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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unei
compozitii antifungice pentru tratarea manei vitei-de-vie.
Procedeul, conform inventiei, constd in etapele de:
preparare a extractului alcoolic din ferigd Asplenium
scolopendrium utilizand un raport planta: solvent etanol
intre 1:7 si 1:15, amestecarea extractului filtrat cu o
solutie de azotat de argint in raport extract: solutie intre

3:1 si 1:3, mentinerea la lumina timp de 2...8h,
rezultand nanoparticule de argint fitosintetizate in
dispersie in extract hidroalcoolic de A. scolopendrium,
care se stocheaza la intuneric in vederea utilizarii intr-o
perioada de cel putin 4 luni .
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COMPOZITIE ECOLOGICA ANTIFUNGICA DE COMBATERE A TULPINILOR
FITOPATOGENE CARE AFECTEAZA VITA-DE-VIE S| METODA DE OBTINERE A
ACESTEIA '

Prezenta inventie se refera o compozitie ecologica de combatere a tulpinilor patogene
care afecteaza vita-de-vie (de tipul Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni,
(1888) responsabila cu aparitia manei vitei-de-vie), bazata pe nanoparticulé de argint
fitosintetizate utilizand extract de Asplenium scolopendrium L. |

Sunt cunoscute numeroase boli ale plantelor cauzate de agenti patogeni, cum ar fi
ciuperci, mucegaiuri, bacterii si virusuri. Multe dintre ele, de obicei legate de conditiile climatice
care favorizeaza debutul si difuzia lor, au consecinte dramatice, ducand la pierderi de randament
ale culturilor care pot avea un impact profund si, uneori, catastrofal asupra economiei agricole, in
special atunci cand boala isi asuma statutul de epidemie.

Un exemplu remarcabil din punct de vedere istoric al unei boli a plantelor care provoaca
consecinte devastatoare este infectarea culturilor de cartofi de catre Phytophthora infestans,
responsabild de marea foamete irlandeza de la sfarsitul anilor 1840.

Productia agricola la nivel mondial este amenintata permanent de numeroasele ciuperci
si bacterii fitopatogene. Pentru protectia randamentului si a calitatii produselor si pentru evitarea
pierderilor economice, aplicarea agentilor care controleaza bolile plantelor este o cerinta absoluta.
In acest sens acestea trebuie sa indeplineasca exigentele de mediu: sa nu dauneze mediului si
sanatatii umane, prin acumularea lor, sau prin aplicare directa.

Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl. & De Toni, (1888) este ciuperca ce produce
mana vitei-de-vie, foarte des intélnita in tara noastra si care poate sa duca la pierderi ale
productiei pana la chiar 80%. Atacul manei asupra vitei de vie se manifesta pe toate organele
aeriene cum ar fi: frunze, flori, ciorchini, lastari si boabe. Inca de primavara sporii de rezistenta
germineaza la suprafata solului umed la temperaturi peste 10 °C (optimul fiind 22-23 °C) si din
interior apare un filament micelian care cade pe sol. Sporii astfel formati ajung in timpul ploilor pe
frunze (partea interioara) unde patrund in tesuturile plantei producand infectia. Din aceét moment
apar pete galbene pe frunze deoarece Plasmopara viticola incepe perioada de hranire in frunza.
Boala propriu-zisa apare la aparitia unui puf alb care poarta sporii (viabili 7-8 zile) si reprezinta
miceliile. Acestia patrund in frunze prin stomate fiind mult mai bine drenati cand au si umiditate
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solurile care retin puternic apa si sa se distruga toamna frunzele si iarba din jurul plantatiilor si/sau
sa se realizeze si araturi adanci. Fruzele pot s fie atacate dupa ce ating o suprafatd 10-25 cm?
pana ce imbatranesc si au aspect variat pornind primavara de la o culoare galbena pana toamna
cand se brunifica (aspect uscat, ars). Pe spatele frunzelor apare un puf albicios care reprezinta
miceliul si sporii fungului. Atacul pe lastari se manifesta prin aparitia unor pete de culoare bruna
care pe timp ploios se acopera cu un puf albicios alcatuit din micelii cu spori. Coardele astfel
atacate nu mai ajung la maturitate. in anii foarte ploiosi ciorchinii tineri au cel mai mult de suferit
si duce la scaderea dramatica a productiei. Toamna, Plasmopara viticola, formeaza organele de
rezistenta care germineaza din nou primavara.

Compusii de cupru anorganici au fost primele biocide dezvoltate si utilizate. De remarcat
este produsul de reactie al sulfatului de cupru si al hidroxidului de calciu, cunoscut sub numele
de amestecul Bordeaux, care a fost dezvoltat la sfarsitul secolului al XIX-lea si care este inca
folosit pe scara larga pentru controlul multor boli fungice si bacteriene ale plantelor. Alte exemple
de saruri de cupru anorganice utilizate ca biocide sunt oxicloridele de cupru, hidroxizii de cupru,
oxizi de cupru carbonat de carbonat de amoniu. Solubilitatea sarurilor de cupru variaza de la
zero (oxid de cupru) pana la un nivel relativ ridicat (sulfat de cupru). Desi produsele cuprice sunt
eficiente, acestea nu se recomanda in prima parte a perioadei de vegetatie deoarece este
impiedicata buna crestere si dezvoltare a plantelor. Pe langa sarurile de cupru anorganice,
sarurile anorganice ale altor metale sunt cunoscute pentru activitatea lor biocida.

lonii metalici sau compusii care contin ioni metalici pot fi incorporati ca constituenti activi
in compozitii care contin alte ingrediente active. Sunt cunoscute combinatii cu acid fosforos si /
sau o sare si / sau un ester al acestora.

Fungicidele sistemice noi, cum ar fi fosetilul aluminiu si fenilamidele sunt eficiente datorita
incorporarii lor in tesuturile vegetale, dar absorbtia fungicidului de catre tesuturile de plante duce
la acumulari de compusi chimici.

Studiile ecologice de evaluare a riscurilor au aratat ca produsele din cupru, care in mod
obisnuit sunt aplicate la viteze mari de utilizare, pot fi toxice pentru pasari, mamifere, pesti si alte
specii acvatice. Astfel, in timp ce cuprul este un agent foarte util pentru controlul cresterii
organismelor patogene in medii diferite, este de dorit sa se reduca la minimum cantitatea de
cupru aplicata.

Dintre compusii organici, o serie de compusi chimici se utilizeaza ca si fungicide: incluzand

atil._benzimidazoli, imidazoli, pirimidine, triazoli, anilide, etc.
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in temeiul unor reglementari mai stricte, multe pesticide au fost deja interzise sau sunt in curs de
reconsiderare.

Brevetul US 4 075 324 revendica folosirea fosfitului cupros ca agent antifungic.

Brevetul WO 2006/136551 revendica folosirea combinatiilor fungicide intre cupru si acid
fosforos.

Brevetul EP 3 259 991 A1 revendica utilizarea de compozitii antifungice cupriniénd esteri
ai acidului benzoic si/ sau acid cinamic sau extracte de Styrax tonkinensis (Pierre) Craib ex
Hartwich, Styrax benzoin Dryand si/sau Styrax paralleloneurum Perk si Myroxylon balsamum
Harms var. pereirae Royle.

Brevetul WO 2006/006878 revendica o compozitie naturala antifungica bazata pe lapte
gras, ulei de soia, ulei de masline si ulei de nuca de cocos.

Brevetul US 2015/0344905 A1 revendica utilizarea unei compozitii fungicide dintre
lipopeptidele formate de tulpinile de Bacillus subtilis sau Bacillus amyloliquefaciens si unul sau
mai multi compusi intr-o cantitate eficienta din punct de vedere sinergic, de tipul: diclicol eter
sulfati de sodiu ai alcoolului gras, monododecanoat de sorbitan si cauciuc sintetic.

Brevetul WO 2008/007251 A2 revendica utilizarea unei compozitii antifungice bazata pe
metabolitii fungilor endofiti de Alternaria alternata, ca agenti antagonisti pentru Plasmopara
viticola.

Brevetul WO 2017/125656 Al revendica utilizarea unei compozitii antifungice ecologice
bazata pe diverse tipuri de extracte de Dittrichia viscosa, impotriva organismelor patogene din
familiile Basidiomycetes, Oomycetes, Ascomycetes si Deuteromycetes.

Scopul acestei inventii este gasirea unei solutii ecologice, ieftine si eficiente, de
combatere a tulpinilor patogene care afecteaza culturile de vita de vie si metoda de obtinere a
acesteia.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia consta in obtinerea unui nou tip de agent
antifungic, impotriva manei vitei de vie, concomitent cu proprietatea de a nu fi toxic pentru mediul
inconjurator si sanatatea umana si a fi ieftin si eficient.

Solutia ecologica de combatere a tulpinilor patogene care afecteaza culturile de vita de
vie, este bazata pe nanoparticule de argint fitosintetizate cu ajutorul extractului alcoolic de
Asplenium scolopendrium L., planta din resursa vegetala autohtona.

Pentru obtinerea extractului alcoolic de Asplenium scolopendrium materialul vegetal se
macina pana la dimensiuni sub 100 um, apoi se extrage prin folosirea etanolului de purifate 96%
Faestec etangl:apé (in rapoarte variabile intre 9:1 si 4:6), la o temperaturé intre 55-
erlpadéde timp variabila intre}%«gj‘t)‘%\_ytilizénd un raport material
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vegetal:solvent intre 1:7 si 1:15. Extractul se filtreaza pentru indepartarea materialului vegetal.
Fitosinteza nanoparticulelor de argint se realizeaza prin amestecul extractului cu o solutie de
azotat de argint (concentratie intre 1x10“ M si 0,1 M) in rapoarte variabile intre 3:1 si 1:3
(extract:solutie). Amestecul se pastreaza la lumina pentru o perioada de timp intre 2-8 ore. Se
formeaza nanoparticule de argint cu dimensiuni intre 10-80 nm aflate in dispersie in extractul
utilizat. Solutia continand nanoparticule de argint astfel obtinuta se pastreaza la intuneric sau in
recipiente brune, putand fi utilizata o perioada de cel putin 4 luni.

Solutia propusa, conform inventiei, inlatura dezavantajele utilizarii substantelor chimice
de sinteza, prin aceea ca utilizeaza materiale ieftine ce se pot recolta din natura, nu necesita
substante si solventi toxici si/sau periculosi, si este fara actiune negativa asupra mediului Si
sanatatii umane.

Avantajul utilizarii acestei solutii ecologice de combatere a tulpinilor patogene care
afecteaza culturile de vita de vie este ca utilizeaza solventi netoxici, este naturala si fara reactii

adverse, este ieftina, si nu prezinta actiune negativa asupra mediului si sanatatii umane.
Se dau in continuare doua exemple de aplicare a inventiei.

Exemplul 1

Nanoparticulele de argint au fost fitosintetizate utilizand un extract hidro-alcoolic (raport
etanol:apa 7:3) obtinut obtinut conform descrierii de mai sus, din rizomi de feriga A.
scolopendrium (extract obtinut utilizand un raport material vegetal:solvent de 1:8, la temperatura
de 72°C, timp de 2,5 ore) si sare de azotat de argint la o concentratie de 1,110 M (raport
extract: solutie de azotat de argint 1,5:1). Solutia nanostructurata obtinuta a fost testata din punct
de vedere antifungic impotriva manei vitei-de-vie cauzata de ciuperca Plasmopara viticola (Berk.
& M.A. Curtis) Berl. & De Toni, (1888). Microorganismul testat a fost izolat in laborator de pe
frunze de vita de vie si cultivat pe mediul de cultura Potato Dextroza Agar la 37°C (mediul de
cultura a avut urmatoarea compozitie: 4 g/L amidon din porumb, 20 g/L dextroza si 15 g/L agar)
suplimentat cu 1% cloramfenicol pentru evitarea infectarii bacteriene.

Metoda utilizatd pentru determinarea activitatii antifungice s-a bazat pe masurarea
diametrului de zonei de inhibitie [Behiry, S.I., EL-Hefny, M., Salem, M.Z.M., Toxicity effects of
Eriocephalus africanus L. leaf essential oil against some molecularly identified phytopathogenic
bacterial strains, Natural Product Research, 2019].

amEStecul nanostructurat testa,tf’ fgja"de‘SOW cat a fost diametru de
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inhibitie rezultat dupa testarea martorului pozitiv, un fungicid de sinteza continand doué substante
active (triadimenol si folpet), utilizat la o concentratie de 0,2% (conform instructiunilor
producétorului). '

Exemplul 2

Nanoparticulele de argint au fost fitosintetizate utilizand un extract alcoolic (etanol 96%)
obtinut obtinut conform descrierii de mai sus, din frunze de ferigd A. scolopendrium (extract
obtinut utilizand un raport material vegetal:solvent de 1:10, la temperatura de 70°C, timp de 3,5
ore) si sare de azotat de argint la o concentratie de 1,5x10° M (raport extract:solutie de azotat
de argint 1,25:1). Solutia nanostructurata obtinuta a fost testata din punct de vedere antifungic
impotriva manei vitei-de-vie cauzata de ciuperca Plasmopara viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl.
& De Toni, (1888).

S-a observat un diametru al zonei de inhibitie de 30 mm asupra microorganismului P.
viticola fata de rezultatul obtinut in cazul martorului pozitiv, un fungicid de sinteza continand doua
substante active (triadimenol si folpet), utilizat la o concentratie de 0,2% (conform instructiunilor
producatorului). i

in ambele exemple se observa o actiune antifungica buna a extractelor testate raportata
la actiunea martorului pozitiv. Avand in vedere ca sunt un bio-extract este mult mai recomandat

ca fungicid fata de cele de sinteza chimica deja existente pe piata.
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Revendicari

1. Compozitie antifungica nanostrucurata, caracterizata prin aceea ca este constituita din
nanoparticule de argint fitosintetizate si extract obtinut prin extractie termica din
componentele unei unei plante autohtone, Asplenium scolopendrium L. (utilizand drept
solvent etanol:apa la un raport intre 10:0 si 4:6, raport material vegetal:solvent intre 1:7-
1:15). Solutia nanostructurata este obtinuta prin amestecarea etractului cu o solutie de
azotat de argint (concentratie intre 1x10-4 M si 0,1 M) in rapoarte variabile intre 3:1 si 1:3
(extract:solutie), timp de 2-8 ore.

2. Compozitie antifungica pentru tratarea manei vitei-de-vie caracterizata prin aceea ca
este constituita din nanoparticule fitosintetizate aflate in dispersie in extract hidroalcoolic
obtinuit din rizomi ai ferigii A. scolopentrium (extract obtinut utilizand un raport material
vegetal:solvent de 1:8, solvent etanol:apa in raport 7:3, la 72°C, timp de 2,5 ore). Solutia
nanostructurata este obtinuta utilizand un raport extract:solutie de azotat de argint 1,1x
103 M de 1,5:1. '

3. Compozitie antifungica pentru tratarea manei vitei-de-vie caracterizata prin aceea ca
este constituitd din nanoparticule fitosintetizate aflate in dispersie in extract alcoolic
obtinuit din frunzele ferigii A. scolopentrium (extract obtinut utilizand un raport material
vegetal:solvent de 1:10, solvent etanol, la 70°C, timp de 3,5 ore). Solutia nanostructurata
este obtinuta utilizand un raport extract:solutie de azotat de argint 1,5x10* M de 1,25:1.




