaza efectul fungicid al C-EQ; imaginile sunt ilustrative si pentru neuniformitatea atacului
biologic: pe zona investigata colonizarea fungica si degradarea apar mai avansate pentru proba 3317
(PM=7.25%) fata de control 4114 (PM=12.88%)
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Din analiza datelor obtinute pentru 7rametes versicolor (TV) se observa urmatoarele:

Exista diferente mai mici intre pierderile de masd determinate pe probele martor netratate
(8.63£3.07%) si probele control independent (7.32+5.63%). Se mentin deviatii standard relativ mari
pentru aceste valori, indicand si in acest caz o neuniformitate considerabild in dezvoltarea fungica si
agresivitatea ciupercii TV in diverse cutii Petri in conditii similare de testare (Fig. 7.7).

Diferentele intre pierderile de masa determinate pe probele control independent (7.32+5.63%) si
probele control din fiecare set, variaza de la 12.15-12.78% independent de concentratia C-EO, ceea ce
ar indica faptul cd ciuperca TV este mai putin sensibila la compusii volatili din C-EO si nu apare efectul
de inhibare constatat pentru PP.

Din aceste considerente s-a calculat o valoare control total (9.52+5.07%), considerand valoarea medie
pentru toate probele control independent si din cutii probe, valoare fata de care se va aprecia efectul
tratarii cu C-EO, respectiv eficienta antifungica.

Probele tratate cu C-EO Etanol au prezentat valori reduse ale PM prin atac TV comparativ cu controlul
total, cu 45-100% doar la concentratiile de 5% si 10%, ceea ce demonstreaza un efect antifungic pe lemn,
mai redus fatd de acest tip de ciuperca.

Efectul antifungic al tratdrii cu solutii de C-EO dispare in urma spaldrii cu apa a probelor, situatie in care
pentru probele control valorile medii ale PM calculate sunt negative.

Variatia valorilor medii ale pierderilor de masa prin biodegradare in functie de tipul de proba/
tratamentul aplicat sunt reprezentate grafic in Fig. 7.13, pentru ambele tipuri de fungi (PP, TV),
comparativ pentru probe inainte si dupd spalare cu apd. Acestea reflecta aspectele prezentate anterior.

C-EO/Etanol nesp cu PP si TV C-EO/Etanol sp cu PP si TV
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Fig. 7.13 Influenta tratarii lemnului de fag cu C-EO/Etanol asupra pierderilor de masa in testul minibloc cu
Postia placenta (PP) si Trametes versicolor (TV), comparativ pentru probe inainte (a) si dupa spalare (b)

In Tab. 7.9 si Tab. 7.10 se prezintd centralizarea rezultatelor testelor minibloc din etapa 2 (2020),
realizate cu solutii de C-EO si T-EO in etanol, exclusiv pe probe nesupuse testului de spdlare, iar Tab.
7.11 cuprinde date sugestive privind tratarea probelor, respectiv retentia de produs de tratare (C-EO
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sau L-EO) exprimata prin valori WPG, %, precum si umiditatea probelor conditionate, laintrareain testul
minibloc.

Tab. 7.9 Test minibloc lemn de fag: C-EO/Etanol (2020): valorile pierderilor de masa (PM, % ) medii (Av) si
deviatiile standard (st.dev), cu corectii

Control | Control 5% C-EO/Etanol 10% C-EO/Etanol
. Tip Martor total indep. Control Control
Fungi Probe Probe
probe Fag Etanol Etanol Etanol Etanol
(ct) (ci) (cp) tratate (cp) tratate
Av. 10,89 25,49 37,58 1,48 2,25 1,11 2,32
PP NESP.
Stdev | 2335 24,03 20,15 033 022 014 020
v NESP Av. 54,21 32,59 24,01 34,68 32,74 64,86 39,13
" | Stdev 15,06 28,01 2324 46,57 27,11 092 4,57

Tab. 7.10 Test minibloc lemn de fag: T-EO/Etanol (2020): valorile pierderilor de masa (PM, % ) medii (Av) si
deviatiile standard (st.dev), cu corectii

Control | Control 5% T-EOQ/Etanol 10% T-EO/Etanol
. Tip Martor total indep. Control Control
Fungi Probe Probe
probe Fag Etanol Etanol Etanol Etanol
(Ct) (CI) (Cp) tratate (Cp) tratate
pp NESP Av. 10,89 30,86 37,58 32,87 3,73 1,97 2,14
' St.dev 23,35 21,09 20,15 363 3,04 042 0,30
Av. 54,21 17,41 24,01 5,81 3,21 2,61 2,65
TV NESP.
St.dev 15,06 21,02 23,24 46,57 27,17 0,05 035

Tab. 7.11 Test minibloc lemn de fag C-EO si T-EO/Etanol (2020): caracteristicile epruvetelor testate: WPG,
% si umiditatea la intrare in test U, % (probe conditionate la 22°C si 65% RH)

. . Control Etanol 5% C-EO/Etanol 10% C-EO/Etanol
Fungi Tip probe
WPG, % U, % WPG, % U, % WPG, % U, %
Av. 1,95 11.91 3.41 10.94 5.28 10.03
PP NESP.
St.dev 0,54 016 0.72 0.09 0.24 019
Av. 1,82 11.91 3.44 10.94 5.16 10.03
TV NESP.
St.dev 0,49 016 0.52 0.09 0.93 019
. . Control Etanol 5% T-EO/Etanol 10% T-EOQ/Etanol
Fungi | Tip probe
WPQG, % U, % WPQG, % U, % WPG, % U, %
Av. 1,95 11.91 2.59 11.22 2.55 11.18
PP NESP.
Stdev 0,54 016 037 022 067 013
Av. 1,82 11.91 2.16 11.22 3.37 11.18
TV NESP.
St.dev 0,49 016 0.70 022 037 013

Se observd cd tratarea cu solutii de C-EO si T-EO in etanol (concentratii 5% si 10%) a determinat cresteri
de masa prin retentia de produs de la circa 3.4% pana la 5.2% pentru C-EO si circa 2.4-3.0% pentru T-
EO. Similar cu testul din 2019 se observa o valoare WPG pozitiva (1.95% superioara fata de circa 0.5%
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in testul anterior) pentru probele control, ceea ce ar indica o posibild retentie de alcool in probe.
Umiditatea probelor la intrarea in test a fost cvasi-constantd indiferent de tratament (11.2-11.9%).

Analiza valorilor PM pentru testul cu C-EO/Etanol (Tab. 7.9) au relevat urmatoarele aspecte:

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi, cu observatia cd pentru PP valoarea PM pentru controlul independent (10.89+23.35%) este mai
mare decat la martor (37.89+£20.15% ), iar in cazul TV situatia este inversata: 54.21+15.06% fatd de
24.91+23.24%. Diferentele de PM asociate testelor cu PP si TV, superioara pentru aceasta din urmd, se
explica prin preferinta fungilor de putregai alb (TV) pentru specii de foioase, contrar fungilor de putregai
brun (PP) ce preferd rasinoase. Testele fiind facute pe fag, atacul mai pronuntat al TV fata de PP este
explicabil.

Abaterile standard foarte mari, cu precddere pentru probele martor (Fig. 7.6, Fig. 7.7) si control de
diverse categorii, dar si pentru probele tratate cu C-EO 5% in testul cu TV, reliefeaza, o variabilitate
extrema in colonizarea si atacul fungic.

Pentru PP, valorile PM pentru probele tratate cu C-EOQ/Etanol comparate cu valoarea control total arata
un efect antifungic (scadere PM cu circa 90%), desi valorile PM mici calculate (circa 2%) sunt usor mai
mari decat valorile pentru controlul din cutiile cu probe. Se confirma deci efectul de inhibare a fungilor
datoritd volatilitatii unor compusi toxici pentru fungi.

Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu C-EQ/Etanol comparate cu valoarea control total NU
arata un efect antifungic (contrar crestere PM cu pana la 20%), desi valorile PM calculate (circa 32-39%)
sunt mai mici decat valorile pentru martor netratat (54%).

Analiza valorilor PM pentru testul cu T-EO/Etanol (
Tab. 7.10) au relevat urmatoarele aspecte:

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi si deviatiile standard mari:

Pentru PP, valorile PM pentru probele tratate cu T-EO/Etanol comparate cu valoarea control total arata
un efect antifungic (scddere PM cu circa 10-45%).

Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu T-EO/Etanol comparate cu valoarea control total arata
un efect antifungic (scadere PM cu circa 81-94%), dovedind o eficienta mai mare fata de ciupercile de
putregai alb (TV) comparativ cu cele de putregai brun (PP).

Variatia valorilor medii ale pierderilor de masa prin biodegradare functie de tipul de proba/ tratamentul
aplicat sunt reprezentate graficin Fig. 7.14, pentru ambele tipuri de ciuperci (PP, TV), comparativ pentru
probe tratate cu C-EO si probe tratate cu T-EO, exclusiv probe nespalate. Acestea reflecta aspectele
prezentate anterior.
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Fig. 7.14 Influenta tratarii lemnului de fag cu C-EO/Etanol (a) si T-EO/Etanol (b) asupra pierderilor de masa
in testul minibloc cu Postia placenta (PP) si Trametes versicolor(TV)

7.2.1.2.3. Concluzii C-EO si T-EO /Etanol

in testele minibloc cu C-EO si T-EO in etanol realizate in cele doud etape au existat unele diferente ca
retentii de produs, durata de testare, virulenta fungi si valori efective ale PM determinate, dar s-au

conturat o serie de concluzii:

. Testele minibloc cu C-EO si T-EO in alcool confirma rezultatele testelor screening, evidentiindu-
se efect antifungic pe lemnul tratat de la concentratii de 5%.

J Solutiile de C-EO si T-EO cu concentratii de 5-10% in etanol prezinta potential ca produse
alternative pentru protectia antifungica a lemnului, dar prezintd eficientd specifica diferentiatd corelata
cu compozitia lor chimica.

o C-EO este bogat in eugenol si are activitate antifungica fata de ciuperca de putregai brun PP (ce
degradeaza celuloza si hemicelulozele din lemn, dar nu poate scinda lignina), reducand pierderile de
masa cu 90% fata de control.

o C-EO nu are eficienta antifungica fatd de ciuperca de putregai alb TV, ce are capacitatea de a
degrada compusi polifenolici complecsi precum lignina din lemn. Eugenolul este un fenol cu structura
fenil-propanica asemdnatoare unitatilor de baza din structura ligninei.

. T-EO este bogat in carvacrol si terpineni si prezinta activitate antifungica atat fata de PP
(reducere PM cu 45%) cat si fatd de TV (reducere PM cu 80-90%).

Aceste concluzii suntin acord cu alte cercetdri similare din literatura de specialitate (Cheng et al., 2008;
Medeiros et al., 2016; Panek et al., 2014; Voda et al., 2003; Xie et al., 2017; Yingprasert et al., 2015;
Zhang et al.,, 2016; Zyani et al.,, 2011).
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7.2.2. Testul de fitotoxcitate
7.2.2.1. Detalii metodologice si produse de comparatie

Potentialul eco-impact al noilor produse alternative de bioprotectie antifungica a lemnului a fost
evaluat cu un test de fitotoxicitate cu seminte de salata (Lactuca sativa), conform procedurii din
protocolul analitic (capitolul 4).

Indicii de fitotoxicitate determinati pe cate 3 probe paralele cu 20 de seminte/proba au fost:

o Procentul de germinare, PG, %
° Lungimea medie a germenilor, LMG, mm
. Indexul de germinare (Germination index), G, %.

Cel de al treilea indice, numit index de germinare (germination index), Gl, %, este recomandat in
literatura de specialitate ca un indicator complex care combina cele doua posibile efecte de toxicitate
ale compusilor toxici lavabili asupra germinarii semintelor si dezvoltarii germenilor, respectiv numarul
de seminte germinate si lungimea germenilor. Mai mult, acest indice este un indice procentual relativ
fata de parametrii de germinare obtinuti folosind apa (distilata) ca proba control.

Modul de definire si calcul conform literaturii consultate (Roccotiello et al., 2011) este urmatorul:

GI:]'OOXG—XLO'% Ec. 7.1

GXL
0
Unde:

Go — numadrul de seminte germinate pentru proba control cu apa (distilata);

Lo— lungimea medie a germenilor pentru proba control cu apa (distilata);

G — numarul de seminte germinate pentru proba analizata (apa potential contaminata);

L— lungimea medie a germenilor pentru proba analizatd (apd potential contaminatad).

in prezenta cercetare, indexul de germinare s-a calculat din valorile medii ale procentului de germinare
(PG, %) si a lungimii medii a germenilor (LMG, mm) obtinute pe seturile de 3 probe paralele cu cate 20
seminte/proba.

Formula de calcul pentru Gl a fost urmadtoarea:

PGxXLMG
= - 0
Gl =100 x PGoxLMG, ’ %o Ec. 7.2

Unde:
PG — procentul de germinare pentru proba analizata;
LMG — lungimea medie a germenilor pentru proba analizata;
PG, — procentul de germinare pentru proba control cu apa distilatg;
LMGo — lungimea medie a germenilor pentru proba control cu apa distilata.

Probele analizate au fost extractele apoase (E1, E5, E10) obtinute prin testul de spalare cu apa conform
EN 84/2000. Raportarea la o probd control comund, respectiv apa distilata din acelasi lot cu apa
distilata folositd in testele de spdlare, permite o comparare univoca a tuturor probelor analizate.
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in Tab. 7.12, Tab. 7.13, Tab. 7.14, sunt prezentate centralizat rezultatele tuturor testelor de
fitotoxicitate efectuate, cuprinzand apele de spadlare (3 ape: E1, E5, E10) pentru urmatoarele tipuri de
probe de lemn de fag:

. Fag martor (netratat);

. Control etanol (ET) — Fag tratat cu etanol (solvent pt C-EO si T-EO);
. C-EO-ET 1% - Fag tratat cu solutie 1% de C-EO in etanol;

. C-EO-ET 5% - Fag tratat cu solutie 5% de C-EQ in etanol;

. C-EO-ET 10%- Fag tratat cu solutie 10% de C-EO in etanol;

. T-EO-ET 1%- Fag tratat cu solutie 1% de T-EO in etanol;

. T-EO-ET 5%- Fag tratat cu solutie 5 de T-EOQ in etanol;

. T-EO-ET 10% - Fag tratat cu solutie 10% de T-EO in etanol;

. Control LO — Fag tratat cu ulei de in (mediu de dilutie pentru C-EO);
. C-EO-LO 1% - Fag tratat cu solutie 1% C-EO in ulei de in;

. C-EO-LO 5% - Fag tratat cu solutie 5% C-EQ in ulei de in;

. C-EO-LO 10% - Fag tratat cu solutie 10% C-EO in ulei de in;

7.2.2.2.Rezultate experimentale
In figura Fig. 7.15 se ilustreaza prin imagini finalul testului si diferentierea diferitelor extracte (E5) din

lemn tratat (5%) fatd de proba control cu apa distilatd, iar in Fig. 7.16 sunt prezentate detalii
microscopice ale germenilor de salatd, pentru cateva extracte (E1) din lemn tratat (10%).

Apa distilata Fag netratat

C-EQ/LO 5% C-EO/Etanol 5% T-EO/Etanol 5%

Fig. 7.15 Finalul de test pentru extractele apoase (E5) din lemn de fag martor si tratat cu diverse solutii de
bioprotectie cu concentratie 5%: C-EO si T-EO in etanol (ET) si ulei de in (LO) si apa distilata
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Apa distilata

T-EO/Etanol 10% E1

Fig. 7.16 Detalii microscopice ale germenilor (0,75x) pentru extractele apoase (E1) din lemn tratat cu T-EO

in Etanol la concentratia de 10% si apa distilata

in tabelele Tab. 7.12, Tab. 7.13, Tab. 7.14 se prezintd rezultatele medii pentru cei trei indici de

fitotoxicitate determinati pentru toate probele anterior enumerate in comparatie cu apa distilatd, ca

proba control lipsita de toxicitate, iar in figurile Fig. 7.17, Fig. 7.18 . sunt reprezentati comparativ acesti

indici pentru diverse grupe de produse testate

Tab. 7.12 Procentul de germinare, PG [%] Centralizarea valorilor experimentale (medii)

G Fag |Control | Control | C-EQ/ | C-EO/ | C-EO/ | T-EQ/ | T-EO/ | T-EO/ | C-EOQ/ | C-EOQ/ | C-EO/ _A?a
E Martor | Etanol | 1O | ET1% | ETS% | ET10% | ET1% | ET5% | ET10% | 101% | L05% |Lo10%| o0 o
Control
£ | _Av. | 9500 | 9667 | 9833 | 8833 | 4833 | 5500 | 90,00 | 86,67 | 88,33 | 100,00 | 9833 | 100,00
St Dev 866 289 289 764 71258 500 866 289 289 aqoo 289 aqog
gs | Av. | 9500 | 9833 | 71,67 | 9833 | 9167 | 58,33 | 9833 | 9000 | 81,67 | 9667 | 9500 | 100,00 | 100,00
St Dev 866 289 2843 289 764 10471 289 500 711,55 577 ao0 aqa0 aoo
£10 | Av- | 9833 | 9500 | 10000 | 10000 | 9667 | 8833 | 9833 | 90,00 | 9167 | 10000 | 98,33 | 9833
St Dev| 289 500 000 000 577 7,64 289 866 289 0.00 289 289
Medie 96,11 | 96,67 | 90,00 | 9556 | 78,89 | 67,22 | 9556 | 8889 | 87,22 | 9889 | 97,22 | 99,44 | 100,00
Tab. 7.13 Lungimea medie a germenilor, LG [mm]: Centralizarea valorilor experimentale (medii)
G Fag |Control | Control | C-EQ/ | C-EO/ | C-EO/ | T-EO/ | T-EO/ | T-EO/ | C-EO/ | C-EO/ | C-EO/ _Afm
E Martor | Etanol | LO | ET1% | ET5% | ET10% | ET1% | ET5% | ET10% | LO1% | LO5% |LO 10% i'::‘:
gq | Av- | 3270 | 2907 | 2385 | 2449 | 1481 | 1413 | 2946 | 2688 | 3124 | 2523 | 2433 | 2398
St Dev 7,70 195 7,82 749 048 272 208 612 Z,09 309 7,40 091
gs | Av. | 3202 | 2620 | 21,21 | 2653 | 2821 | 1893 | 3073 | 3256 | 2107 | 2540 | 2875 | 2507 | 27,62
StDev| 18 | 357 | 2% 318 392 | 32 156 | 515 | 285 014 288 168 049
g1 | AV | 2659 | 20,29 | 2398 | 2720 | 2632 | 2621 | 3388 | 3502 | 22,06 | 23,73 | 2547 | 2479
St Dev 287 974 493 a72 7,06 544 303 368 123 7,07 788 7,60
Medie 30,43 | 2519 | 23,01 | 2607 | 2311 | 1975 | 31,35 | 31,48 | 24,79 | 24,79 | 26,19 | 24,61 | 27,62
Tab. 7.14 Indexul de germinare, Gl [%] Centralizarea valorilor experimentale (medii)
Apa
Fag | Control | Control | C-EQO/ | C-EO/ | C-EO/ | T-EO/ | T-EO/ | T-EO/ | C-EO/ | C-EO/ | C-EO/
Extract distilata
Martor | Etanol | LO | ET1% | ET5% [ET10% | ET1% | ET5% |ET10%| LO1% | LO5% | LO10%
Control
E1 112,46 | 101,75 | 8490 | 7831 | 2591 | 2813 | 9599 | 84,33 | 9991 | 91,36 | 8663 | 8683
E5 | 110,13 | 93,29 | 5504 | 9445 | 9363 | 39,98 | 109,39 | 106,08 | 62,31 | 8890 | 9890 | 90,76 | 100,00
E10 | 9467 | 6980 | 8683 | 9848 | 92,12 | 83,81 | 120,62 | 114,10 | 73,20 | 8593 | 90,68 | 8825
Medie | 105,75 | 8828 | 7559 | 90,41 | 70,56 | 50,64 | 108,66 | 101,51 | 7848 | 88,73 | 92,07 | 8861
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Din analiza datelor experimentale se constatd urmatoarele:

Pentru apa distilata, proba control, toate semintele au germinat (PG=100%) iar lungimea medie
masuratd a germenilor, LMG, a fost de 27.62+0.49 mm.

Pentru apele rezultate prin spdlarea epruvetelor de fag martor (netratat) PG a fost doar foarte usor mai
scazut, cu valori intre 95.0% si 98.33%, pentru cele trei extracte succesive, respectiv, valoarea medie
PG=96.11%. LMG a fost superioara valorii control pentru apa pentru extractele E1, E5 si usor mai scazut
pentru E10, cu valoarea medie LMG=30.43 superioara fatd de control apa distilata. Indexul de
germinare a variat descrescator de laE1 1a E10, cu valoare medie 105.75%, fata de control 100%. Aceste
date arata ca pentru lemnul de fag netratat nu se constata un potential eco-impact negativ dpdv al
fitotoxicitatii compusilor lavabili in apd. (Svensson, 2014; Witcher et al., 2011)

Pentru lemnul de fag tratat cu etanol (control etanol), valorile PG au fost asemandtoare cu cele pentru
martor, dar lungimile germenilor au fost mai scazute (LMG mediu 25.19 mm), astfel incat indexul de
germinare Gl a fost 88.28% ca medie pe 3 extracte, ceea ce indica un potential eco-impact redus.

Pentru lemnul de fag tratat cu ulei de in (control LO), valorile PG au fost vizibil mai reduse decat pentru
martor, variind in intervalul 55-86.8%, cu valoare medie pe cele 3 extracte de 75.59%. Lungimile
germenilor au fost si ele mai scazute (LMG mediu 23 mm), astfel incat indexul de germinare Gl = 75.59%
camedie pe 3 extracte, indica un potential eco-impact negativ mai crescut comparativ cu lemnul martor
si controlul cu etanol.

Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de C-EO in etanol (concentratii 1%, 5%, 10%) se observa, in primul
rand, o variatie notabild pentru toti indicii considerati (PG, LMG, Gl) intre cele trei ape de spalare E1, E5,
E10, in sensul unui efect de fitotoxicitate maxim la prima spalare (E1), ceea ce indica lavabilitatea
crescutd a unor compusi toxici, care se indeparteaza majoritar la prima spdlare. Al doilea aspect de
sesizat este variatia tuturor celor 3 indici, in sensul cresterii fitotoxicitdtii odata cu cresterea
concentratiei de C-EO in solutia de tratare. Per global, Gl mediu pentru cele 3 extracte E1, E5, E10, au
fost de 90.41%, 70.56% si 50.64% pentru lemnul de fag tratat cu solutii de C-EO in etanol de 1%, 5%
si10%. Deci efectul de fitotoxicitate se manifesta incepand de la concentratii de 5% si acest fapt trebuie
considerat in aplicarea practicd, impunandu-se tratamente suplimentare de izolare fata de apa pentru
a conserva eficienta tratarii si a evita un eco-impact negativ.

Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de T-EO in etanol (concentratii 1%, 5%, 10%) se observa aceleasi
tendinte in variatia indicilor de fitotoxicitate cu numarul spaldrii si concentratia solutiei de tratare, dar
efectul toxic este mai redus. Astfel valorile Gl globale (medie pentru E1, E5, E10) au variat descrescator
de la 108.6% la 101.5% si 78.5% odata cu cresterea concentratiei de T-EO, Valorile PG usor mai scazute
au fost compensate de valori LMG mai crescute, astfel ca in indicele cumulat Gl efectul de fitotoxicitate
se vede de la concentratie de 10%. Efectul de fitotoxicitate este mai mic decat pentru C-EO.

Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de C-EO in LO variatia indicilor de fitotoxicitate functie de extract
si concentratia de C-EO nu prezinta un trend clar, dar valorile PG si LMG sunt mai mari decat pentru
control LO, astfel cd valorile Gl globale (medii 3 extracte) se situeaza in intervalul 88.6-92%, superioare
fata de control LO (Gl= 75.6), ceea ce inseamnd cd uleiul de in prin calitdtile sale peliculogene, fixeaza
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mai bine pe lemn compusii toxici din C-EO, chiar daca intarirea acestuia este partial disturbata de
efectul antioxidant puternic al C-EO.

O privire de ansamblu asupra rezultatelor, considerand valorile indexului de germinare global Gl, %, ca
medie a valorilor independente pentru cele 3 extracte (E1, E5, E10), arata ca nu ar prezenta eco-impact
negativ prin fitotoxicitate doar lemnul de fag martor si cel tratat cu solutii T-EO/etanol cu concentratii
de 1% si 5%. Un eco-impact redus, asociat unor valori GI>90% (valoare propusa de autor), ar fi posibil
pentru lemnul de fag tratat cu C-EO/etanol 1% si C-EO/LO 5%, pentru toate celelalte variante
obtinandu-se Gl sub 90%.

Toate aceste aspecte sunt clar reliefate prin graficele din figurile Fig. 7.17, Fig. 7.18, care reflectd si

diferentele de fitotoxicitate intre extracte succesive.

Efectul concentratiei solutiei de tratare este evident important si cuprins in discutia anterioard, dar o
comparatie a diferitelor produse/tratamente la o concentratie constanta (ex. 5%, 10%) este mai bine

ilustrata de graficele din Fig. 7.19, Fig. 7.20.
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Fig. 7.17 Parametrii de fitotoxicitate pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu solutii de
C-EOin etanol (ET) si ulei de in (LO), comparativ cu control apa distilata.
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Fig. 7.18. Parametrii de fitotoxicitate pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu solutii de
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Fig. 7.19 Parametrii de fitotoxicitate pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu diverse
solutii de bioprotectie cu concentratie 5%: C-EO si T-EO in etanol (ET) si ulei de in (LO) comparativ cu etanol
(ET), ulei de in (LO) si apa distilata
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Fig. 7.20 Parametrii de fitotoxicitate pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu diverse
solutii de bioprotectie cu concentratie 10%: C-EO si T-EO in etanol (ET) si ulei de in (LO) comparativ cu
etanol (ET), ulei de in (LO) si apa distilata
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7.2.2.3. Concluzii test fitotoxicitate

Testul de fitotoxicitate, realizat dupd o metoda adaptata din diverse normative de mediu, protectia
plantelor si lucrari stiintifice, a relevat o noud dimensiune in caracterizarea si evaluarea comparativd a
tratamentelor de bioprotectie a lemnului.

Realizarea acestui test in corelatie cu testul minibloc de verificare a activitatii de protectie antifungica
a celor doua uleiuri esentiale pe probe de lemn tratat reprezinta implementarea in demersul de
cercetare a ideii fundamentale a lucrarii: eficienta versus eco-impact.

Utilizarea in test a apelor de spdlare obtinute conform EN 84 ancoreaza testarea potentialului eco-
impact prin fitotoxicitate in metodologia de testare a produselor biocide in vederea implementarii si
constituie un element de noutate si originalitate.

Datele experimentale subliniaza un potential eco-impact negativ mai mare pentru C-EO comparativ cu
T-EO. De asemenea ele releva informatii importante privind potentialul eco-impact al tratamentelor cu
ulei de in/uleiuri sicative, cu o lunga istorie in utilizare, aplicabilitate largd, dar mai putin studiate din
acest punct de vedere.

Dintre toate variantele de tratare a lemnului de fag studiate, eco-impact negativ minim prin
fitotoxicitate s-a obtinut pentru tratamentele cu solutii de T-EO in etanol la concentratii de 1si 5%, iar
potential eco-impact negativ maxim pentru solutiile de C-EQ in etanol (la concentratia de 10%).

Constientizarea acestor aspecte este un prim pas necesar pentru cuplarea tratamentelor de
bioprotectie cu tratamente de hidrofugare sau peliculizare in cazul unor aplicatii in care exista riscul de
lavabilitate de pe lemn a produselor de tratare si afectarea in consecinta a mediului.
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Capitolul 8 - Concluzii si perspective practice ale cercetarii

Lucrarea de fatd exploreaza potentialul semnificativ al uleiurilor esentiale ca agenti naturali de protectie
a lemnului, oferind o alternativa sustenabila si ecologica la biocidele sintetice conventionale.
Fundamentatd pe o cercetare riguroasa si dedicatd, cartea prezintd o analiza aprofundata a moduluiin
care compusii naturali pot oferi solutii inovatoare si eficiente pentru bioprotectia lemnului, minimizand
impactul negativ asupra mediului inconjurdtor. Astfel, se subliniaza importanta adoptarii unor practici
responsabile si se promoveazd utilizarea resurselor naturale intr-un mod constient si durabil.

Studiul de fata reprezintd o sinteza a unei abordari metodologice complexe, ce imbind exigentele
cercetarii stiintifice fundamentale cu imperativele unei perspective ecologice responsabile. Abordarea
s-a bazat pe principiul fundamental al mentinerii unui echilibru optim intre eficacitatea tratamentelor
antifungice si minimizarea impactului acestora asupra mediului inconjurator. In acest sens, s-au
elaborat si implementat un protocol analitic original si multistratificat, ce integreaza o serie de teste
complementare, concepute pentru a oferi o evaluare complexa si riguroasd a potentialelor produse
antifungice. Acest protocol include, in prima fazd, teste de screening si evaluare a potentialului
antifungic /n vitro, destinate identificarii rapide a compusilor cu activitate biocida pronuntata.

Rezultatele obtinute in aceasta etapd preliminara au fost ulterior validate prin teste efectuate pe
material lemnos, simuland astfel conditiile reale de aplicare si permitand o evaluare realistd a eficientei
practice a formuldrilor selectate. In completarea acestor evaludri, s-au efectuat analize detaliate de
fitotoxicitate, cu scopul de a asigura un impact ecologic redus al compusilor identificati, garantand
astfel sustenabilitatea solutiilor propuse.

Prin intermediul acestei metodologii integrate, s-a demonstrat ca uleiurile esentiale, in special cele de
cuisoare si cimbru, sunt candidati promitatori, datorita compozitiei lor chimice complexe, care se
traduce printr-o activitate antifungica remarcabild, dublata de un profil ecologic favorabil, sugerand un
potential ridicat pentru aplicatii practice in protectia sustenabild a materialelor lemnoase.

Aceastad intelegere aprofundata a relatiilor cauza-efect deschide perspective promitatoare pentru
cercetari ulterioare si pentru dezvoltarea unor tratamente antifungice eficiente si impact redus

in final, un aspect esential al lucrdrii il reprezintd aplicabilitatea practicd a rezultatelor obtinute.
Formularile propuse demonstreaza un potential ridicat de adaptare la scara larga, putand fi utilizate
intr-o gama variata de domenii, de la conservarea si restaurarea obiectelor de patrimoniu cultural
realizate din lemn, pand la implementarea in constructii ecologice si in industria mobilei, contribuind
astfel la promovarea unor solutii durabile si responsabile fata de mediu.

Desi rezultatele prezentei lucrdri sunt incurajatoare, acestea evidentiaza si o serie de perspective si
provocari viitoare ce necesita investigatii suplimentare. O evaluare a potentialului pe termen lung este
esentiald, concentrandu-se pe persistenta efectelor antifungice ale uleiurilor esentiale in conditii de
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mediu variabile. De asemenea, stabilitatea si variatia compozitionald a uleiurilor, influentate de factori
precum sursa, sezonul de recoltare si metoda de extractie, impun studii detaliate pentru a asigura o
eficacitate constanta. in final, explorarea interactiunilor sinergice dintre diferiti compusi din uleiurile
esentiale, prin crearea de combinatii specifice, reprezinta o directie promitatoare pentru amplificarea
efectului de bioprotectie antifungicd a lemnului.

Cartea de fata nu traseaza o concluzie definitiva, ci lanseaza o viziune orientata spre viitor, o chemare
la inovatie si responsabilitate in gestionarea resurselor naturale. Viziunea propusd vizeaza
transformarea fundamentala a metodelor de protectie a lemnului, prioritizand solutiile ecologice si o
sinergie intre avansul tehnologic si protectia mediului. Rezultatele prezentate constituie fundamente
pentru cercetdri ulterioare si aplicdri specifice, de exemplu in domeniul conservdrii si restaurarii
lemnului, unde utilizarea produselor pe baza de uleiuri esentiale prezinta un potential semnificativ, ce
va fi detaliat intr-o publicatie viitoare.

Aceasta abordare se doreste a fi un catalizator pentru cercetdtori si profesionisti, incurajand investigatii
aprofundate si dezvoltarea de noi tehnologii sustenabile, esentiale pentru un viitor responsabil.
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Baza de date Capitolul 1 - BD 1

Tab.1 Sinteza bibliografica cuprinzand uleiuri esentiale cu efect antifungic, cu detalii privind

compozitia chimica, metoda de testare, eficienta antifungica si referinta din literatura

Nota: Cu culoarea verde sunt marcate uleiurile esentiale alese pentru cercetare in lucrare

Nr.
Crt. | Ulei esential Compozitie Specie fungi Eficienta Observatii Referinta
cod
Carvacrol (86.9%) Alternaria alternata
Linalol (4.6%) e . S
. Stachybotrys chartarum Eficientd Ciuperci toxice | (Zabka et
p-cimen (2.7%) Cladosporium cladosporioides o . . . I, 2014)
Timol (2%) Aspergillus niger ridicata si alergenice al,
v -terpinen (1.4%)
Carvacrol (55,81%)
p-cimen (19,61%) Eficienta ] ) .
O | Oregano ) Trametes hirsuta Putregai alb si (Xie etal,
o Timol (7,43%) Laetiporus sulphureus foarte t ib 2017)
i . utregal brun
= (Origanum y -terpinen (5,23%) ridicats putreg
~ | wulgare) Linalol (3,71%)
Carvacrol (71.8%) e . . .
Timol (5%) Trametes versicolor Eficientd Putregai alb si (Panek et
imol (5% ) ' '
. Coniophora puteana ridicata putregai brun al., 2014b)
v -terpinen (4.5%)
; ; L Ciuperci izolate
Aspergillus tabacinus Eficient3 _ P _ (Sanchis et
Aspergillus tennesseensis ' din piele
Trichoderma longibrachiatum ridicata [T al., 2023)
L mumificata
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciuperci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum s aprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Fusarium verticillioides 1zolate de pe
Carvacrol (75,8%) Fusarium oxysporum plante
Oregano Timol (3,7%) Fusar/:um sem/'l’ec‘tum \ersiune
_ E-Cariofilen (2,76%) Fusarium subglutinans Eficients modificats a (Stevic et
2 (Origanum ) . Fusarium equiseti ] o |
. v -terpinen (2,61%) Penicillium sp ridicata tehnicii al., 2014)
heracleoticum) Linalol (2,54%) . Lo
inalol (2,54% Chaetomium sp. microdilutiei
p-Cimen (2,11%) Gliocladium roseurm Metoda
Curvularia lunata dificats d
Verticillivm dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pungé
Phomaopsis sp inchisd
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Thielavia hyalocarpa Primele 4
Oregano icilli . .
; Carvacrol (51.2%) Penicillum commune Foarte putregaialbsi | (Zyaniet
3 (Or/ganum Timol (43,3%) Penicillium chrysogenum q | ! 1, 2011)
imol (43,3% -~ ridicatd ultima putregai | al.
compactum ) Penicillium expansum P g
Cladosporium cladosporioides brun
Cimbru Tim.0| (60.2%) Alternaria alternata L . _ _
p-cimen (19.9%) Stachybotrys chartarum Eficienta Ciuperci toxice | (Zabkaet
4 (7Thymus . . s . .
. Carvacrol (5.9%) Cladosporium cladosporioides ridicata si a|ergen|ce al., 2014)
vulgaris) Linalol (5.8%) Aspergillus niger
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Geraniol (1.6%)

v -terpinen (1.4%)
B-cariofilen (1.1%)
terpinil acetat (1.1%)

Thielavia hyalocarpa Primele 4
_ penicillium commune Eficient3 putregaialbsi | (zyaniet
Timol (46,21%) Penicillium chrysogenum " . " |
Penicillium expansum moderatd ultima putregai | al, 2011)
Cladosporium cladosporioides brun
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata CluPerCl
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum s aprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Fusarium verticillioides Izolate de pe
Timol (43,7%) Fusarium oxysporum plante
p-Cimen (23,2%) Fusar/:um sem/'tecltum Versiune
vy -Terpinen (6,9%) Fusaﬂlum SUbél’/”t',"ans Eficienta modificata a (Stevic et
: . Fusarium equiseti o L
Llnalo'l (4,9%) Penicillum sp ridicata tehnicii al, 2014)
1,8-Cineol (3,7%) Chaetomium sp. microdilutiei
E-Cariofilen (3,1%) Gliocladium roseum Metods
Curvularia lunata P
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum in punga
Phomoaopsis sp inchisi
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Timol (34,36%) e . . )
- (29.51%) Trametes hirsuta Eficienta Putregai alb si (Xie etal,
p-Cimen (29,51% ) - .
Laetiporus sulphureus ridicata utregai brun 2017)
» ~terpinen (28,69%) putreg
Timol (41.3%)
p-cimol (22.6%) Trametes versicolor Eficienta Putregai alb si (Panek et
y -terpinen (7.7%) Coniophora puteana ridicatd putregai brun al,, 2014b)
Carvacrol (2.9%)
-ocimen (12.62% e . <
B_ ( ) o Eficienta Ciuperca pe (Shirzad et
Timol (10.56%) Botrytis cinerea 4 ! K d 1. 2011)
moderata iwi in depozit al,
Carvacrol (6.85%). P
‘ Trametes versicolor o . 2 Putregai alb (Vettraino
Timol (47,9%) Pleurotus ostreatu Eficienta i )
) ) ) . | si2putregai etal.,
p-cimen (15,8%) Poria monticola semnificativd | ’
Gloeophyllum trabeum brun 2022)
Cimbru . Trametes versicolor o . 2 Putregai alb (Vettraino
i Timol (20,7%) Pleurotus ostreatu EflClenta . .
5 (7ymus vulgaris . . ) o .. | si2putregai etal.,
p-cimen (15,8%) Poria monticola semnificativa | '
Demeter) Gloeophyllum trabeumn brun 2022)
Cimbru cu varf Framet ol )
i Carvacrol (68,6%) rametes versicoior e 2 Putregaialb (Vettraino
conic . . Pleurotus ostreatu Eficienta . )
6 p-cimen (26,7%) ) ) e .. . | Sl2putregai etal,
(Thymus terpinen (6,8%) Poria monticola semnificativa 2022)
. v -terpinen {6,5% Gloeophyllum trabeurn brun
capitatus)
Cimbru cu varf . ]
) carvacrol (76,9%) Trametes versicolor N 2 Putregai alb (Vettraino
conic . . Pleurotus ostreatu Eficienta , )
7 . p-cimen (7,7%) ) ) . | si2putregai etal,
(Coridothymus bisabolen (3.7 Poria monticola semnificativa 5022
. a-bisabolen (3,7%) Gloeophyllum trabeumn brun )
capitatus)
Alternaria alternata . = . . .
. Borneol (29.8%) Eficienta Ciuperci toxice (Zabka et
8 Cimbru ) ) Stachybotrys chartarum L
Timol (12%) semnificativa al, 2014)

Cladosporium cladosporioides

si alergenice
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(Thymus Carvacrol (10%) Aspergillus niger
satureioides) a-terpineol (7.6%)
Camfen (7.6%)
a-pinen (4.6%)
B-cariofilen (4.8%)
p-cimen (3.8%)
Linalol (3.2%)
metil eter timol (2.9%)
bornil acetat (1.8%)
terpin-4-ol (1.6%)
Camfor (1.2%)
v -terpinen (1.1%)
cis-pinan (1%)
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciuperci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum s aprofite
Fusarium sporotrichioides .
Fusarium verticillioides izolate de pe
Carvacrol (50,0%) Fusarium oxysporum plante
p-Cimen (12,2%) Fusarium semitectum Versiune
Timol (9,6%) Fusaﬂium SUbé_’/”t'_hans Eficienta modificata a (Stevic et
. Fusarium equiseti !
‘ y -terpinen (6,5%) Penicillum sp moderatd tehnicii al, 2014)
o Cimbru de E-cariofilen (5,2%) Chaetomium sp. microdilutiei
E gradina Borneol (2,41%) Gliocladium roseum Metod
2 Curvularia lunata P
cl’ zsathe/t.? Verticillium dahliae modificata de
ortensis) Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum in punga
Phomoaopsis sp nchiss
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Car\h‘acrol (564.14%) o Eficienta Ciupercé pe (Shirzad et
Terpinolene (20.59%) Botrytis cinerea T o )
« -felandren (5.31%). moderata kiwi in depozit al, 2011)
g _terplr:igflgoi/u) Trametes versicolor EfiCienté Putregai alb si (Panek et
pir:lni:lo( 13.8'%)‘] Coniophora puteana ridicatd putregai brun al., 2014b)
Eugenol (64%)
Dafin de Indiade | mircen (14.6%) Alternaria alternata
vest Chavicol (7.7%) Stachybotrys chartarum Eficienta Ciuperci toxice | (Zabkaet
10 (Pimenta B-cariofilen (4.9%) Cladosporium cladosporioides | ridicatd si alergenice al, 2014)
racemosa) Limonen (2%) Aspergillus niger
Linalol (1.6%)
Linalol (66.7%)
Limonen (5.7%)
a-pinen (6.1%) Alternaria alternata
Geran!0I (6.5%) Stachybotrys chartarum Eficienta Ciuperci toxice | (zZabkaet
Geranil acetat (3.8%) Cladosporium cladosporioides L ) )
Coriandru Camfor (3.3%) Aspergillus niger semnificativd | sialergenice al, 2014)
1 (Coriandrum p-cimen (2.6%)
sativum) B-pinen (2.4%)
a-terpineol (2.2%)
Linalol (71,2%) Aspergillus flavus o . Ciuperci 5
. Aspergillus niger EflClenta . . (Stevi€ et
a-Pinen (7,8%) Altermaria alternata moderats fitopatogene si al, 2014)
v -terpinen (4,2%) Fusarium solani saprofite
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Camfor (4,3%)
Geranil acetat (3,2%)
Limonen (2,8%)

Fusarium tricinctum
Fusarium sporotrichioides
Fusarium verticillioides
Fusarium oxysporum
Fusarium semitectum
Fusarium subglutinans
Fusarium equiseti
Penicillium sp
Chaetomnium sp.
Gliocladium roseumn
Curvularia lunata
Verticillium dahliae
Trichoderma viride
Trichotechium roseum
Phomopsis sp

Phoma sp.

Myrothechium verrucaria.

izolate de pe
plante
Versiune
modificatd a
tehnicii
microdilutiei
Metoda
modificata de
evaporare a EO
in punga
inchisd

Carvon (68.7%)

Alternaria alternata

) Stachybotrys chartarum Eficienta Ciuperci toxice (Zabka et
Limonen (21.5%) ) -
) . Cladosporium cladosporioides semnificativd | si alergenice al., 2014)
a-pinen (6.2%) Aspergillus niger
Alternaria alternata

12 Chimen Aspegillus flavus

(Carum carvi) A. niger L Mucegaiuri -
A. versicolor Eficienta , (Plavsic et
) ) ] alimente
Eurotium herbariorum ridicat3 al,, 2017)
Penicillium aurantiogriseum Disc diffusion
P. chrysogenum
P. expansum.
Chimen indian Timol (63.18% At i 5
. ( ) o Eficienta Ciuperca pe (Shirzad et
13 (Carum p-cimen (21.4%) Botrytis cinerea . o .
. . y moderata kiwiin depozit | al, 2011)
copticum) v -terpinen (13.8%)
Rozmarin 1,8 cineol (52,2% - . .. . Da Silva
. ( ) ‘ o Eficienta Ciuperca izolata ( )

14 (Rosmarinus Camfor (15,2%) Fusarium verticillioides i N q b Bomfim et
officinalis) a -pinen (12,4%) ridicata € peporum al., 2015)
Chiparos -
frunze a-Pinen (37.88%) p o Eficients (Mohareb

lexagonia apiaria .

15 ‘ d-Caren (20.05%) Ga;jjer;a Zdr;um i N Putregai alb etal,
(Cupressus a-terpinolen (6.91%) ridicata 2013)
sempervirens)

Ridicatd in
di-Limonen (56.30%) p o special (Mohareb
. lexagonia apiaria .
B-pinen (8.81%) & P ) N ) Putregai alb etal.,
) Ganoderma lucidum impotriva H.
v -terpinen (6.42%) 2013)
apiaria
) ) Eficient L
Aspergillus niger N ) Mucegaiuri — (Viuda-
Aspergillus flavus impotriva )
o alimente Martos et
Penicillium chrysogenum A n /ge,—
Penicillium verrucosum Agar dilution al, 2008)
. . P.verrucosum
16 Lamaie - coaja Ci :
, . Aspergillus flavus luperci
(Citrus limon) pergr e ) P .
Aspergillus niger fltopatogene si
Limonen (65,9%) A/ternfar/la a/[er7ata saprofite
B-Pinen (13,9%) Fusar/'um sollaln/ olate de be
v -terpinen (6,2%) Fusa"_um mmm{m_ ] Eficienta (Stevi¢ et
ial (2,3%) Fusarium sporotrichioides . plante 1, 2014)
Ger_ama (2.3% Fusarium verticillioides moderata \Versiune al
Sabinen (2,2%) Fusarium oxysporum dificats
a-Pinen (2,1%) Fusarium semitectum modificata a
Fusarium subglutinans tehnicii
Fusarium equiseti microdilutiei
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Curvularia lunata
Verticillium dahliae
Trichoderma viride

modificatd de
evaporarea EO

Penicillium sp Metoda
Chaetormnium sp. P
o P modificata de
Gliocladium roseumn
Curvularia lunata evaporarea EO
Verticillium dahliae in pungd
Trichoderma viride inchisa
Trichotechium roseum
Phomoaopsis sp
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
L Aspergilus niger Eficient Mucegaiuri — (Viuda-
Mandarina Aspergillus flavus N . .
17 . , o impotriva A. alimente Martos et
(Citrus reticulata) Penicillium chrysogenum
Penicillium verrucosum flavus Agar dilution al, 2008)
Eficient
Aspergillus niger impotriva Mucegaiuri — (Viuda-
Grepfrut Aspergillus flavus .
18 o P.chrysogenu | alimente Martos et
(Citrus para disi) Penicillium chrysogenum
Penicillium verrucosum m Agar dilution al, 2008)
P.verrucosum
. Eficient
3 Aspergillus niger N ) Mucegaiuri — (Viuda-
Portocala Aspergillus flavus impotriva A. ,
19 i . i o . alimente Martos et
(CIZTUS sinensis, } Penicillium chrysogenum niger o L 2008
Penicillium verrucosum Agar dilution al, )
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciu perci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum saprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Fusarium verticillioides Izolate de pe
Fusarium oxysporum plante
Portocald amard | Limonen (90,1%) Fusarium semitectum Versiune
. ) Fusarit Jutii s e e .
(Citrus Linalol acetat (1,6%) usarium subglutinans Eficientd modificatd a (Stevic et
20 i Mi 14 Fusarium equiseti . o L 2014
aurantium ircen ( 4%) Penicillum sp moderatd tehnicii al, )
amara) v ~terpinen (1,0%) Chaetomium sp. microdilutiei
Gliocladium roseum Metoda
Curvularia lunata P
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum in punga
Ph z MrhieX
OmopsIs 5p inchisd
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Aspergillus flavus
Aspergillus niger Ciuperci
Alternaria alternata fitopatogene si
Fusarium solani it '
Fusarium tricinctum saprotite
Fusarium sporotrichioides izolate de pe
H 0
Bergamota Limonen (37%) Fusarium verticillioides p|ante
, Linalol acetat (37% i e .
(Citrus : (37%) Fusarium oxysporum Eficient3 Versiune (Stevic et
21 . Linalol (13%) Fusarium semitectum " . L 2014
aurantium , ~terpinen (3,0%) Fusarium subglutinans moderata modificatd a al, 2014)
bergamia) B-Pinen (3,0%) Fusarium equiseti tehnicii
Penicillum sp microdilutiei
Chaetomium sp. . !
Gliocladium roseurmn Metoda
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Curvularia lunata
Verticillium dahliae
Trichoderma viride
Trichotechium roseum
Phomoaopsis sp

modificatd de
evaporare a EO
in punga
inchisa

Trichotechium roseum n pungé
Ph i A piox
omopsis sp inchisa
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Tuia - frunze a-Pinen (35.49%) . S Eficients (Mohareb
i lexagonia apiaria ! .
22 (Thuja B-caren (25.42%) Gam‘f;erm; u ] Putregai alb etal,
; i 5 uciaum ridicata
gc[/dentallsl a-cedrol (905 /o) 201 3)
Piper peruvian — | a-felandren (29.87%) o (Mohareb
. Hexagonia apiaria Eficienta )
23 frunze B-felandren (21.08%) ) ] Putregai alb etal,
) , Ganoderma lucidum ridicata
{5'chlnus ma//e} Elemol (1300 Aw) 201 3)
1,2-Dihidroacenaftilen
Artemisia (36.86%) Cea mai (Mohareb
. Hexagonia apiaria . o o .
24 monosperma - 2,4-pentadinilbenzen Gana‘f;erma Z/ cidum rdicata fata Putregai alb etal,
frunze (14.68%) de ambele 2013)
v -terpinen (12.46%)
Thielavia hyalocarpa Primele 4
Penicillum commune Foarte putregaialbsi | (zyaniet
Penicillium chrysogenum o It . 1. 2011)
Penicillium expansum ridicata ultima putregai | al.
Cladosporium cladosporioides brun
Eugenol (77,83%) e . . )
8 o ' Trametes hirsuta Eficienta Putregai alb si (Xie etal.,
8 -cariofilen (15,80%) Laetiporus sulphureus idicata t ib 2017)
§ -cadinen (1,35%) riaicata putregal brun
9 | Cuisoare Eugenol (82%) Trametes versicolor Eficienta Putregai alb si (Panek et
0 ' Cariofilen (16.5%) Coniophora puteana ridicatd utregai b al,, 2014b)
o ;. P gal brun '
,_,I, (Eugenia e (Phothisuw
Q| caryophyllata) _ Eficienta ,
Eugenol (75%) Trametes versicolor R Putregai alb anetal,
ridicatd 2013)
L . ) (Yingpraser
. | (85% Trametes Eficienta Putregai alb si tetal
ugeno > Gloeophylum idicat3 t ib etal
ridicata putregai brun 2015)
; ; L Ciuperci izolate
Aspergillus tabacinus Eficients . p . (Sanchis et
Aspergillus tennesseensis . _ | dinpiele L 2023
Trichoderma longibrachiatum semnificativa mumificata al )
Thielavia hyalocarpa Primele 4
Chavicol (30,87%) pe"{[{//',um commune Foarte putregaialb si (Zyani et
Linalol (20,1%) Penicillium chrysogenum L . . 1. 2011)
inalol (20,1% Penicillum expansum ridicatd ultima putregai | al.
Cladosporium cladosporioides brun
Aspergillus flavus . .
Aspergillus niger Ciuperci
Alternaria alternata fitopatogene si
Fusarium solani s aprofite
Fusarium tricinctum izolate d
8 Busuioc Fusarium sporotrichioides IZIO at €depe
1 . T
. Fl ticillioid ante
clq (Ocimum Fusar/.um verticillioides p .
0 basilicum) Metil chavicol (89%) ”5‘3”_”’” axysgorum Versiune
~ 1,8-Cineol (3,0%) Fusarum semitectum Eficientd modificatd a (Stevic et
Linalol (1.3 Fusarium subglutinans . o L 2014
inalo (- 3%) Fusarium equiseti moderata tehnicii al, 2014)
v -terpinen (1,1%) Penicillium sp microdilutiei
Chaetornium sp. Metoda
Gliocladium roseum
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Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Geranial (31.1%)
Neral (23.6%)
Linalol (16.4%)
Busuioc lamaios Limonen (8.9%) Alternaria alternata
(Ocimum 1,8-cineol (3.3%) Stachybotrys chartarum Eficientd Ciuperci toxice | (Zabka et
27 . Cladosporium cladosporioides L ) ]
basilicumn Eugenol (2%) Aspergillus niger semnificativd | sialergenice al, 2014)
citriodora) B-cariofilen (1.2%)
Citronelal (1.2%)
Mircen (1.2%)
a-pinen (1.1%)
Thielavia hyalocarpa Primele 4
terpinen-4-ol (36,1%) PE”/‘C/.//"UW commune Eficienta putregai alb si (Zyani et
) 5 Penicillium chrysogenum s ) "
a-terpineol (2,98%) Penicilium expansum moderata ultima putregai | al, 2011)
Cladosporium cladosporioides brun
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciuperci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum s aprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Arbore de ceai Fusarium verticillioides Izolate de pe
28 Melaleuca Terpinen-4-ol (40,7%) Fusarium oxysporum plante
" ol y -terpinen (17,8%) Fusarium semitectum Versiune
alternaroiia . o Fusarium subglutinans - = e L .
a-Terpinen (7,1%) ) a Eficienta modificata a (Stevic et
. . Fusarium equiseti " o
a-Terpineol (4,5%) Penicillum sp moderatd tehnicii al, 2014)
Terpinolen (4,2%) Chaetomium sp. microdilutiei
Limonen (3,9%) Gliocladium roseum Metods
Curvularia lunata P
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum in punga
Phomaopsis sp inchis
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Alternaria alternata
Aspegillus flavus
. A. niger L Mucegaiuri - _
28 Menta A. versicolor Eficienta i ; (Plavsic et
(Mentha piperita) Eurotium herbariorum ridicata aimente al, 2017)
Penicillium aurantiogriseum Disc diffusion
P. chrysogenum
P. expansum.
Aspergillus amylovorus
A. flavus
A. nomius
Agastache Metil-eugenol (36.41%) | 4 ostlanus Ciuperci post
. Estragol (27.92%) Eummﬁ ha/ap_ hilicum Eficienta recoltare (Juarez et
30 mexicana ssp. ) . Eupenicillum hirayamae R )
locotzi Linalol (10.66%) E hyrayamae ridicatd izolate de pe al, 2015)
Xolocotziana < o i N
Mentona (10.29%) E hyrayamae grane
E. hyrayamae
Penicillium cinnamopurpureurm
P. viridicatum var. ii
Acid linoleic (29.50%) Aspergillus amylovorus Ciuperci post
37 Porophyllum Fitol (25.50%) j‘ ﬂaw_s Eficienta recoltare (Juarez et
o . nomius ] )
linaria n-Hexadecanoic acid 4. ostianus ridicata izolate de pe al, 2015)
(18.37%) Eurotium halophilicum grane
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Eupenicillum hirayamae
E. hyrayamae
E. hyrayamae
E. hyrayamae

Penicillium cinnamopurpureumn

P. viridicatum var. if

Fusarium oxysporum

Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciu perci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum saprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Fusarium verticillioides zolate de pe
Fusarium oxysporum p lante
E lint Limonen (89,9%) Fusarium semitectum Versiune
ucalip i j S iy 3
y -terpinen (2,5%) Fusa”,um SUb‘g_'/”ﬁ_"a"s Eficientd modificatd a (Stevic et
32 (Eucalyptus _ ; Fusarium equiseti . o
p-Cimen (2,2%) Denicilium moderatd tehnicii al, 2014)
globulus) . ) enieiium sp o
a-Pinen (2,1%) Chaetomium sp. microdilutiei
Gliocladium roseum Metoda
Curvularia lunata dificats d
Verticillium dahliae moditicata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pun gé
Phomaopsis sp nchiss
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciu perci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum saprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
Fusarium verticillioides Izolate de pe
Fusarium oxysporum plante
E-Anetol (91,8%) Fusarium semitectum Versiune
Metil chavicol (3,6%) Fusarium subglutinans Eficientd modificats a (Stevic et
o 5 Fusarium equiseti . oL
Anason Foeniculin (1,20%) Penicillum sp moderatd tehnicii al, 2014)
33 - Linalol (1,0%) Chaetomium sp. microdilutiei
(Illicium verum) ) i ;
Gliocladium roseum Metoda
Curvularia lunata P
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pun gé
Phomaopsis sp inchis
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
T Phothisuw
‘ Eficienta , (
Trans-anetol (95%) Trametes versicolor R Putregai alb anetal.,
ridicatd 2013)
Fenicul Trans-anetol (64.72%) . . . )
) . Eficienta Ciuperca pe (Shirzad et
34 (Foeniculum Fenchon (14.59%) Botrytis cinerea . o )
A . . moderatd kiwiin depozit | al, 2011)
vulgare) Metil chavicol (6.67%)
) Aspergillus flavus
Linalol (35%) Aspergillus niger Ciuperci
~ Linalol acetat (37% ; . .
Lavendi : ) ( ) A/ternfar/a a/te@al’a o . f|topatogene Si 3
a-Pinen (3,2%) Fusarium solani Eficienta ) (Stevit et
35 (Lavandula . . ) o . saprofite
o E-Cariofilen (3,2%) Fusarium tricinctum moderat3 ) al., 2014)
angustifolia) Borneol (2,6%) Fusarium sporotrichioides izolate de pe
Neril acetat (2,4%) Fusarium verticillioides plante

177




BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Fusarium semitectum
Fusarium subglutinans
Fusarium equiseti
Penicillium sp
Chaetomnium sp.
Gliocladium roseumn
Curvularia lunata
Verticillium dahliae
Trichoderma viride

Versiune
modificatd a
tehnicii
microdilutiei
Metoda
modificata de
evaporare a EO

Trichotechium roseum n pung 3
Phomaopsis sp inchisa
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Aspergillus flavus
Aspergillus niger ) )
Alternaria alternata Ciu perci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum 5 aprofite
Fusarium sporotrichioides .
Fusarium verticillioides izolate de pe
a-Bisabolol oxid A (38%) | Fusarium oxysporum plante
Musetel albastru Bisabolol (21,1%) Fusar/:um sem/'tec.tum \/ersiune
o Farnesen (18,5%) Fusar/‘um SUbg/Uﬁ.nans Eficienta modificatd a (Stevic et
36 (Matricaria ) ) Fusarium equiseti " L
Bisabolol oxid I (5,1%) . moderata tehnicii al,, 2014)
recutita) i , Penicillium sp . -
Z-Spiroeter (4,7%) Chaetomium sp. microdilutiei
Hamazulen (2,2%) Gliocladium roseum Metod
Curvularia lunata P
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pun gé
Phomaopsis sp inchisi
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Ciuperci
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum s aprofite
Fusarium sporotrichioides .
Fusarium verticillioides izolate de pe
Citronelol (51,3%) Fusarium oxysporum plante
. Geraniol (25,8%) Fusarium semitectum \ersiune
Trandafir . Fusarium subglutinans - x e s .
Fenetil alcool (6,0%) Eficienta modificatd a (Stevic et
37 (Rosa ) ] Fusarium equiseti o o
damascena) Citronelil format (1,3%) Penicillium sp ridicata tehnicii al.,, 2014)
6,9-Guaiadien (1,4%) Chaetomium sp. microdilutiei
Linalol (1,2%) Gliocladium roseum Metodi
Curvularia lunata [
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pun gé
Phomaopsis sp inchisi
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
B-Citronelol (35.92%) Mohareb
Muscata trans-geraniol (11.66%) | Hexagonia apiaria Eficienta Put i alb ( ; OI are
trandafir — Citronelil format Ganoderma lucidum ridicata viregala 2 O?é)
38 frunze (11.40%)
) " o Aspergillus flavus i i
Pelargonium Cltron'elol (39'00 g Aspergillus niger Efi Cienté C.IU perd! . (Stevic et
graveolens Geraniol (11,3%) Alternaria alternata moderata fitopatogene ?! al., 2014)
Fenetil alcool (7,5%) Fusarium solani saprofite
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Citronelil format (5,1%)
6,9-Guaiadien (4,1%)
Linalol (1,7%)

Fusarium tricinctum
Fusarium sporotrichioides
Fusarium verticillioides
Fusarium oxysporum
Fusarium semitectum
Fusarium subglutinans
Fusarium equiseti
Penicillium sp
Chaetomnium sp.
Gliocladium roseumn
Curvularia lunata
Verticillium dahliae

izolate de pe
plante
Versiune
modificatd a
tehnicii
microdilutiei
Metoda
modificata de
evaporare a EO

Trichoderma viride in pungé
Trichotechium roseum inchisa
Phomopsis sp
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Citronelol (24,88)
Linalol (14,46%) L Ulei din boboci .
. Trametes hirsuta Eficienta . . (Xie etal,
Mentona (8,51%) i . Putregai alb si
i Laetiporus sujphureus moderati ’ 2017)
Geraniol (7,89%) putregai brun
Citronelil format (6,21%)
Aspergillus flavus
Aspergillus niger . .
Alternaria alternata Cluperu
Fusarium solani fitopatogene si
Fusarium tricinctum 5 aprofite
Fusarium sporotrichioides izolate d
. . ) Fusarium verticillioides Izolate de pe
Triacetin (53,7%) Fusarium oxysporum plante
a-lonon (8,4%) Fusarium semitectum \/ersiune
Fenil etil propionat i 7 T I
Toporas prop Fusarium subglutinans Eficients modificatd a (Stevic et
39 ST (6,8%) Fusarium equiseti . -~ I 2014
(Viola odorata) B-lonon (4,8% Penicillium sp moderatd tehnicii al, 2014)
Linalol (3,9%) Chaetomium sp. microdilutiei
Linalol acetat (3,8%) Gllocladum roseum Metoda
Curvularia lunata dificati d
Verticillium dahliae modificata de
Trichoderma viride evaporare a EO
Trichotechium roseum n pungé
Phomaopsis sp inchisi
Phoma sp.
Myrothechium verrucaria.
Citral (32,53%)
Lemongrass — Geraniol (32,42%)

40 frunze Longifolen (3,83%) Trametes hirsuta Eficientd Putregaialbsi | (Xieetal,
(Cymbopogon Acid geranic (2,93%) Laetjporus sulphureus ridicatd putregaibrun | 2017)
citratus) Acetat de geranil

(2,85%)
Scortisoari - Acetat de cinamil

(34,28%) Ly . . )
frunze . . Trametes hirsuta Eflclenta pUtregaJ alb Sl (Xie et al.,

41 (G Cinamaldehidd (30,26%) Laetiporus sulphureus idicats treeaib 2017)

nnamomum Salicilaldehids (19,49%) riaicata putregal brun
zeylanicum) Cumarina (11,98%)
e Phothisuw
) L Eficienta , (
o . < Cinamaldehidd (74%) Trametes versicolor ] Putregai alb anetal,
m Scortisoara ridicat3
! o 2013)
N | (Ginnamomum .
! . -~ T . . (Yingpraser
¥ | zeylanicum) Cinamaldehida (45%) Trametes Eficienta Putregai alb si tetal
etal,
Eugenol (25%) Gloeophylum ridicaty putregai brun 2015
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43 Obligeana Cis-isoasarol Trametes versicolor Eficientd Putregai alb si (Panek et
(Acorus calamus) | trimetileter (78%) Coniophora puteana ridicata putregai brun al,, 2014b)
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Baza de date Capitolul 4 - BD-01

BD-01/1

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Validarea testelor screening

Teste: HP, HPI, R, CT, DH

Substante biocide: Sulfat de Cupru, Romalit N

Control: Apa distilata

Specie fungi: Coniophora puteana - CP
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-01/2

FI$A DE REZULTATE

Validarea testelor screening

Teste: CT, DH

Substante biocide: Sulfat de Cupru, Romalit N

Control: Apa distilata

Specii fungi: Coniophora puteana - CP
Postia placenta — PP
Gloeophyllum trabeum — GT

Trametes versicolor- T\
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-01/3
FISA DE REZULTATE
Validarea testelor screening
Teste: CT, DH
Produse: Ulei esential de Busuioc (Ocimum basilicum) — B-EO

Ulei esential de Oregano (Origanum vulgare) — O-EO
Ulei esential de Cimbru (Satureja hortensis) — T-EQ
Solvent: Uleidein - LO
Control solvent: Apa distilata

Specii fungi: Postia placenta — PP

203



"ale[ndoul ednp 3UNW e dd e242dnid 03-g |nzed u|

01
—-03-9

Ll eniZ 6 enizZ LeniZ S eniz € eniz

(0%H) e3ejnsip edy :ul ap 13jn 3d |013uU0) / (O7) Ul 3P 13| *[013U0) / (00%:L — 03-0 '03-9 ‘'03-1) [e}U3sa 13| SNPOId

pjuareld e13sod — dd

aJenuiauod - 1) pod — Jewi] ) INjn3sa) 9|aje}|nzay

i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP



07 N2 eyejel; eijiey ad eseoynd rew ‘iysey ad 1S uiind 3n2Sa1D B BISRIIR INNYS3] [N|BUL) B] BUBRJ "13qI| NIP3aW 3p BUOZ

ad juasapuodaid eale|onzap 1S-NPUBGUIYS 1311JBY 1LIU[RIUL [NJUSWOW Ul ‘NIpaw ad Wiojiun 183|ONZ3p B-S dd B2Jadnid 03-0 [nzed u)

e ]

o1
=.03-0

LLeniz 6 eniz LeniZ S eniz

(02H) B3EsIp Bdy :ul 3p 190 1d [03U0) / (O1) Ul 3P 19N :[043U0) / (00%:L — 03-0 ‘03-9 ‘03-1) [R1}U3sa 13| SNPO.d

pjuaseyd e13sod — dd

aJenuijuod - | pod — Jewi] ') INjn3sa) 3|aje3|nzay

i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP



"aJe|ndoul ednp JuNW e dd easadnid 03~ [nzed u)

01
—-03-1

LL eniz 6 eniz £ eniz seniz g eniz

(0%H) e3e|isip edy :ui ap 19| 3d [043U0) / (O7) Ul 3P 13| }|043U0) / (00%:L — 03-0 '03-9 ‘03-1) [e1juasa 13| SNpoid

pjuaseyd erpsod — dd

12 PO — Jewi] ") INjn}sa) 3|33e3|nzay

i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

juaiapuodaid Balel|onzap 1S-NpUBqUIYIS I313IBY ILIUjeIul [N

"BSNPaJ pullj 31315313 O] ND BIRIRI] BILIRY 3d "Bie|i3sip ede nd |os3uod eisey ad IS 13q| nipaw ap euoz ad

LLeniz

6 eniz

Leniz

jusWow uj ‘nipaw ad Wiojiun 3e3jonzap e-s dd easadnid zed 3sade [nzed uj

01

- 0O™H

O1|nzea uj

G eniz

€ eniz

01-01

(0%H) g3eiisip edy :ui 3p 19)n 3d |013U0) / (O7) Ul 3P 131N :|013U0D) / (00Y

‘L = 03-0'03-

g '03-1) Ie1juasa 191N :snpo.d

pjuase|d e13sod — dd

aJenuijuod - |7 pod — Jewi] ) INjN}sa) 3|23e3|NzZay

207



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

LWIOJIUN 1S SOWNLJ JB}ONZ3P B-S dd Batadnid Jep ‘einyjnd ap injnipaw ejejeidns ad euaSowoau gndiad o Jewio) e jniajn

01
L
WI041uN IS SoWn.y u‘ﬂ_w\,.nmu e-S dd easadni)
louep
LLeniz 6 eniz Leniz G eniz € eniz
(0%H) B3eIsIp Bdy Ui ap 19)n 1d j03u0) / (07) Ul 3P 191N :03U0) ‘BaIadNId JoLep

ejualeyd erjsod — dd

(‘e 33 juaj3a@ "Me ‘nipaw 3d '|os) Ha PO — ISMDI INjN3ISa) 3|33e3Nzay

208



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

g|naijad gns ajaun 1S gndijad 33sad auo0z nJ WOJIUN JRI|OAZIP B-S dd BaJadnid ‘euaBowoau 3353 ejndijad 00z:L 03-g |nzed uj

9153d auoz na wiiojiun Je1jonzap e-s dd eal

LL eniz

adn ‘nyiia.ou; BIUIZaId 313 Ul BU0Z NI ‘euadowo

00Z:L
03-9

g|nd1jad gns ajaun 1S gjnaijad

au a3s3 gjnaijad OOL:L 03-8 nzed u|

LeniZ

0oLl
03-9

geniz

03-d [erjuasa 13| 'sNpo.d

pyuazeld eijsod

dd

84ENUNUO) - (‘[& 33 YUBJ3(Q "ME ‘NIPAW 3d ‘|0S) HA PO3 — ISMD| IN|NIS3] B[23LYINZBY

209



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

3158d BUOZ NI WIOJIUN JBI|OAZ3P B-S dd ©aJadnid ‘Linyiia.nul Bauizald a1ed uj auoz nd "guadowoau 33sa ejnaijad 008:L 03-9 |nzed uj

mummn_ au0Z NJ Wlojiun Je}|ONZa3p B-S dd Blls

LLeniz

6 eniz

Leniz

g|noiad gns ajaun 1S gjnoijad

dnid ‘ejaniuap pIuizaid aJed uj auoz nd !

S eniz

eua3owo

008:L
03-9

e[nijad n:w 3jaun 1s gnaiad
au 3353 ejnajad 00%:L 03-9 nzed u|

00%:L
03-9

g eniz

03-4 [e1juasa 19| :SNpo.d

ejuareld eljsod — dd

31ENUNUO3 - (*[B 39 U332 "ME ‘NIP3W 3d '|0S) HA PO3 — ISMD] INNIS3) 3[33eY|NZaY

210



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

g|nd1jad gns 3jaun 15 gjndijad
3353d 3U0Z NI WIOJIUN JB}|ONZ3P B-S dd BaIadnid ‘ligjaniuap Bluizald aJed uj auoz nd ‘eualowoau 331sa ejnaijad 0ooL:L 03-9 [nzed uj

e -

000L:L
03-9

-Q

LLeniz geniz L eniz g eniz g eniz

03-9 [erjuasa 19|n 'snpoid

gjuaeyd eljsod - dd _ _

aienuijuod - (‘e 32 juajaQ Me ‘Nipaw & '|0S) HA PO — IS IN|N3Sa) 3|33e}nzay

211



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

U] B3.B3|0AZ3P N3 Jieledwod ‘Wioyiun IS SOWN.) J83|0NZaP B-S dd Baiadnid Jel ‘uadowo |

13N Ul 3823p uiind rew Jep ‘wiogiun IS sow

adnid sei ‘uadowo rew 3yn

|043U03 BN

W jjnw B3ese ejndijad 00z:L 03-0 [nzed u|

00Z:L
03-0

|0.13U02

LLenz

N1 J8}|ONZ3P B-S dd Bl

w giee endij2d 0oL:L 03-0 [nzed u|

00L:L
03-0

S eniz

g eniz

03-0 [eijuasa 13| :snpoid

pjuareyd erjsod — dd

21eNUNUO3 - (*[B 3 YUB|3Q "JE ‘NIPaW 3d '|0S) Ha PO — SMDI INNIS8) 3j23eYNZaY

212



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

LLeniz

aIe|naoul ednp JLNW e dd e213dnid Jel ‘UR[dAIuap BIuIzald 1S BuaBoW0aU 33sa ejndijad 008:L 03-0 [nzed u

6 m:_N [ eniz

G eniz

€ eniz

03-0 [e1juasa 13| 'sNpo.d

ejualeld eijsod — dd

3JeNUNUOD - ('[B 32 YUB[3Q "ME ‘NIPaW 34 '|0S) HA PO — ISMD] IN|N3Sa) 3[R)eYNZY

213



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

LLeniz

®a qns ad 15 383 pjndijad ad 3B3R SOLINJ IS WI0JIUN J83{0NZ3p -5 Baiadnid Jep ‘Buuioyiunau 33sa enaijad 000 L:L 03-0 [nZed u

Leniz

000L:L
03-0

geniz ‘

03-0 [erjuasa 1B :snpo.d

ejuared eljsod — dd

24ENUNRUO) - ('[e 33 }UB[3Q "ME ‘NIPaW 3d '|0S) HA PO3 — ISMD] INNISa) 3[93e}nzay

214



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

LWIOJIUN IS SOWNLJ J8|ONZ3P B-S dd B2Jadnid el ‘LIR[@AIUSP ND 3U0Z 3|aun B3uiza.d “Buuioyiunau a3sa endijad 00z:L 03-1 [nzed u|

00Z:L
03-1

1un 3353 ejndifad QOL:L 03-1 |nze3 u|

0oLl
03-1

03~

LL eniz 6 eniz [ eniz G eniz € eniz
03-1 [ejuasa 1N :snpo.d
pjuaie/d eljsod — dd _ _

alenuijuod - (‘e 32 juajaq "Me ‘nipaw 3 '|0S) Ha PO — IS IN|NISa) 3|33} |Nzay

215



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

atejnaoul ednp JuNW B dd B213dnip Jel 'LIg[@AIUSp NI 3U0z 3j3un BIUIza.d ‘euilojiunau 3353 enaijad 0og:L 03-1 |nzed uj

LL eniz

6 eniz

008:L

03-1

13 |n3gnsapap ad aa3fe ui tei ‘gindijad a3sad jed ajaun uj wiojiun

Leniz

B-S dd B2Jadnid Jel ‘Ln3idaloul 1S 1Ig[3AIUSp N 3U0Z 3j3un gluizaid ‘euilojiun

S eniz

au a3sa ejnaijad OOw:L 03-1 [nZed u|

00%:L
03-1

g eniz

03-1 [e1juasa 18| :SNpoid

ejuare|d eijsod — dd

21eNURUOI - (‘e 33 }UB|aQ "ME ‘NIpaW 34 '|0S) HA PO3 — ISMI IN|N3Sa) 3[23e3|nZaYy

216



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Ul WI0JIUN IS SOWN.J JBI|OAZ3P B-S dd BII3dNID Jel ‘LIgjaAIuap N 3U0z 3|3un gluizaid ‘ewlojiunau 8353 ejndijad 000L:L 03-1 |nZed uj

LLenz

—

=

LeniZ

13 |n3gnsapap ad 3ja3je uj Jel ‘gndijad a3sad rued 3jpun

g eniz

000L:L
03-1

g eniz

03

=L

[e1juasa 19| :snpo.d

pjuase)d erjsod — dd

3JENUNUO) - (‘[ 33 YUBJ3(Q "M ‘NIPaW 3d '|0S) HA PO — ISMD] INNIS3] 3|91} NZ3Y

217



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-01/4
Fl$ﬂ DE REZULTATE
Validarea testelor screening
Teste: VM
Produse: Ulei esential de Cimbru (Satureja hortensis) — T-EO

Specii fungi:  Postia placenta — PP

Trametes versicolor- T\/
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BD-01/5

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Validarea testelor screening

Test: RS

Biocide: Sulfat de cupru si Romalit N
Control: Apa distilata
Specii fungi: Postia placenta — PP

Trametes versicolor- T\

223



19132 e piejeidns e8ealyul eiadode pued ‘WI0JIUN 1S SOWNLY BYOAZ3P 35S dd BI1adnid B1ejiasip ede nd 1132 ajaquie uj

> e N s alle

- O%H

224

WIoJIun 1$ SOWNJy 1B}ONZ3P B-S ©21adNnid 3p [NJoe|

100\

LLeniz 6 eniz g eniz geniz

(0?H) B3RIn3SIp BdY :|0.3U0) /(“0%D* Nisejod 3p Jewoldig %57 + 705 N Ndn) 3p 184NS %5G) N HIBWOY IS ("0S NJ) nidn] 3p 3e4INns :pPolg

ejuazeld ersod — dd ; _

i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP




i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

dd 1121adnd eajodw) 2133343 p1oig 39349

3p IN|N3BJINS B % Q| 3P BlielIuadUu0)

~ ~

\1‘

Uun 3J1pul BS BIRJ ‘132U [BW PUBIS3II BISE3IR 11D13dNnid e 3Ueqiyul BaIW o eiete a3nd ewd uf 'nidnd

XN

N

%0L
0Sn)

eIe|i3sip ede 1e0p NBaUIIU0D 348D 3)13Nd UL IS

B2 |34 B| WIOJIUN IS SOLWNJJ B}|ONZAP 3S BISEaIR 'dd 1n4adnid eauzodw) epidolq Biuanya gluizald nu %G a1iei3uaduod ap nidnd ap [n3eyns

[ o

%S
0S n)

_,‘r mm_rN

S eniz

(07H) B3EInSIP By 10.3U0) /(0%1)%) NISeI0d 3P JeWI0.DIg %G + "0S N N4dN]) 3p 1BJINS %5S) N HeWoy IS ("0S NJ) nadn) 3p Jeyins poig

ejuadeld erjsod — dd

225



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

PI201g 373J3 UN3JA BIP3A 3S B BIRJ 1BIR JBP ‘dd I1D1adnid easeljonzap did un aizieju; Bs ated 0L N [NH[ewoy

— ~ =

et

%0L
NY

g

A /(\\ - o S

n_a 11243dnid eadnse piooiq 193443 3p [34 UN 121U BIRIE NU Y 3P 31jeI3U3IU0D muwmmum n|qesue Jad ._u 3p dd eaiadnid eiurisip

B] 3UI] BA [BUIJ Ul 348D UlRJ]S WSIUeSI0 UN G Bniz uip BI|0AZap a5 BIejisIp Bde nd ‘|oJuo0d eijiey ad "G N 31jewod nd ai3nd ewid uj

—

%S
Nd

: m_..__N 6 mr_N Lemz S eniz sz_N

(07H) B¥RInSIP By }0.3U0] /(07101 NISeI0d 3p 1eWI0.Ig %G% + "0S ND N4dN] 3P 1BJINS %GS) N HewWoy i ("0S NJ) nudn) 3p Jeyins poig

ejuae/d ejjsod - dd _ _

226



|043U02 113D 3jaque
Ul WIOJIUN 1S SOWNIY BI|OAZBP 3S /|1 B24adnid BI91S3e BpNId U] ‘I11Jey 313UIp Blaun e 3le1sajul o alede pyejisip ede nd aind ewid uj

i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

LLeniz

OH

~

LUIOJIUN 3P IS SOWINJY 3P |NISSp JB3|ONI3P B-S J0}ew ] Ba1adni)

N

1oMep

Leniz

geniz

(0?H) B3eIsIp Bdy :043U0] /(*0%4D7 Nise3od 3p JewWo.ig 3G + "0S NJ N4dn) 3p Je4INS %GS) N Hewoy 1S ("0S nJ) nidn) ap 3eyng :pioig

10/02I513N 53)8WWel] — \1

227



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

R e e e at e I st are

- e e

|043uU0d eijey a.ids NL! __u._mQ:_u mw‘_wumwu 1] BAI3SqO as wMucmNm._Qm‘_ sowin.ty mu._mou 2]Sa _u_uo_n |n333J8 %0L nidna 3p Je4jns nd a|iand C_

E:maoUm [e303 _och m_tmr_ nd Aiyeedwiod ‘nijediw ap ajiadode _m_tma Lmou neJs nid

91e0] 'INjN1sa] [njeuly ej | 1S lelyd

'BJUSPIAS IBW JNW 3153 mHC_Ucwu B]S30E 311N BnOp e-3p B3l C_ 1043U0d w._awc

%0L
0Sn)

na ap uﬂ_sm no 3jejel] ey 1943 3|33
leriiul 31e3j0nzap 3p AL

i1212dnid eluliasald BAI3SHO 3S BIIS3IR 3180] NI Lmn Eﬂmﬁc_ S1S2 RIEISIP R ede nd ‘|joJjuod eiey %g nidnd w_u 3ey|ns N3 annd ewnd uj

LLeniz

6 eniz

%S
0Sn)

Leniz

geniz

geniz

(07H) ®aejusip edy :j0.3u0) /(0%

4 nisejod ap JeWo.ig %G% + "0S NJ NdNJ 3P 184INS 5,GG) N HIBWOY IS ("0S NJ) nidn) 3p jeyns ;pioig

10/021518/ s338Well — \1

228



i

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

10| |ninf uj 33j0nz3p 35 BS puriasa.id BIS3IE ‘Nij3dIW NI 33112dode 31831[RI03 Ul JUNS NU 3|I3IRY INjN3S3]
|nfeuly ej B injmdey ewsiid uld ‘gjuainage ap 2id un a1eod IS A1 11243dN1D 11IRI|OAZAP B 341UI33IUI 0 BAISSO 35 % O N 3[R0 NI 3[I13N3 U]

(o g

LL enizZ

~geniz

LeniZ

%0L
NY
P1201q 37243 JUBPIAG UN3JA BIRJ JBP ‘3JB3|0AZ3P UL AL 1743dNID B 3J31ZIB3Ul BIIW O BUIZa.d 3132 BNOP B Ul ‘% § N [N[BWOY
: = - N W=
4
%S
NY

s eniz

geniz

(07H) B3eInsip Bdy :0:3u0) /(*0™40) Nise30d 3p JeW0.Ig 4G4 + '0S ND Nidn) 3P 184INS %GS) N H[eWoy 1S ("0S ND) nidn) 3p Jeyns :pioig

10/02I5J3N §3}8Wed] — [\L

229



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

a1y ad aiiqiyul ap aj@31pul - 4%
nipaw ad aiiqiyul ap 3jad1pul - 1|
60'6 7L'LS 00’09 9g'g 08'6 %0L Nd M_
29 00'sE €€'8G €8'g G8'L %S Nd M,.
L8'Sl o%7'st L9'9% 000 G8'L %0L 70S n) W
000 €€8L- 6C'yL 000 0S‘CL- | %S¥#0Sn) W
€2'9¢ LS'8C 00'0¢ ce'ee 7'y %0L NY
69'L LLLL €g'al 6L'sl LE'OC %S Nd W M
7.'68 oo‘oolL 0oo‘oolL LL'6E 8L'L¢ |%0L 70SnN) W. m_,
79'a¢ 00'0S £9'95 0s'L €g'ae %G 70S N
LL 6 L = € eniz/pnolg

B}uaId1y33 Nd apiaoiq 3juelsqns enop 3|33 nijuad (2%9)) andey ad 111835342 e 313IqIyui 3p IS (°°]) nipaw ad 111335312 B 3131qIYul 3P :12Ipul 10p 10|32 3|1I0[e A

(eaua2E/d BIISOH 1S.10/031519/ Sa3awe.y ) 1913dnid 3[3quie IS (Jyg) BINISOUNIa.

230



ojoaisian sapawe.y ) qle |nte8aisynd 15 elejsip ede u (| Hjewoy 1S nidna ap jejns) 34g a1jesjuaduod aleday nijuad ‘a1eziiopuow
3p 3|1 L | 10]33 |nsindued ad (nSo. SIS 1S Jeuayd - (2%d)) aipsey ad 1S ni8au sii3s IS Jeuayd - (%) nipaw ad) 11935343 e 31liqiyul 3p Joj1dIpul BIjN|jonT

31z ‘dwn ap eleing

Ll 6 L S €

%G ¥OS nNO

ol
0c
o€
oy
0§
09
0.
08
06
00l

%01 ¥OS nD
%S N
%01 N

% ‘liqIyul ap 8j3Ipu

o)
o
.I.L
N

00°00}
00°00}

i

%0L Nd™ %GNY "~ %0L¥OShOm %G $0S hD
10J02IS.I8A sojawel] - 349

BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

231



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

i

(epuased Br3504) uniq |nteSasind 1S e1ejisip ede uj (| Hjewoy 1S nidnd ap Jey|ns) 3yg a13e43uadU0I 318331y NJjuad ‘aseziio)uowW
3p 3|1z L | 10]33 |nsindued ad (NSo. SIS 1S Jeuayd - (2%d)) aipsey ad 1S ni8au si3s IS Jeuayd - (%) nipaw ad) 11935343 e 31liqiyul 3p Joj1dIpul eIjN|jonT

%G ¥OS nNO
%01 ¥OS nD
%S N
%01 N

Ll

[9) ]
~
—
.

%01 Nd =

31z ‘dwn ap eleing

hf
o
I
(5]

00'09

%GNY " %0l YOS NOm %S ¥OS NO
pjusoe|d eljsod - 349

0c
o€
oy
0§
09

% ‘alliqiyul ap 3jad1pu|

232



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP
]

Interpretari, discutii si concluzii

In cazul putregaiului alb ( 7rametes versicolor), ambele BRE au aritat potetial biocid, care a crescut o
data cu concentratia solutiilor. Sulfatul de cupru a demonstrat un mai bun potential fatd de Romalit N,
la ambele concentratii. Valorile indicilor de inhibitie la finalul testului pentru solutiile 5% au fost: lpaper-
=25,64% pentru CuSO, fata de lyape=7,69% pentru RN, iar pentru solutiile 10%: lyaper=89,74% pentru
CuSO, fata de lpaper=36,23% fata de RN.

in cazul putregaiului brun (Postia placenta), potentialul antifungic ardtat a fost mai scazut decatin cazul
putregaiului alb. Sulfatul de cupru la concentratia 5% nu a prezentat deloc potential antifungic, iar pe
parcursul testului s-a comportat ciudat, potentand chiar cresterea ciupercii. Romalitul N la 5% a aratat
o usoara inhibitie avand lpaper=%4,65% la finalul testului. La concentratia de 10%, ambele BRE au aratat un
mic potential antifungic, mult mai redus comparativ cu putregaiul alb; lpaper=15,87% pentru CuSO, fata
de lpaper=9,09% pentru RN
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Baza de date Capitolul 5 - BD-02

-

Fisa caracterizare
Ulei esential de BUSUIOC (Ocimum basilicum) — Cod B-EO

|. Date de identificare / Producator /Distribuitor Ro

Denumire comerciala:

EINECS number:
CAS number
Ingrediente:

Utilizare:

Distribuitor in Romania:

ULEI ESENTIAL DE BUSUIOC - produs pur

Ocimum basificum
283-900-8/

801

5-73-4

BD - 02/1

Ulei esential de Busuioc (Ocimum basilicum) — 100%, obtinut prin

distilarea cu vapori de apa a inflorescentelor proaspete.

Uz cosmetic, masaj, inhalatii

Santo Raphael S.R.L/Produse Steaua divind

(https://www.steauadivina.ro/);(https://www.steauadivina.ro/cumpara/steau

a-divina-ulei-esential-de-busuioc-10ml-1450)

Il. Proprietati fizico-chimice

Aspect:
Culoare:
Miros:

Punct de inflamabilitate:

Densitate la 25°C:;

Indice de refractie la 25°C:

Rotatie optica:
Solubilitate:

lIl. Compozitie chimica

lichid omogen limpede
galben pal

caracteristic

>110°C

0.936 g/cm?

1.5042

-6.1°

solubil in alcool si cloroform

L. . Identificare Formula . .
Component chimic Continut (%) . Formula structurala
! CAS*, EC** moleculara
Metyl-Chavicol
y CAS: 140-67-0 OCH
(Estragole, Taragon, p- 75.64 CioH120
EC: 205-427-8 H.C7
allyl-anysol) 2
CAS: 598-07-2
Alfa-Linalool 17.11 CioH180
EC: 209-915-1 —/\,
Total 92.75%

Nota: *CAS- Chemical Abstracts Service; Numdr CAS - standard international de inregistrare si identificare pentru

substantele chimice descrise in literatura de specialitate; **ECHA — European Chemical Agency, cod/numar CE- cod de

identificare substante chimice cuprinse in inventarul substantelor chimice al ECHA
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Iv. Informatii toxicologice si ecologice

Efect prin ingestie: nu este data

Efect prin contact cu pielea: nu este data

Eco info: a se preveni contaminarea solulului, apelor de suprafata si
subterane.

Bodegradabilitabilitatea nu a fost determinata
A se evita eliminarea prin deversare in sistemele de
canalizare siin mediu.

V. Compozitie chimica determinatd experimental (analiza GC-MS)

C:\Xcalibur\...\10_Feb_Busuioc 2/10/2021 2:30:49 PM

RT: 0.00-33.02 SM: 11G
15.60 NL:

100 7.12E9

95 TIC MS
15.29 10_Feb_Bu
90 B suioc

85

80 12.26
75
70
65
60
55
50 24.01
45
40
35
30
25
20 21.05
15 22.64

Cromatograma inregistrata expermental -B-EO

10
5 7.08 10.05 1458
|4 17.25

182 2.78 359 685) | \ T 2048 ‘a‘ﬁ lap, [12524 27,01 2890  31.76

0\ T T T 17T xflrxx T T 1T y‘x'w‘x T x‘x"x'y T xx‘yx I e ) ) e e
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)

Rezultate: B-EO Numar picuri identificate = 14 Numar total picuri= 20

Procent arie
(relativ picuri CAS Formula | Clasa compusi
identificate)

Denumire component Apex
identificat RT

1R-a-Pinen 7,08 0,33 7785-70-8 CioH16 Monoterpene
2(10)-Pinene, (15,5S)-(-)-
(-)-B-Pinen

8,4 0,20 18172-67-3 CioH6 Monoterpene

Monoterpenoide
9,91 0,26 80-26-2 C12H200; (ester alcool
terpenic)

p-Menth-8-en-1-ol, acetate
(a-Terpineol, acetate)

relative arie (picuri identificate)

Identificare componenti si procente

Eucalyptol (1,8-Cineole) 10,05 0,23 470-82-6 CioH180 | Monoterpenoide
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(eter ciclic)
a-cis-0Ocimene 10,39 0,28 6874-44-8 CioH6 Monoterpene

. Monoterpenoide
a-Linalool 12,26 25,63 598-07-2 CioH1g0 .
(alcool terpenic)

Menthol, trans-1,3,cis-1,4-
(5-methyl-2-propan-2- 14,58 0,79 4950-99-3 CioH200
cylcyclohexan-1-ol)

Monoterpenoide
(alcool terpenic)

Tarragon )

. 15,29 20,45 140-67-0 CioH120 Eter fenolic
(Estragole, Methyl-Chavicol)
Tarragon (Estragole) 15,48 40,10 140-67-0 CioH120 Eter fenolic
B-Caryophyllene 21,05 1,37 87-44-5 CisHas Sesquiterpene
2-Norpinene 21,27 3,21 4889-83-2 CioH16 Monoterpene
o-Farnesene 21,73 0,45 502-61-4 CisHas Sesquiterpene
a-Caryophyllene 22 0,65 6753-98-6 CisHas Sesquiterpene
Isocaryophyllene )

22,64 1,11 118-65-0 CisHas Sesquiterpene

(y-Caryophyllene)
Cycloundecatriene (?) 24,01 4,92 Ci1Hss | HC/ Ciclotriene ?
Total 100.00%

V/I. Date comparative literatura

B-EO Continut procentual %

Denumire component identificat Ref 1/ s1|Ref 1/ S2

P exp* i Ref 2 Ref 3 Ref 4 Ref 5

(Ro-Cluj) | (Ro-Dolj)
1R-a-Pinen 0,33 0.39 - 0.08
2(10)-Pinene, (1S5,55)-(-)-
, 0,20 0.27 - 0.21
(-)-B-Pinen
p-Menth-8-en-1-ol, acetate
. 0,26 -
(a-Terpineol, acetate)
Eucalyptol (1,8-Cineole) 0,23 1.20 - 10.56 7.03 3.29 1.5
a-cis-Ocimene / $ Ocimene 0,28 0.24 - 0.42 3.54
a-Linalool 25,63 46.95 0.43 5.57 39.58 22.52 65.38
Menthol, trans-1,3,cis-1,4- 0.79 _ )
(5-methyl-2-propan-2-cylcyclohexan-1-ol) '
Tarragon** (cumulat 2 picuri)
) 60.55 - - 55.95

(Estragole, Methyl-Chavicol)
B-Caryophyllene 1,37 2.49 1.19 1.34 0.63 1.17
2-Norpinene 3,21
o-Farnesene 0,45 6.86 11.04 4.45
o-Caryophyllene 0,65 0.99 1.53 0.54
Isocaryophyllene "
(y-Caryophyllene) '
Cycloundecatriene (?) 4,92
Bornyl-acetate 0.76 0.1 0.74
Eugenol 0.43 1.53 0.37 16.28 5.26
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Methyl-Eugenol - 2.79 10.09

o-Copaene 0.79 0.93

B-Elemene 7.84 6.43 7.05 0.82

Germacrene D 3.97 3.81 2.21 1.46

Allo-aromadendrene 0.28 0.65

a-Selinene - 0.52 1.47

Zingiberene - 0.61

d-Guaiene 5.26 2.27

y-Cadinene 3.36 5.88 1.10

Cis-Calamenene 0.68 1.51

Epi-bicyclo-sequiphellandrene 5.92 18.58

Spatulenaol - 2.00 0.77

B-Eudesmol - 4.56

Carvone 0.78

o-Amorphene (a-Cadinene) 0.29 0.50

y-Muurolene 0.48 1.58

B-Caryophyllene —oxide 0.42

Octadecane 3.45

Limonene 0.33

y-Terpinene 0.78 0.15

Cis-2-Bergamotene 1.01 1.55

a-Guaiene 1.95 0.96

Terpinen-4-ol 8.60

o-Terpineol 4.57 0.45

Camphor 1,42 213

Borneol 0.98 0.17

8.18+0.5

Epi-a-cadinol / t-Cadinol 1.74 5

B-Myrcene 0.77

Neral 0.62

Neryl-acetate 1.70

Linalyl-acetate 53.89

Terpinyl-acetate 2.95

Geranyl-acetate 2.53

Cyclohexyl-methanol 1.89

Total (%) 100.00 | 88.02 | 64.39 | 96.09 | 91.31 96.22 | 89.04

1-Ref (Benedec et al., 2009); 2-Ref (Elsherbiny et al., 2016); 3-Ref (Toncer et

Referinte: )
' al., 2017); 4- Ref (Dris et al., 2017); 5-Ref (Stefan et al., 2013);
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Vil

2.0

15

1.0

0.5

0.0

Analiza FTIR

@
3

BRUKER

3073.20
2965.40
2909.31

2837.53

B-EO

1639.33
T 1610.94

1509.49
1455.05
1374.13
1296.94
1242.56
1176.59
1111.13

1035.59
995.06
911.72
813.93
760.06
701.55
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Fig.1 Spectrul FTIR-ATR a uleiului esential de Busuioc (Ocimum basilicum) —B-EO

Tab.2. Valorile peak-urilor din spectrul uleiului esential de Busuioc (Ocimum basilicum) si atribuirea lor pe baza

datelor din literatura

. . . Valoare Atribuire
Ulei Numar de unda ferints Referint
referinta eferinte
esential Val exp. ; "« | Legaturi-grupiri functionale Component '
literaturd g grup t chimic EO
-OH (stretching) —H- bonded-
3522.99 3200-3600 ) )
alcooli, fenoli
(Morar et al,
3073.19 3078-3086 Estragole
2017)/NIST
(Mohanad et al.,
2924 ) ) 2016)
2965.40 C-H (streching)— metilen Estragole
2942-2956 (Morar et al.,
2017)/NIST
B-EO
(Morar et al,
2909.30 2915 Estragole
2017)
2852 C-H (streching)- metilen (Mohanad et al.,
2837.53 Estragole
2850 2016)
(Morar et al,
1638 C=C (stretching) alchene 2017)/NIST
1639.33 ) ) Estragole )
1638 conjugate; C=0 conjugat (Salvi et al,
2022)

238




BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

(Morar et al.,
2017)/NIST
1610 . .
C=C (stretching) — cetone a- (Salvi et al,
1610.94 1613 Estragole
B-nesaturate 2022)
1616
(Mohanad et al.,
2016)
(Morar et al,
1510 o 2017)/NIST
1509.49 C=C (stretching) in inel Estragole ,
1512 ) (Salvi et al,
aromatic
2022)
(Salvi et al,
1451 C-H (bending) —grupari metil 2022
1455.05 ( e) g, P )
1466 C-H (bending) (Morar et al,
2017)
(Morar et al,
137413 1375
2017)
(Morar et al,
1296.94 1300
2017)
(Mohanad et al.,
1238 C-0 —alcooli, eteri, acizi, esteri 2016)
1242.56 Estragole
1244-1246 (Morar et al.,
2017)/NIST
1161 ) (Morar et al,
1176.59 C-O (stretching)
1174-1176 Estragole 2017)/NIST
) (Morar et al,
1097 C-C(streching)
. o 2017)
1111.13 1102 C-0 -alcooli, eteri, acizi
. _ Estragole | (Mohanad et al,,
1095 carboxilici, esteri
2016)
(Salvi et al,
. . 2022)
1029 C-0 - alcooli, eteri
i ) (Mohanad et al.,
1035.59 1028 C-F - compusi fluorurati 2016)
1035 (1042) Estragole
(Morar et al,
2017)
(Morar et al,
995.06 993-994 Estragole
2017)/NIST
(Morar et al,
911.72 912-914 Estragole
2017)/NIST
(Morar et al.,
813.93 815 Phellandrene
2017)/NIST
(Salvi et al,
765 2022)
760.06 =C-H - alchene?
760-763 Estragole | (Morar et al,
2017)/NIST
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701.54 702 Phellandrene

625.51

520.43

https://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi
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BD - 02/2

L] -

Fisa caracterizare

Ulei esential de CUISOARE (Eugenia caryophyllata) — Cod C-EO

|. Date de identificare / Producator /Distribuitor Ro

Denumire comercialda: ~ CLOVE BUDS ESSENTIAL OIL 100% pure and natural INDONESIA
Eugenia caryophyllata Thumb.

EINECS number: 284-638-7

Utilizare: Aromatic raw material for professional use

Distribuitor in Romania: Santo  Raphael S.RL / Produse Steaua divind

(https://www.steauadivina.ro/);(https://www.steauadivina.ro/cumpara/steau

a-divina-ulei-esential-de-cuisoare-10ml-1456)

Il. Proprietati fizico-chimice:

Aspect: lichid omogen , usor vascos
Culoare: galben, galben-brun

Miros: caracteristic

Punct de inflamabilitate: +100°C

Densitate la 20°C: 1.042-1.065 g/cm?

Indice de refractie la 20°C: 1.528-1.538

lll. Compozitie chimica:

L . Identificare Formula . .
Component chimic Continut (%) . Formula structurala
! CAS*, EC** moleculara
N CAS: 97-53-0 o
Eugenol 82.63 C10H1202
N CE: 202-589-1 H.C* OCH3
~CHz
Eugenyl acetat 9.88 N CAS: 93-28-7 CroHre0 X
ugenyl acetate .
Beny N CE: 202-235-6 e HiC™ "0
OCHj
Hic_ H "
Beta-caryophyllene N CAS: 87-44-5 HaC et
511-6 C15H24
N CE: 201-746-1 q
HoC
Total 97.97%

Nota: *CAS- Chemical Abstracts Service; Numar CAS - standard international de inregistrare si identificare pentru
substantele chimice descrise in literatura de specialitate; **ECHA — European Chemical Agency, cod/numadr CE- cod de
identificare substante chimice cuprinse in inventarul substantelor chimice al ECHA

Iv. Informatii toxicologice si ecologice

Efect prin ingestie: LD50 (teste cobai) =2650 mg/kg corp - etichetare IFRA-
|OFI
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Efect prin contact cu pielea: LD50 (teste iepuri) = 5000 mg/kg corp

Eco info: A se preveni contaminarea solulului, apelor de suprafata si
subterane.
Bodegradabilitabilitatea nu a fost determinata
A se evita eliminarea prin deversare in sistemele de
canalizare siin mediu.

V. Compozitie chimica determinatd experimental (analiza GC-MS)

C:\Xcalibur\...\10_Feb_Cuisoare 2/10/2021 1:49:56 PM
RT: 18.71-29.36 SM: 11G )
1005 1964 1986 e 85380
E 5 )
957; [f I:)C_F’\gi_Cu
8 90 isoare
) 857 }
r_lu 807
= 753
a B
E 05
a;.!_ 657
3 607
’..g 557
_E 50
'go 453
E 40—?
g 35%
E 307; 22.02
gﬂ 257:
[ 20 |
S 153 .
U 103 \\ | 25.13
3 2065 21.8,?; 23.81 rlg5,25 26.21
57 19'3'%\ Aoy /;\‘\ l 23.95,2,3"6’77 A 24;\6 0 M‘: n /\ 26}7 4!,‘7267-93727:62 28.72
L e L et e e M ot R aaas e e i e
19 20 2 2 2 24 2 26 27 28 29
Time (min)
" Rezultate: C-EO Numar picuri identificate = 7 Numar total picuri = 18
]
c — "
g % Denumire component Apex el . Clasa
= Y| " (relativ picuri CAS Formula .
2 = jdentificat RT . - compusi
n- S identificate) !
£ 2| Eugenol 19.63 77.34 97-53-0 | CyoH1202 Fenol
§_ 3| B-Caryophyllene 21.12 17.12 87-44-5 CisHas Terpene (S)
(=X
E | a-Humulene-(v1) 21.83 0.64 6753-98-6 | CisHy | Terpene (S)
U =
@ & a-Caryophyllene 22.02 3.09 6753-98-6 CasHas Terpene (S)
(1]
& '% Caryophyllenyl alcohol 25.13 0.99 472-97-9 | CisHz60 | Alcool terpenic
£ '@ Epiglobulol 25.13 0.19 88728-58-9 | CisHx0 | Alcool terpenic
o
- 1H-Benzocyclohepten-7-ol 26.21 0.64 6892-80-4 | Cq5H260 | Alcool terpenic
Total 100.00%
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VI. Date comparative literatura

. . . C-EO Continut procentual %
Denumire component identificat
exp* | Ref1 | Ref2 | Ref3 | Refé4 Ref 5 Ref 6
79.6
Eugenol 77.34 67.0 82.0 77.83 | 76.08 85.7 2
Eugenyl acetate 18.1 12.57 7.9 11.69
o 4,
B-Caryophyllene 17.12 165 | 1580 | 9.98 5
Methyl-o-hidroxy-benzoate 9.0
Anethol (p-propenyl —anisol): 5.9
a-Caryophyllene / Humulene 3.73 0.86 0.9 0.57
Caryophyllenyl alcohol 0.99
Epiglobulol 0.19
1H-Benzocyclohepten-7-ol 0.64
d-Cadinene 1.35
Copaene 7.59
B-Elemene 0.16
Caryophyllene oxide 0.4
100,0
99.6
Total (%) * 100% | 98.5 | 94,99 | 99.49 92,29 8
relativ
1-Ref (Borrego et al,, 2012b); 2-Ref (Panek et al., 2014d); 3-Ref ((Xie et al., 2017); 4-
Referinte: Ref (H.-F. Wang et al., 2017a); 5-Ref (Vasile et al., 2017b); 6-Ref (Popa, Socaci, et al.,
2021a)
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Fig.1 Spectrul FTIR-ATR al uleiului esential de Cuisoare (Eugenia Caryophyllata)

Tab. 2 Lista benzilor de absorbtie din spectrul uleiului esential de Cuisoare (Eugenia Caryophyllata) si atribuirea

lor pe baza datelor din literatura

. . Valoare Atribuire
Ulei Numar de unda ferints Referint
referinta eferinte
esential Val exp. ; = Legaturi-grupari functionale Component '
literatura g grup ¢ chimic EO
) ) ) Eugenol (E), (Popa, Fetea,
3515.14 3500-3200 | -OH (stretching) — alcooli, fenoli ,
alcooli etal, 2021a)
. . Eugenol (E),
=C-H (stretching) — alchene, inel
3069.50 3000-3100 ) Eugenol
aromatic
acetate (EA)
) ) (Popa, Fetea,
3004.95 3029-2989 =C-H (trans, cis) (stretching) E, EA
etal, 2021a)
C-EO 2932.68 2920 C-H stretching vibrations Caryophyllene
) . ) P- (Tarhan et al.,
3000-2840 C-H in grupe metilen, metil — Caryophyllene
284446 o 2022)
compusi alifatici
2850 Caryophyllene
1742 C=0in esters EA (Tarhan et al,,
2022)
1761.01 . .
Differentiating
band-(Popa,
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1740 ester carbonyl stretching Eugenol Fetea, et al,,
vibrations acetate 2021a)
E EA (Tarhan et al,,
1610
e . 2022)
1606.78 C=C (stretching) in inel aromatic i
(Targj etal,,
1606
Eugenol, EA 2020)
(Tarhan et al,,
1511 E, EA
RO . 2022)
1510.03 C=C (stretching) in inel aromatic ,
(Targjetal.,
1513 Eugenol, EA
2020)
1458 -CH2, di-metil (stretching, (Popa, Fetea,
bending) etal, 2021a)
1458.10 . . . . :
1450 C-H bending vibrations in the B- (Khalilzadeh
methylene groups Caryophyllene | etal, 2014)
(Tarhan et al,,
. 2022)
1433.41 1430-1431 =CH, (deformation) / E, EA
(H.-F. Wang et
al., 2017b)
1380 -CH,, di-metil (stretching, (Popa, Fetea,
bending) etal, 2021a)
1366.62 5
C-H bending vibrations in the (Khalilzadeh
1370 Caryophyllene
methylene groups etal., 2014)
o (Tarhan et al.,
1265.42 1264 C-0O (stretching) in C-OH E, EA
2022)
. (Tarhan et al.,
1233 C-C (stretching) E, EA
2022)
1229.36 .
N (Khalilzadeh
1230 C-0 (stretching vibration) Eugenol
etal., 2014)
o _ (Khalilzadeh
1202.56 1200 C-0 stretching vibrations Chavibetol
etal., 2014)
. . . (Tarhan et al,,
1149.12 C-0, C-OH in eteri si alcooli
' 2022)
1188-1096
1119.78
) (L.-H. Wang &
1031.48 1027-1032 C-H (wagging)
Sung, 2011)
(L.-H. Wang &
995.74 994-996 =C-H (out of plane) E, EA
Sung, 2011)
C-H (rocking); deformare inel (Tarhan et al.,
910.3744 912 . E, EA
aromatic 2022)
E, EA,
851.30 850-920 C=H; (out of plane deformation) isoeugenol,
metil-eugenol
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CH,, C-H (bonding), C-H
794; 804; o o (Tarhan et al.,
801.78 aromatic ring —fct de pozitie
811 o ' 2022)
substitutie
(L.-H. Wang &
o Sung, 2011)
745.64 747-750 C-H bending vibrations
E, EA (Ahamad et
al,, 2023)

Valoarea 1514 cm™ este un pic caracteristic (eugenol)- amprentd unicad pentru uleiul esential pur de cuisoare.
Daca aceste lipseste inseamna cd uleiul este falsificat (Ahamad et al., 2023)
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BD - 02/3

Fisa caracterizare

Ulei esential de OREGANO (Origanum vulgare) — Cod 0-EO

|. Date de identificare / Producator /Distribuitor Ro

Denumire comerciald:  OREGANO ESSENTIAL OIL 100% pure and natural BALKANS
Origanum vulgare L.

EINECS number: 281-670-3

Utilizare: Aromatic raw material for professional use

Distribuitor in Romania: Santo Raphael S.R.L / Produse Steaua divina

(https://www.steauadivina.ro/);(https://www.steauadivina.ro/cumpara/steau

a-divina-ulei-esential-de-oregano-10ml-1465)

Il. Proprietati fizico-chimice:

Aspect: lichid la temperatura camerei

Culoare: galben pal pana la maro galbui

Miros: proaspat, aromatic, cald

Punct de inflamabilitate: +65°C

Densitate la 20°C: 0.935-0.970 g/cm?

Indice de refractie la 20°C: 1.500-1.528

Rotatie opticd la 20°C: -3°-43°

Solubilitate: solubil in etanol si uleiuri fixe; insolubil in apa

lll. Compozitie chimica — analize producdtor (GC-FID):

L . Identificare Formula . .
Component chimic Continut (%) . Formula structurala
! CAS*, EC** moleculara

N CAS: 499-75-2
Carvacrol 68.64 C1oH140
N CE: 207-889-6

CHa
HSC)\@OH
CHg
CHs
/@CHa
HsC

N CAS: 99-87-6
para-Cymene 6.34 CioH1s
N CE: 202-796-7
CH,
. N CAS: 99-85-4
gamma-Terpinene 4.37 CioH1s
N CE: 202-794-6
HaC CH,
CH, OH
) N CAS: 78-70-6 |
Linalool 2.80 CioH+80 CHp
N CE: 201-134-4 |
CHs” “CHs
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HC, H "
betaCarvonil 68 N CAS: 87-44-5 - HeC CHs
eta-Caryo ene )
yopny N CE: 201-746-1 b g
H>C
Th | 592 N CAS: 89-83-8 C H.0
ymo ' N CE: 201-944-8 1ot on
HC CH,
CH>
M 129 N CAS: 123-35-3 CooH \
rcene .
v N CE: 204-622-5 1orhe ‘ CH,
HaC” “CHg
CH3j
@)
N CAS : 470-82-6 CHs;
. N CE: 207-431-5 CioH10
Cineole-1.8 ( eucalyptol) H3C
and 1.13
beta-Phellandrene N CAS : 555-10-2 ot
N CE: 209-081-9
H3C CHa
N CAS: 507-70-0 CHs
Borneol 1.10 CioH180
N CE: 208-080-0
OH
H3C CH3
) N CAS: 18172-67-3
beta-Pinene 1.04 CioHre
N CE: 242-060-2
CH,
CHa
Ioha-Terpi 0.97 N CAS: 99-86-5 C.oH
apha-ierpmens ' N CE: 202-795-1 e
H3C CHs
) N CAS: 2867-05-2 f E
alpha-Thujene 0.81 CioH1s Moo oH
N CE: 220-687-7 : E :
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Hy
oha.pi 075 N CAS: 80-56-8 CoH
a a-rinene .
P N CE: 201-291-8 rorte cH,
H.’l
OH
, N CAS: 562-74-3 CHs
4-Terpinene-1-ol 0.60 N CE: 209-235-5 CioH180
' B HsC CHs
TOTAL 94.74 %

Nota: *CAS- Chemical Abstracts Service; Numar CAS - standard international de inregistrare si identificare pentru
substantele chimice descrise in literatura de specialitate; **ECHA — European Chemical Agency, cod/numadr CE- cod de
identificare substante chimice cuprinse in inventarul substantelor chimice al ECHA

Iv. Informatii toxicologice si ecologice

Efect prin ingestie:

Efect prin contact cu pielea:

Eco info:

fara date

fard date

a se preveni contaminarea solului, apelor de suprafata si
subterane.

Bodegradabilitabilitatea nu a fost determinata

A se evita eliminarea prin deversare in sistemele de
canalizare si in mediu.
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V. Compozitie chimica determinata experimental (analiza GC-MS)

Cromatograma inregistrata expermental —0-EO

O M 10_Fab Omegard

ZM0A0ZT 30E5Z P

Ralatea Abundanos

14 18 18
Tirma fmin)

Identificare componenti, calcul si procente relative (picuri

Rezultate: O-EO

Numar picuri identificate =19

Numar total picuri=22

Procent arie

Denumire component Apex L. . . .
. . (relativ picuri CAS Formula | Clasa compusi
identificat RT . o '
identificate)
Bycyclo[3.1.0]hexane 6.86 1.86 285-58-5 CeHro Heterociclici
1R-a-Pinene** 7.09 2.24* 7785-70-8 | CioHie Terpene
Camphene 7.6 0.50 79-92-5 CioHie Terpene
a-Pinene** 8.42 2.59* 80-56-8 CioH16 Terpene
a-Pinene** 8.68 2.08* 80-56-8 CioH16 Terpene
a-Terpinen 9.55 0.87 99-86-5 CioH1s Terpene
p-Cymene 9.91 13.79 99-87-6 CioH1s Terpene
. Eteri oxizi
Cineole 10.11 3.36 470-82-6 | CqioH4g0 o
terpenici
y-Terpinen 10.82 3.49 99-85-4 CioH16 Terpene
a-Linalool 12.12 5.11 598-07-2 | CioH+g0 | Alcooli terpenici
Camphor 13.72 0.45 464-49-3 | CigH+60 Aldehyde
Borneol 14.45 2.24 507-70-0 CioH1g0 | Alcooli terpenici
p-Menth-1-en-4-ol . .
14.61 0.71 562-74-3 | CyoH+g0 | Alcooli terpenici

(4-Terpineol)
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]

p-Menth-1-en-8-ol ) o
, 15.54 0.94 98-55-5 C1oH4g0 | Alcooli terpenici
(a-Terpineol)
Carvacrol*** 17.86 5.70** 499-75-2 | CyoH10 Fenali
Carvacrol*** 18.49 47.46*8 499-75-2 | C4oH10 Fenoli
B- Caryophillene 21.09 2.42 87-44-5 CisHzs | Sesquiterpene
a-Caryophillene 22.03 0.47 6753-98-6 CisHas | Sesquiterpene
Caryophillene oxide 25.27 3.72 1139-30-6 | C1sHa.0 Eteri OX_IZ_I
terpenici
Total 100.00%
V/I. Date comparative literatura
. . . 0-EO Continut procentual %
Denumire component identificat . :
exp Ref 1 Ref 2 Ref 3 Ref 4 Ref 5
Bycyclo[3.1.0]hexane 1.86
Camphene 0.50 0.15 1.99 *
o-Pinene**(3 picuri cumulate) 6.91** 0.21 0.49 2.74
o-Terpinene 0.87 0.51 1.12 1.25 1.1
p-Cymene 13.79 5.98 413 11.5
Cineole 3.36
y-Terpinene 3.49 4.27 6.36 4.08 7.09 7.5
a-Linalool 5.11 9.53
Camphor 0.45 0.83 0.03 1.79
Borneol 2.24 0.95 0.99 1.37
p-Menth-1-en-4-ol (1-Terpinen-
0.71 0.58 43.32 0.97 1.89
4-0l)
p-Menth-1-en-8-ol (a-Terpineol) 0.94 0.72 3.86 0.27 1.59
Carvacrol*** (2 picuri cumulate) 53.16%** 75.82 71.21 25.4 37.4
B-Caryophillene 2.42 2.33 1.65 1.36
a-Caryophyllene 0.47 0.3 0.06
Caryophillene oxide 3.72 0.24 4.78
B-Myrcene 0.23 0.53 1.06 1.19 1.0
B-Pinene 0.44 0.06 1.75
B-Linalool 2.53 6.46
a-Thujene 0.23 0.1 1.45 0.4
Camphene 0.14
D-Limonene 0.67 0.16
Eucalyptol 1.52 0.19 2.98
Thymol 1.59 1.7 7.51 45,0
B-Terpinene 294
2-Carene 2.29
0-Cymene 2.21 L.4
Terpinolene 1.31 0.16 1.18
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B-Terpineol 16.97
Cyclohexanaol 1.71
Cyclohexanone 0.85
Linalyl anthranilate 0.48
1,5-Heptadiene 0.53
9,17-Octadecadienal, (2) 0.48
3-Epimoretenal 11.84
(85,14) Cedran-dio 1.43
Cycloeucalenyl acetate 1.22
1-Octen-3-0L 0.11
a-phellandrene 0.19 1.91
B-phellandrene 0.19
Cis-B-ocimene 0.05
Benzene 0.05
Thymol methyl eter 0.2 1.91
Carvone 0.13
Linalool acetate 0.04
Carvenone 0.02
Thymol acetate 0.15
Methyleugenol 0.02
§-cadinene 0.07
Cis-sabinene hydrate 1.49
Carvacrol methyl ether 1.63
Cuminaldehyde 1.22
Aromandrene 0.17 1.39
B-bisabolene 2.32 1.74
100,0*
Total . 99,85 99,98 98,71 98,27 96,80
relativ
. 1-Ref (Popa, Socaci, et al., 2021b); 2-Ref (Al Kamaly et al., 2023); 3-Ref (Bora ef]
Referinte: o
' al., 2022); 4-Ref (Plata-Rueda et al., 2022); 5-Ref (Stanojevit et al., 2016)
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VL.

Analiza FTIR

ATR Units
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Fig.1 Spectrul FTIR-ATR al uleiului esential de Oregano (Origanum vulgare)

Tab.2. Lista benzilor de absorbtie din spectrul uleiului esential de Oregano (Origanum vulgare) si atribuirea lor

pe baza datelor din literaturd

. . . Valoare Atribuire
Ulei Numar de unda ferints Referint
referinta eferinte
esential Val exp. : . Legaturi-grupdri functionale Component '
literatura g grup ¢ chimic EO
_ (Al Tameme
3400.99 3363.86 0O-H Fenoli
etal, 2015)
Grup H-Xlegat | (Al Tameme
3018.39 3064.89 H-0 ,
prinH etal., 2015)
. _ (Valderrama
C-H symmetric and asymmetric Carvacrol/p- .
2850-3000 } & Rojas De,
stretching Cymene/Thymol
2017)
2959.42
0-EO antisymmetrical -CH3 stretching .
2960 ) ) (Partheniadis
vibration Carvacrol
etal, 2017)
. . (Valderrama
C-H symmetric and asymmetric Carvacrol/p- .
2850-3000 ) & Rojas De,
stretching Cymene/Thymol
2017)
2925.78
2918.30 ) (Al Tameme
C-H Alcani
etal, 2015)
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C-H symmetric and asymmetric (Valderrama
2850-3000 ) Carvacrol/ ]
stretching & Rojas De,
p-Cymene/
2871.13 2017)
Thymol
(Al Tameme
2848.86
etal., 2015)
(Al Tameme
1621.36 1602.85
etal., 2015)
(Valderrama
. . Carvacrol/ )
1584.14 1580 C=C stretching/ aromatic ring & Rojas De,
Thymol
2017)
Carvacrol/ (Valderrama
1513.13 1513-1520 C-H (CH3) waging p-Cymene/ & Rojas De,
Thymol 2017)
1455.05
. . . (Partheniadis
1422.21 1420 antisymmetric -CH3 bending Carvacrol
etal., 2017)
_ (Valderrama
isopropyl group (-CH-CH3CH3) Carvacrol/ .
1360-1380 ) ) & Rojas De,
symmetric and asymmetric p-Cymene/ 2017)
1371.36 bending Thymol
1361.74 o (Al Tameme
NO, Compusi nitro
' etal., 2015)
o (Al Tameme
1303.04 1317.38 NO, Compusi nitro
! etal, 2015)
) Carvacrol (Partheniadis
1249 C-0-C stretching
etal, 2017)
1246.54 Alcoli, esteri,
acizi carbolixici, (Al Tameme
124216 C-0 )
eteri etal, 2015)
117416
(Valderrama
1113.69 1085-1125 ortho-substitution Carvacrol & Rojas De,
2017)
Compusi fluoro (Al Tameme
1061.38 1026 C-F stretch o
alifatici etal., 2015)
(Valderrama
993.33 990-995 1:2:4-Substituion Carvacrol & Rojas De,
2017)
(Al Tameme
938.84 918 C-H Alchene
etal., 2015)
865.86
811 C-H out-of-plane bending Carvacrol
(Luoetal,
812.83
2019)
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]

811-812 CH-out-of-plane waging p-Cymene (Valderrama
& Rojas De,
813 C-H Alchene 2017)

(Al Tameme
etal., 2015)
(Al Tameme

720.89 729.09 C-H Alchene
etal., 2015)
(Al Tameme

637.30 665.44
etal., 2015)

544.43

463.68
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BD - 02/4

Fisa caracterizare

Ulei esential de SCORTISOARA

(CGinnamomum zeylanicum sin. Cinnamomum verum) — Cod S-EO

|. Date de identificare / Producator /Distribuitor Ro

Denumire comerciald:  ULEI ESENTIAL DE SCORTISOARA - ulei esential pur
Cinnamomum zeylanicum sin. Cinnamomum verum

EINECS number: 283-479-0
CAS number 8015-91-6
Ingrediente Ulei esential de Scortisoara (Cinnamomum zeylanicum) — 100%,

obtinut prin distilare cu aburi din scoarta arborelui de Scortisoara.
Utilizare: Uz cosmetic, masaj, inhalatii

Distribuitor in Romania: Santo Raphael S.R.L/Produse Steaua divind
(https://www.steauadivina.ro/);https://www.steauadivina.ro/cumpara/steaua

-divina-ulei-esential-de-scortisoara-10mI-1453

Il. Proprietati fizico-chimice:

Aspect: lichid omogen

Culoare: lichid clar galben spre brun roscat
Miros: caracteristic: puternic, picant, cald
Punct de inflamabilitate: +115°C

Densitate la 20°C: 0,990-1,050g/cm?

Indice de refractie la 20°C: 1,545-1,600

Rotatie optica: -3%-+42°

Solubilitate: solubil in ulei si alcool, insolubil in apa

lIl. Compozitie chimica

o . Identificare Formula . .
Component chimic Continut (%) . Formula structurala
! CAS*, EC** moleculara

H

. Voo N CAS:104-55-2 -
Cinnamaldehyde 40%-70% N CE: 203-213-9 CsHgO

N CAS: 103-54-8
Cinnamyl acetate <10% C11H4202 m o

N CE: 203-121-9 N
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HC, H

beta-C hll 10 N CAS: 87-44-5 CoH HsC
eta-Laryo ene < o
yopny N CE: 201-746-1 1o ;

HyC

CHs

CH3z

) - N CAS: 99-87-6 - o
dara-Lymene <D
para-ty N CE: 202-796-7 Torh ’
HaC
/\/©:OH
HZC/ OCH3

N CAS: 97-53-0 ~CH:

Eugenol 3% N CE: 202-589-1 CioH120;

0
N
CH:
) N CAS: 598-07-2
Alfa-Linalool 3% CioH180
—— OH

N CE: 209-915-1

Sensul berzont . N CAS: 120-51-4 o . @
enz enzoate o
i N CE: 204-402-9 122 @Jk

) N CAS: 138-86-3
Limonene <2% CioH1s S
N CE: 205-341-0

N CAS: 79-92-5 CH:
Camphene <1% CioH16
N CE: 201-234-8 CHs

N CAS :94-59-7 >
Safrole 0.1% - 0.5% CioH100; S
N CE: 202-345-4

) N CAS: 586-62-9
Terpinolene <0,5% CioH1e
N CE: 209-578-0

Nota: *CAS- Chemical Abstracts Service; Numdr CAS - standard international de inregistrare si identificare pentru
substantele chimice descrise in literatura de specialitate; **ECHA — European Chemical Agency, cod/numar CE- cod de
identificare substante chimice cuprinse in inventarul substantelor chimice al ECHA

Iv. Informatii toxicologice si ecologice

Efect prin ingestie: toxicitate acutd, DL50 (mg/Kg) : 3,800

Efect prin contact cu pielea toxicitate acutd, DL50 (mg/Kg) : 700

Efect prin contact cu ochii iritare, daune grave la nivelul ochiului

Efect prininhalare in conditii de utilizare normale nu prezinta riscuri

Eco info: A se preveni contaminarea solulului, apelor de suprafata si
subterane.
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Bodegradabilitabilitatea nu a fost determinata
A se evita eliminarea prin deversare in sistemele de
canalizare siin mediu.

V. Compozitie chimica determinata experimental (analiza GC-MS)

C:\Xcalibur\..\10_Feb_Scortisoara 2/10/2021 1:13:09 PM
RT: 0.00-33.02 SM: 11G
18.30 NL:
100 6.01E9
TIC MS
95 10__Feb_Sc
90 J ortisoara
8 a5 | 20.82 5515
1
U|1 80
© 75
c
[<7] 70
10.07
[« 8
X 60 9.84
Q
n 55 707 12.11
[0}
e 50
1]
@0 45 15.09
£ 40
1]
£ 35
o
o0 30
2
© 25 8.38
E 20
P
o 15 14.58
6.84 29.79
10
d 16.51 | 2371 25.25
5 i ! 1 ;\‘ \
124 321 482 Jy M ﬂ \ 1330 J A ‘”M v 12594 2662
0\xwx{xwx[xwx[x L AL L LI LN L L LL L L AL LLL LLL LLL LLL LLL
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Time (min)
.= | Rezultate: S-EO Numar picuri detectate = 18 Numar total picuri= 23
3
K Procent
(=9
<~ | Denumire component Apex arie . . .
2| . P P CAS Formula Clasa compusi
g identificat RT (relativ picuri
._E identificate)
@ 1-Isopropyl-4-
3 methylbicyclo[3,1,0]hex-
S 6.84 0.44 36262-09-6 CioH1e Terpene
9 2-ene (B-Thuyene; 2-
§- Thuyene)
0N~
— 1R-o0-Pinene** 7.07 2.31 7785-70-8 CioH16 Terpene
c
g Camphene 7.57 0.66 79-92-5 CioH1s Terpene
E’ a-Pinene** 8.38 0.95 7785-26-4 CioH1s Terpene
o
: a-Phellandrene 9.23 0.35 99-83-2 CioH1s Terpene
(1]
EE p-Cymene 9.84 3.59 99-87-6 CioH1s Terpene
- n
S Limonene 9,93 2.47 138-86-3 CioH16 Terpene
O
- Eucalyptol (1,8 Cyneole) | 10.08 3.37 470-82-6 CioH10 Eter terpenic ciclic
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a-Linalool 12.11 3.85 598-07-2 CioH180 Alcooli terpenici
p-Menth-1-en-4-ol . o
) 14.58 0.58 562-74-3 CioH4g0 Alcooli terpenici
(4-Terpineole)
p—Menth—‘!—en—8—oI 15.08 2.05 98-55-5 C10H4g0 Alcooli terpenici
(a-Terpineole)
trans-Geraniol 16.51 0.37 106-24-1 CioH180 Alcooli terpenici
Cinnamaldehyde 18.3 47.03 104-55-2 CsHgO Aldehide aromatice
2-methoxy-5-(2-
propenyl) -phenol 19.74 12.87 501-19-9 | CioHr20: Fenoli
Meta- Eugenol
(Chavibetol)
Benzoic acid, 4-isopropyl,
ethyl ester (Ethyl p- 20.82 7.75 19024-50-1 | C42H460; Ester acid aromatic
isopropylbenzoate)
-Caryophillene 21.1 2.38 87-44-5 CisHas Sesquiterpene
Cinnamyl acetate 22.14 7.96 103-54-8 | C41H420; Ester alcool aromatic
Benzyl Benzoate 29.78 1.01 120-51-4 CisH120; Ester aromatic
Total 99.99%

VI. Date comparative literatura

. S- Continut procentual %
Denumire component EO :
identificat . | Ref1 Ref2 | Ref3 | Ref4 Ref 5 Ref 6
exp
B-Thuyene 0.44
e O
Camphene 212 | 0.09 0 .
0.66 8
e 0O e 5
o-Pinene**(cumulat 2 .
icuri) 1.3 1.47 1.48 0.11 7
picuri 326 5
*%
e O
a-Phellandrene 1 i
0.35 8
p-Cymene 3.59 19
Limonene 2.47 1.2 0.19
Eucalyptol 3.37 5.4
a--Linalool 3.85 7.0 4.08 3.78
p-Menth-1-en-4-ol 0.58
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o-Terpineol (p-Menth-1-

en-8-ol) 2.05 087 | 104

trans-Geraniol 0.37

Cinnamaldehyde A;'O 71.5 46.30 | 81.53 | 68.23 79.73 67.57

Meta-eugenol 127'8

Benzoic acid, 4-isopropyl,

ethyl ester 7.75

B-Caryophillene 2.38 6.4 8.26 2.05 3.66

Cinnamy! alcohol, acetate 0.5 7.54 421/ 1.48
7.96 1.5

Benzyl Benzoate 1.01 0.5 1.12 0.37

Benzaldehyde 0.3 416 0.49 0.31

y-Terpinene 0.4

Isoborneol 0.8 0.20

Eugenol 4.6 2.91 2.37 16.03

a-Humulene 1.7 2.16 0.19

§-Cadinene 1.4 1.42 5.53

trans-Calamenene 0.7

Caryophyllene oxide 0.5 2.80 0.35

3-phenylpropionaldehyde 2.95

Borneol 1.06

3-Phenyl-1-propanol 1.46 0,77

a-Copaene 16.35 4.25 0.21

(-)-Spathulenol 2.09

p-Cineole 2.91 1.02

Hydrocinnamic aldehyde 1.22

Cyclosativene 0.45

Isosativene 0.25

Aromadendrene 0.26

(2)-a-Bisabolene 0.23

a-Muurolene 3.18

B-Oplopenone 0.28

§-Cadinol 0.64

t-Cadinol 1.26

t-Muurolol 0.36

Cadalene 0.63

Octadecane 0.16

Dibutyl phthalate 0.18

-Pinene 0.07

B-Myrcene 0.40 1.38

6-3-Carene 0.37
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0-Cymene 1.31
B-Phellandrene 0.25
Benzyl alcohol 0.14
Phenylethyl alcohol 0.15
Coumarin 0.47
Cinnamaldehyde-p-
methoxy 206
99.9
9 106,1 | 100,0 | 93,2 | 93,2
Total (%) 98,93 98,18
relat 0 1 1 6
iv
1-Ref (Behbahani et al.,, 2020); 2-Ref (Teles et al., 2019); 3-Ref (Boughendjioua & Djeddi,
Referinte: 2018); 4-Ref (Saeedi et al., 2022); 5-Ref (Vazirian et al., 2015); 6-Ref (Liyanage et al,
2017)
VII. Analiza FTIR
g E 0§ g 8 REE F8%% 583883484
BROKER 7] I
° S-EO
g 35‘00 3(;00 25‘00 20‘00 15‘00 10‘00 5(;0

Wavenumber cm-1

Fig.1 Spectrul FTIR-ATR a uleiului esential de Scortisoara (Cinnamomum zeylanicum)
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Tab.2. Valorile peak-urilor din spectrul uleiului esential de Scortisoara (Cinnamomum zeylanicum) si
atribuirea lor pe baza datelor din literatura

Ulei Numadr de Valoare Atribuire
ei
unda referinta Referinta
esential ) " S , Component "
; Val exp. literaturd Legaturi-grupari functionale chimic EO
) (Lewa &
) Linalool/
3514.24 3750-3000 O-H Stretching . Gugule,
Cinnamaldehyde
2022)
) (Lewa &
i Linalool/
3438.01 3456.44 O-H Stretching , Gugule,
Cinnamaldehyde
2022)
) (Lewa &
) Linalool/
3068.32 3750-3000 O-H Stretching _ Gugule,
Cinnamaldehyde
2022)
(Lewa &
2924.09 C-H stretching Methyl Gugule,
293256 2022)
2922 N-H stretches Amine Salt (Nawaz et
al., 2023)
(Lewa &
2841.64 2854.65 CHs bending Methylen Gugule,
2022)
2743.93
Aldehida a unei (Lietal.,
S-EO 1723.28 1727 o
grasimi saturate 2013)
) (Lietal.,
Carbonil
2013)
1679-1626 =0
) (Lewa &
Aldehhide
. Gugule,
1674.21 C=0 stretching
. 2022)
1670.42 Cinnamaldehyde/ ,
] ] ] ) (Behbahani
1678 vibration stretching (C=0) Aldehhide
etal, 2020)
: . (Popa,
1672 C-0 carbonyl bond cinnamic
Fetea, et al.,,
aldehyde
2021b)
] ] ] Cinnamaldehyde/ | (Behbahani
1611.06 1626 vibration stretching (C=0) ,
Aldehhide etal, 2020)
, (Munhuweyi
1510.76 1510 C=0 Cinnamaldehyde
etal.,, 2018)
(Behbahani
1457.02 1450 C-OH bond alcohol
et al,, 2020)
1436.57
1367.41
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1265.49
aromatic acid
C-0-Cbond )
ester (Behbahani
1231.82 1237 .
phenolic et al,, 2020)
C-OH groups
compounds
1205.2
(Lewa &
1126.43 , Gugule,
C=N stretching _
Imine 2022)
1122.47 1124 (Behbahani
C-0 and C-OH bonds)
etal,, 2020)
(Popa,
1120 Fetea, etal.,
2021b)
) (Nawaz et
1031.36 1010 CO-0-CO stretches anhydride
al., 2023)
(Behbahani
973 C-H bond etal., 2020)
996.69 (Popa,
972 Fetea, etal.,
2021b)
. (Adinew,
911.46 900-675 aromatic C=C
2014)
) (Adinew,
851.35 900-675 aromatic C=C
2014)
) (Adinew,
804.76 900-675 aromatic C=C
2014)
(Behbahani
748 ] etal,, 2020)
benzene rings = CH)
746.30 (Popa,
746 Fetea, et al.,
2021b)
) ] ) (Behbahani
vibration absorption of
689 Alkanes etal,, 2020)
alkanes
688.62 (Popa,
686 ) ) . Alkenes Fetea, etal.,
vibration specific to alkenes
2021b)
647.03
595.93
555.05
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BD - 02/5
Fisa caracterizare

Ulei esential de CIMBRU de gradina (Satureja hortensis) - Cod T-EQ

|. Date de identificare / Producator /Distribuitor Ro

Denumire comerciala: ~ ULEI ESENTIAL DE CIMBRU - ulei esential pur

Satureja hortensis
EINECS number: 283-922-8
CAS number 84775-98-4
Ingrediente Ulei esential de Cimbru (Satureja hortensis) — 100%, obtinut prin

distilarea cu vapori de apa din partile aeriene ale plantei.
Utilizare: Uz cosmetic, masaj, inhalatii
Distribuitor in Romania: Santo Raphael S.R.L/Produse Steaua divinad

(https://www.steauadivina.ro/);https://www.steauadivina.ro/cumpara/steaua

-divina-ulei-esential-de-cimbru-10ml-1448

Il. Proprietati fizico-chimice

Aspect: lichid omogen

Culoare: galben spre brun galbui
Miros: caracteristic: fenolic
Punct de inflamabilitate: +64°C

Densitate la 20°C: 0.875-0.954 g/cm?
Indice de refractie la 20°C: 1.486-1.505

Rotatie optica: -5° la +4°

lIl. Compozitie chimica

L . Identificare Formula . .
Component chimic Concentratie(%) . Formula structurala
! CAS*, EC** moleculara
CHg
) N CAS: 99-86-5
o-Terpinene <5% CioHre
N CE: 202-795-1
HsC CHj;
HsC._ CHs
N CAS: 507-70-0 CHj
Borneol <1% CioH1g0
N CE: 208-080-0
OH
CHa
N CAS: 499-75-2 OH
Carvacrol 30-50% CioH1:0 H3C
N CE: 207-889-6 -
3
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. N CAS: 99-85-4
y-Terpinene 20-40% CioH1es
N CE: 202-794-6
H4C CH,
H2C CH:
N CAS: 5989-27-
D-Limonene <1% 5 CioH1e
N CE: 227-813-5
CH:=
N CAS: 78-70-6 HaC_~ X
Linalool <1% CioH1e0 CH,
N CE:201-134-4 e CH, HO CHy
CH»
" - N CAS: 123-35-3 o |
rcene <5%
Y N CE: 204-622-5 rorhe ‘ CHe
HsC” ~CHj
CH,
N CAS: 99-87-6
p—C\/mene 5-18% C10H14 CHz
N CE: 202-796-7
HsC
OH CHg
N CAS: 89-83-8
Tymol <1% CioH1.0 CHy
N CE: 201-944-8 he
3

Nota: *CAS- Chemical Abstracts Service; Numdr CAS - standard international de inregistrare si identificare pentru
substantele chimice descrise in literatura de specialitate; **ECHA — European Chemical Agency, cod/numdr CE- cod de

identificare substante chimice cuprinse in inventarul substantelor chimice al ECHA

Iv. Informatii toxicologice si ecologice

Component chimic LD50 (ingestie) LD50 (contact cu pielea) LC50 (inhalatie)
o-Terpinene 1680 mg/kg (sobolan) | / /
Borneol 4300 mg/kg (sobolan) | > 3000 mg/kg (iepure) /
Carvacrol 810 mg/kg / /
y-Terpinene 3650 mg/kg (sobolan) | / /
Limonene 4400 mg/kg (sobolan) | > 5000 mg/kg (iepure) /
Linalool 2790 mg/kg (sobolan) | 5610 mg/kg (iepure) /
Myrcene > 11390 mg/kg | > 5000 mg/kg (iepure) /
(sobolan)
p-Cymene 1400 mg/kg (sobolan) | > 5000 mg/kg /
Tymol 980 mg/kg (sobolan) > 2000 mg/kg (sobolan) /
Eco info: A se preveni contaminarea solulului, apelor de suprafata si subterane.

Bodegradabilitabilitatea nu a fost determinata
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V. Compozitie chimica determinata experimental (analiza GC-MS)

C:\Xcalibur\..\10_Feb_Cimbru 2/10/2021 3:51:34 PM
RT: 0.00-33.02 SM: 11G
21.12 NL:

100 1018 100 18.18 6.53E9

95 1005 17.90 Ig:_ F’\gﬁ_ci

% 18.30 mbru

12.18

8 g5 7.62
|+ 80
© 75
€
() 70
é 65
g 7.09
E 60
’_ﬂ 55 8.68
o
e} 50
1]
@0 45
£ 40
1]
£ 35
o
o0 30
o
E 25 14.117444

20
8 s 16.71 22,02

6.79
10 | 19.96
5 i | ! | 2525
125 242 570 652 (| )l MY VA, ! ) J\ A l 2236 | P 2sas 3291
(\)TTT%TTTLTTTéTTTéTTTl[OTTTl[ZTTT1[4TTTl[BTTTl[STTTz[OTTTZ[ZTTTZ[4TTT2[6TTT2[8TTT3[OTTT3[2TW
Time (min)

- Rezultate: T-EO Numar picuri detectate = 20 Numar total picuri=27
a
o . Procent arie
B Denumire component Apex . . .
= . . (relativ picuri CAS Formula | Clasa compusi
c | identificat RT e '
% identificate)
5 Tricyclene 6,79 0,44 508-32-7 CioH1e Monoterpene
|}
a 1R (+)-a-Pinene** 7,09 3,05 7785-70-8 | CioH1s Monoterpene
% Camphene 7,62 4,99 79-92-5 CioH1e Monoterpene
'T.U_. a-Pinene** 8,4 0,68 80-56-8 CioH1s Monoterpene
g o-Pinene** 8,68 3,50 80-56-8 CioH1e Monoterpene
g o-Terpinen 9,89 15,07 99-86-5 CioH16 Monoterpene
§- 1,8-Cineole (Eucalyptol) 10,19 4,63 470-82-6 | CioH+g0 Eter ciclic
wn-
5 monoterpenic
[9)
s y-Terpinen 10,9 11,37 99-85-4 CioH1s Monoterpene
E- | p-Mentha-1,4(8)-diene 11,61 1,04 DL CioHis | Monoterpene
% (Carvene, Limonene) 138-86-3
(= .
5 o-Linalool - 12,17 9,42 598-07-2 CqoH+180 Alcool terpenlc
g Isoborneol 14,17 1,12 124-76-5 CioH1g0 | Alcool terpenic
9::; Borneol 14,44 0,85 507-70-0 | CioH:s0 | Alcool terpenic
é 4-Terpinenol (p-Menth-1-en- | 14,61 0,92 562-74-3 | CioH1g0 | Alcool terpenic
~ | 4-o0l, 4-Carvo-menthenol)
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]

o-Terpineol (p-Menth-1-en-8- | 15,43 1,78 10482-56-1| CyoHq0 | Alcool terpenic
ol)
Anthranilic acid 16,71 0,87 118-92-3 | GGH/NO; Amino-acid
aromatic
Carvacrol*** 17,9 16,00 499-75-2 | CyoH140 Fenoli
Carvacrol*** 18,03 13,00 499-75-2 | CyoH440 Fenoli
Carvacrol*** 18,3 3,22 499-75-2 | CyoH140 Fenoli
B-Caryophyllene 21,12 7,28 87-44-5 CisHaw | Sesqui-terpene
a-Caryophyllene 22,02 0,78 6753-98-6 | CisHas | Sesqui-terpene
Total 100.00%

VI. Date comparative literatura

Denumire component | T-EO Continut procentual %
identificat exp* | Ref1 | Ref2 | Ref3 | Ref 4 Ref 5 Ref 6
Tricyclene 0,44
e O
Camphene 4,99 0.5 ) 1
5
o 1 o 2
] | 7.23F . :
a-Pinene ** (cumulat 3 picuri) . 2.15 5.1 0 9
3 1
. 15,0
a-Terpinen . 5.0 10.2 4.25 2.93
p-Cymene (p-Cymol) 805 | 138 | 111 2.23 6.30
0-Cymene 15.11
1,8-Cineocle (Eucalyptol) 4,63
Sylvestrene 3.0
) 11,3 37.8
y-Terpinen 7 4235 | 41.3 27.4 6 23.19 20.72
Limonene  (Carvene, p-
) 1,04 0.77 0.56 0.37 2.55
Mentha-1,4(8)-diene)
o-Linalool - 9,42
Isoborneol 1,12
Borneol 0,85
4-Terpinenol  (p-Menth-1-
0,92 1.0 0.21 0.17
en-4-ol, 4-Carvo-menthenol)
a-Terpineol (p-Menth-1-en-
P P 1,78
8-ol)
Anthranilic acid 0,87
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Carvacrol***  (cumulat 3 | 32.2 13.2
o 3283 | 31.6 | 237 61.17 24.50
picuri) 2 2
Thymol 0.6 1‘:4 23.12
B-Caryophyllene 7,28 | 222 0.8 1.49 0.62
a-Caryophyllene 0,78
a-Thujene 1.93 39 3.69 1.78 1.24
Sabinene 0.66
B-Pynene 2.36 3.0 1.37 0.34 0.92
a-phellandrene 0.63 1.2 0.46 0,74
cis —Sabinene-hydrate 0.87
B -Bisabolene 0.79 1.1 0.74 2.20
Myrcene 5.1 3.93 1.86 1.98
5-Carene 6.08
a-Thujone 0.54
Camphor 0.52
Cyclopantene 0.21
L-Carvone 0.54
Carvacryl acetate 0.75
Aromanderene 0.34
Ledene 0.19
o-Bisabolene 0.19
Spathalenol 0.23
Caryophelene oxide 1.70
Benzenemethanol 0.19
100,
o* 100, | 86,7 | 97,7 | 97,8
Total (%) . 98,25 94,77
relati 61 0 0 6
v
1-Ref (Chambre et al., 2020); 2-Ref (Panek et al., 2014b); 3-Ref (Mohammadhosseini
Referin;e: & Beiranvand, 2013); 4-Ref. (Popovici et al., 2019); 5-Ref. (Skubij & Dzida, 2019); 6-
Ref (Omidbeygi et al., 2007)
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VII. Analiza FTIR

53

2925.45
2871.60
1710.98
1619.03
1582.41
1514.24
1454.40
1373.18
1287.18

585.84

541.25

3408.
2959.91
1421.91
1090.27
1056.07
944.98
860.48
810.51
732.35

2.0

15

1.0

T-EO

0.5

0.0

T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Fig.1 Spectrul FTIR-ATR a uleiului esential de Cimbru (Satureja hortensis)

Tab.2. Valorile peak-urilor din spectrul uleiului esential de Cimbru (Satureja hortensis) si atribuirea lor pe
baza datelor din literatura

Ulei Numar de Valoare Atribuire
el . - .
esential unda referinta o B ' Component Referinta
i Val exp. literaturi Legaturi-grupari functionale chimic EO
(Chambre
35225 3200-3600 -OH stretching vibration Carvacrol etal.,
2020)
(Chambre
3408.6 3200-3600 -OH stretching vibration Carvacrol etal.,
2020)
2959.9 C-H stretching
2925.4 C-H stretching
T-EO
(Chambre
2871.6 2818 C-H stretching y-Terpinen etal,
2020)
1710.98 C=0 vibration
Comun
(Chambre
) ) ) pentru
1619.03 1590-1659 C=C stretching vibration ) ) etal,
constituenti
o 2020)
majori ai
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uleiului T-
EO
1582.40
(Chambre
1514.24 1516 C-H si CH, waggins vibration p-cymene etal.,
2020)
C-C stretching vibration din (Chambre
1454.40 1459 grupul fenil Carvacrol etal.,
CH; bending vibration 2020)
C-C stretching vibration din (Chambre
1421.90 1422 grupul fenil Carvacrol etal.,
CH; bending vibration 2020)
Comun
pentru
: , , | (Chambre
1373.18 13611380 S\/mr.netrlc-and asymmetric const.ltL{er.\’;l etal.
bending of isopropyl groups majori ai
uleiului T- 2020}
EO
(Chambre
1287.18 1253 C-0 stretching vibrations Carvacrol etal.,
2020)
(Chambre
1225.65 1253 C-0 stretching vibration Carvacrol etal.,
2020)
(Chambre
1155.19 1174 Ortho-substitution Carvacrol etal.,
2020)
Symmetric stretching , (Farag et
1090.26 1079 L 1,8-Cineole
vibration (C-0-C) al., 2018)
(Chambre
1056.07 1056 Para-substitution p-cymene etal,
2020)
(Chambre
944.97 946 C-C stretching y-Terpinen etal,
2020)
(Chambre
860.48 867 C-H bending vibration Carvacrol etal,
2020)
812 C-H waggins vibration Carvacrol | (Chambre
810.50 etal,
813 C-H si CH, wagging vibration p-cymene 2020)
732.35
585.84
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C=C bending vibration out of (Farag et
541.25 541 p-cymene
plane al., 2018)
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Baza de date Capitolul 6 - BD-03
BD-03/1

Cod: R-03-1/B-EO/RS

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Evaluarea potentialului biocid antifungic pentru uleiul esential de

Busuioc (Ocimum basilicum) cod B-EO

Solvent: Etanol
Concentratii: 100%, 10%, 1%, 0,25%
Specii fungi: Trametes versicolor -T\l,

Serpula lacrymans - SL

Tip test screening: RS (test realizat in Slovacia)
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Interpretari, discutii si concluzii

In Fig.1 si Fig. 2, la concentratiile mai mici ale uleiului esential de Busuioc B-EO in Etanol se poate
observa faptul ca dupd ziua 7 nu mai apar fotografii. Chenarul rosu marcheaza finalul testului pentru
fiecare concentratia. Acest lucru se datoreaza faptului ca, conform metodologiei din Zvolen, s-a
considerat testul gata in momentul in care miceliul a acoperit in totalitate hartia control, doar in caz
contrar testul continuand pana in ziua 14.

La concentratia de 0,25% B-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniformad a
miceliului in ambele cazuri de putregai, confirmata si calitativ (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua
7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor
ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de
crestere pe hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare aceastd concentratie nu prezinta potential
fungicid.

La concentratia de 1% B-EO in Etanol, dupa & zile, calitativ se observa o dezvoltare uniforma a miceliului
in ambele cazuri de putregai, confirmatd si calitativ (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul
a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci
(Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de crestere pe
hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare nici aceastd concentratie nu prezinta potential fungicid.

La concentratia de 10% B-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ nu se observa nici o crestere in cazul
ambelor ciuperci (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). In ziua 7, ambele ciuperci sunt crescute doar pe
mediu, uniform in cazul putregaiul alb 7rametes versicolorsi cu o tendinta usoara spre control in cazul
putregaiul brun Serpula lacrymans. in ziua 10 ciuperca de putreagi alb Trametes versicolor este inca
tot pe mediuy, fara inhibitie evidents, iar ciuperca de putregai brun Serpula lacrymans a ajuns pe hartii,
fara inhibitie evidenta (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). La finalul testului (ziua 14), in cazul ambelor
ciuperci de putregai, ciuperca a acoperit in totalitate toate hartiile. Aceasta concentratie prezinta doar
0 micd intarziere in dezvoltarea ambelor ciuperci, mai pronuntatd in cazul putregaiului alb 7rametes
versicolor.

La concentratia de 100% B-EO in Etanol, ulei esential pur, ambele ciuperci nu s-au dezvoltat deloc pe
tot parcursul testului. Pare cd uleiul esential de Busuioc (Ocimum basilicum) s-a volatilizat si a sterilizat
incinta cutiei Petri, omorand ciuperca. in acest caz uleiul de Busuioc prezinta inhibitie absoluta.
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-03/1
Cod: R-03-1/C-EO/RS

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Evaluarea potentialului biocid antifungic pentru uleiul esential de

Cuisoare (Eugenia caryophyllata) cod C-EO

Solvent: Etanol
Concentratii: 100%, 10%, 1%, 0,25%
Specii fungi: Trametes versicolor -T\l,

Serpula lacrymans - SL

Tip test screening: RS (test realizat in Slovacia)
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP
]

Interpretari, discutii si concluzii

In Fig.1 si Fig.2, la concentratia de 0,25% a uleiului esential de Cuisoare C-EQ in Etanol se poate observa
faptul ca in ziua 10 nu mai apar fotografii. Chenarul rosu marcheaza finalul testului pentru fiecare
concentratia. Acest lucru se datoreaza faptului ca, conform metodologiei din Zvolen, s-a considerat
testul gata in momentul in care miceliul a acoperit in totalitate hartia control, doar in caz contrar testul
continuand panain ziua 14.

La concentratia de 0,25% C-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniformd a
miceliului in ambele cazuri de putregai, confirmata si calitativ (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua
7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor
ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de
crestere pe hartie (l,aper)=0%, deci O inhibitie (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Prin urmare aceasta
concentratie nu prezinta potential fungicid.

La concentratia de 1% C-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o crestere a ciupercii inspre hartia
control, in cazul ambelor ciuperci (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1). in ziua 7 ciuperca a acoperit in totalitate hartia
control in cazul ciupercii de putregaiului brun Serpula lacrymans valoarea indicelui lpaper=70,83% (final
test) (Fig. 2, Tab.1, Fig.4). In cazul putregaiului alb 7rametes versicolor, in ziua 7 ciuperca a ajuns pe
hartia control, valoarea indicelui lpaper=76,67% (Fig.1, Tab.1, Fig.3). in ziua 10, ciuperca de putregai alb
Trametes versicolora acoperit in totalitate hartia control (final test), iar valoarea indicelui lpaper=38,89%
(Fig.1, Tab.1, Fig.3). Inhibitia s-a pastrat pand la ziua 14

La concentratia de 10% C-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o crestere a ciupercii inspre
hartia control, in cazul ambelor ciuperci (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). in ziua 7 ciuperca a acoperitin
totalitate hartia control in cazul ambelor ciuperci (final test). Pentru Trametes versicolor|ape=41,67%,
iar pentru Serpula lacrymans | ,ape=43,06%. Din pacate aceasta inhibitie nu se mentine pand la ziua 14.

La concentratia de 100% C-EO in Etanol, ulei esential pur, in ziua 4 se observa tendinta clara de crestere
a ciupercii inspre hartia control, in cazul ambelor tipuri de fungi (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din
ziua 7 ciuperca ajunge pe hartie si prezintd inhititie totald (Ipaper=100%), in cazul ambelor tipuri de
putregai. In ziua 10 hartia control este total acoperitd (final test) pentru ambele ciuperci. In cazul
putregaiului alb 7rametes versicolor valoarea indicelui lpaper=100%, iar in cazul putregaiului brun
Serpula lacrymans valoarea indicelui l,aper=97,22% (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). In ziua 14 doar in
cazul ciupercii de putregai brun Serpula lacrymans se mai obseva o mica inhibitie.
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-03/1
Cod: R-03-1/0-EO/RS

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Evaluarea potentialului biocid antifungic pentru uleiul esential de

Oregano (Origanum vulgare) cod O-EO

Solvent: Etanol
Concentratii: 100%, 10%, 1%, 0,25%
Specii fungi: Trametes versicolor -T\,

Serpula lacrymans - SL

Tip test screening: RS (test realizat in Slovacia)
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Interpretari, discutii si concluzii

In Fig.1 si Fig.2 la concentratiile mai mici ale uleiului esential de Oregano 0-EO in Etanol se poate
observa faptul ca dupd ziua 7 nu mai apar fotografii. Chenarul rosu marcheaza finalul testului pentru
fiecare concentratia. Acest lucru se datoreaza faptului ca, conform metodologiei din Zvolen, s-a
considerat testul gata in momentul in care miceliul a acoperit in totalitate hartia control, doar in caz
contrar testul continuand pana in ziua 14.

La concentratia de 0,25% O-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniforma a
miceliului in ambele cazuri de utregai (Fig.1, Fig.2, Tab.1), totusi cantitativ apar niste deosebiri. In cazul
Trametes versicolor, apare o micd inhibitie a cresterii pe mediu (Tab.1, Fig.3), iar in cazul Serpula
lacrymans se observa o tendintd de favorizare a cresterii miceliului (Tab.1, Fig.4). Din ziua 7 miceliul a
acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci (Fig.1,
Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de crestere pe hartie
(Ipaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare aceastd concentratie nu prezinta potential fungicid.

La concentratia de 1% O-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o tendinta de dezvoltare a
miceliului inspre zona control pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), tendinta confirmatd si cantitativ
(Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia
control) in cazul ambelor ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirmd si cantitativ prin faptul ca de la ziua
7 apare indicele de crestere pe hartie (Ipaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare nici aceasta concentratie
nu prezinta potential fungicid acceptabil.

La concentratia de 10% O-EO in Etanol, dupd 4 zile, calitativ se observa o tendinta de dezvoltare a
miceliului inspre zona control pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), tendinta confirmatd si cantitativ
(Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul ainceput sa creasca pe hartie, cu o usoard preferinta spre control,
pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), preferintd evidentiata tare in evaluarea cantitativa (Tab.1, Fig.3,
Fig.4); mai puternic pentru putregaiul brun Serpula lacrymans (l,qpe=70,4%) fata de putregaiul alb
Trametes versicolor (l,aper=54,4%). Din ziua 10, se observd atat calitativ cat si cantitativ, ca miceliul a
acoperit in intregime hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci (Tab.1,
Fig.1, Fig.2, Fig.3, Fig.4). Aceasta concentratie a uleiului de Oregano (Origanum vulgare) prezinta un
oarecare potential biocid antifungic, in primele zile.

La concentratia de 100% O-EO in Etanol, ulei esential pur, dupad 4 zile, calitativ se observa o tendintd de
dezvoltare a miceliului inspre zona control pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), tendinta confirmata si
cantitativ (Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul a inceput sa creasca pe hartie (doar pe hartia control)
pentru putregaiul alb Trametes versicolor (l,.pe=100%) (Tab.1, Fig.1, Fig.3), iar in cazul putregaiului brun
Serpula lacrymans, miceliul a ajuns pana la hartia control (ls,=45,8%) (Tab.1, Fig.2, Fig.4), prezentand
un potential biocid crescut. Pe parcursul urmatoarelor zile din test acest potential a fost doar evidentiat
si mai puternic, in cazul ambelor tipuri de putregai, mentinandu-se o inhibitie totald (l,ape=100) (Tab.1,
Fig.1, Fig.2, Fig.3, Fig.4).

294



BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

BD-03/1
Cod: R-03-1/S-EO/RS

Fl$ﬂ DE REZULTATE

Evaluarea potentialului biocid antifungic pentru uleiul esential de

Scortisoara (Cinnamomum verum) cod S-EO

Solvent: Etanol
Concentratii: 100%, 10%, 1%, 0,25%
Specii fungi: Trametes versicolor -T\l,

Serpula lacrymans - SL

Tip test screening: RS (test realizat in Slovacia)
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Interpretari, discutii si concluzii

In Fig.1 si Fig.2, la concentratiile mai mici ale uleiului esential de Scortisoard S-EO in Etanol se poate
observa faptul ca dupd ziua 7 nu mai apar fotografii. Chenarul rosu marcheaza finalul testului pentru
fiecare concentratia. Acest lucru se datoreaza faptului ca, conform metodologiei din Zvolen, s-a
considerat testul gata in momentul in care miceliul a acoperit in totalitate hartia control, doar in caz
contrar testul continuand pana in ziua 14.

La concentratia de 0,25% S-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniforma a
miceliului in ambele cazuri de putregai, confirmata si calitativ (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua
7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor
ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de
crestere pe hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare aceastd concentratie nu prezinta potential
fungicid.

La concentratia de 1% S-EO in Etanol, dupd 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniforma a miceliului
in ambele cazuri de putregai, confirmatd si calitativ (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul
a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci
(Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul ca de la ziua 7 apare indicele de crestere pe
hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare nici aceasta concentratie nu prezintd potential fungicid.

La concentratia de 10% S-EO in Etanol, dupa 4 zile, calitativ se observa o crestere a ciupercii inspre
hartia control, in cazul ambelor ciuperci (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). In ziua 7 ciuperca este inc& tot
pe mediu si tendinta de dezvoltare inspre control se pastreaza. In cazul putregaiului alb 7rametes
versicolor s,=50,98%, iar in cazul putregaiului brun Serpula lacrymans valoarea indicelui lso=11,11%
este maimicd (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 10 ciuperca ajunge pe hartii, in cazul putregaiului
alb Trametes versicolor prezentand ceva potential (lpaper=46,67%), in schimb O eficientd in cazul
putregaiului brun Serpula lacrymans. (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). La aceastd concentratie uleiul
esential de Scortisoara, prezinta ceva potential pe parcursul testului, dar care nu se mentine pana la
final.

La concentratia de 100% S-EO in Etanol, ulei esential pur, ambele ciuperci nu s-au dezvoltat deloc pe
tot parcursul testului. Pare ca uleiul esential de Scortisoara (Cinnamomum verum) s-a volatilizat si a
sterilizat incinta cutiei Petri, omorand ciuperca (Fig. 1, Fig. 2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). in acest caz uleiul de
Scortisoara prezintd inhibitie absoluta.
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Fl$ﬂ DE REZULTATE

Evaluarea potentialului biocid antifungic pentru uleiul esential de

Cimbru (Satureja hortensis) cod T-EO

Solvent: Etanol
Concentratii: 100%, 10%, 1%, 0,25%
Specii fungi: Trametes versicolor -T\,

Serpula lacrymans - SL

Tip test screening: RS (test realizat in Slovacia)
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BIOPROTECTIA LEMNULUI CU ULEIURI ESENTIALE - Dana-Mihaela POP

Interpretari, discutii si concluzii

In Fig.1 si Fig.2, la concentratiile mai mici ale uleiului esential de Cimbru T-EQ in Etanol se poate observa
faptul ca dupd ziua 7 nu mai apar fotografii. Chenarul rosu marcheaza finalul testului pentru fiecare
concentratia. Acest lucru se datoreaza faptului ca, conform metodologiei din Zvolen, s-a considerat
testul gata in momentul in care miceliul a acoperit in totalitate hartia control, doar in caz contrar testul
continuand panain ziua 14.

La concentratia de 0,25% T-EO in Etanol, dupd 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniformd a
miceliului in ambele cazuri de putregai (Fig.1, Fig.2, Tab.1, Fig.3, Fig.4), totusi cantitativ apar niste
deosebiri. Atat in cazul Trametes versicolor, cat siin cazul Serpula lacrymans apare o mica inhibitie a
cresterii pe mediu (Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele
tratate cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirmad si cantitativ prin
faptul cd de la ziua 7 apare indicele de crestere pe hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare aceasta
concentratie nu prezinta potential fungicid.

La concentratia de 1% T-EQ in Etanol, dupd 4 zile, calitativ se observa o dezvoltare uniformd a miceliului
pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), desi cantitativ rezulta o mica tendinta de inhibitie pentru
amandoua (Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul a acoperit in totalitate toate hartiile (atat cele tratate
cat si hartia control) in cazul ambelor ciuperci (Fig.1, Fig.2), ceea ce se confirma si cantitativ prin faptul
cd de la ziua 7 apare indicele de crestere pe hartie (lpaper)=0%, deci O inhibitie. Prin urmare nici aceasta
concentratie nu prezinta potential fungicid acceptabil.

La concentratia de 10% T-EO in Etanol, dupa & zile, calitativ se observa o tendintd de dezvoltare a
miceliului inspre zona control pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), tendinta confirmatd si cantitativ
(Tab.1, Fig.3, Fig.4). Din ziua 7 miceliul ainceput sa creasca pe hartie, cu o usoard preferinta spre control,
pentru ambele ciuperci (Fig.1, Fig.2), preferintd evidentiata tare in evaluarea cantitativa (Tab.1, Fig.3,
Fig.4); mai puternic pentru putregaiul brun Serpula lacrymans (l,.e=53,33%) fatd de putregaiul alb
Trametes versicolor (1,.e=15,28%), pentru care repreintd si finalul testului. Din ziua 10, se observa ca
miceliul a acoperit in intregime hartiile (atat cele tratate cat si hartia control) si in cazul ciupercii de
putreagi brun (Fig.1, Fig.2, Tab.1, Fig.3, Fig.4). Aceasta concentratie a uleiului de Cimbru (Satureja
hortensis) prezinta un oarecare potential biocid antifungic, in primele zile.

La concentratia de 100% T-EO in Etanol, ulei esential pur, dupa 4 zile, calitativ se observa ca nu exista
crestere a miceliului pentru nici una dintre ciuperci (Fig.1, Fig.2), tendinta confirmata si cantitativ
(lss=100%) (Tab.1, Fig.3, Fig.4). inziua7 ciuperce este incd tot pe mediu, pentru putregaiul alb 7rametes
versicolor (ls,=100%) (Fig.1, Tab.1, Fig.3), iar in cazul putregaiului brun Serpula lacrymans |s,=39,39%
(Fig.2, Tab.1, Fig.4), prezentand un potential biocid crescut. La ziua 10 pentru putregaiul alb 7rametes
versicolor ciuperca este inca tot pe mediu (1s=90,91%), in schimb in cazul putregaiului brun Serpula
lacrymans , miceliul a ajuns pe hartia control (l,ape=100%), prezentand inhibitie totald. La sfarsitul
testului (ziua 14), in cazul putregaiului brun Serpula lacrymans, miceliul a ramas crescuta doar pe hartia
control (Ipaper=100%), fiind tot inhibitie totala. In cazul ciupercii de putregai alb Trametes versicolor
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