n Universitatea
Transilvania

]| din Brasov

Scoala Doctorala Interdisciplinara
Facultatea de Design de Mobilier si Inginerie a Lemnului

Dana-Mihaela POP

Cercetari privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia
antifungica a lemnului - oportunitati si limite in contextul eficienta versuseco-
impact

Research concerning utilisation of some essential oils for the antifungal
bioprotection of wood - opportunities and limits in the context of efficiency
versus eco-impact

REZUMAT

Domeniul de doctorat: Inginerie forestiera

Conducator stiintific

Prof.dr. Maria Cristina TIMAR

BRASOV, 2024



n Universitatea Dana-Mihaela POP
Transilvania
II din Brasov

Teza de doctorat, 2024

Cercetdri privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului

Cuprins Rezumat/Teza
[T = e LI 1o )V <] TP 5/17
[0 o [Tl =] = T 6/18
Capitolul 1 - Stadiul actual a cunostintelor privind natura, compozitia, efectul biocid si aplicatiile uleiurilor
esentiale in bioprotectia leMAUIUI ... ————— 7/20
1.1, Istoricul uleiurilor @sentiale........ i ——————— 7/20
1.2, DefiNiFe Si SUMSE v 7/22
1.3, Proprietati fiZiCe ... 8/24
1.4. Metode de extractie a uleiurilor esentiale ... 8/24
1.5. Compozitia chimica a uleiurilor @sentiale ..., 8/32
1.6. Domenii de apliCaDIlITALE c..vvveeccrrreesr sttt 9/41
1.7. Efectul antifungic al uleiurilor esentiale ... 10/43
1.8. Cercetari privind utilizarea uleiurilor esentiale in bioprotecta lemnulUi........ccccoovuriiiniiieniiinnins 11/50
1.9. Toxicitatea si ecotoxicitatea uleiurilor esentiale.........cccviiiii, 11/58

I O R o U | 12/59
Capitolul 2 - Obiectivele cercetarilor eXperiMENTAIE........cuii bbb esss 12/61
g RS Yol o] o T I <= SRR 12/62
2.2. Prezentare generald @ 0DieCtiVeIOr . ... 12/62
Capitolul 3 - MetodOIOGIa B CEMCETAIE. ...t bbbttt 13/65
3.7, CoNCEPE MELOAOIOGIC . .cvuvuieiririiii s 13/65
T Y = U= == 14/66
3.2.1. Hartie suport pentru teste biologice tip SCreening ..., 14/66
T |V, = U] 1= U 1=T0 0 11 14/66
3.2.3. Uleiuri @Sentiale ..., 14/66
T o T oY ([T =N o ol (o [T o F= =l =N 14/68
3.2.5. Material biologic — FUNEi XIlOfABE ..o 15/69
3.2.6. Mediul de culturd — teste DIOlOGICE ... 15/70
3.2.7. Seminte pentru teste de fito-toxicitate ..., 15/71

3.3. Echipamente utilizate pentru pregatire probe si teste biologice........ccoviinriinnriinriinniiinninnn. 15/71
3.4. Metode de investigare Si eChipamente ... s 15/73
TR TS oY (8 L] 4= (= T 16/78
3.6. TESEE DIOIOZICE ..o 17/80
Capitolul 4 - O1: Stabilirea si validarea unui protocol analitic de [aborator ..., 17/82
L. 7. TOSER SCIEBMINE ..uvuvsiriririrsis ettt b bbb 18/83
4.1.1. Evaluare calitativad si cantitativa.......coocriniincssssssssssss, 19/87

L7 =13 (<N 0 01 T o] [ i 19/94

N



n Universitatea Dana-Mihaela POP
Transilvania
II din Brasov

Teza de doctorat, 2024

Cercetdri privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului

L N =T o 0 (0 ) (a1 = = R 20/103
L T oY Vel U4 TN 21/106

Capitolul 5 - 02: Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu potential efect biocid antifungic..21/107

5.1. Fise caracterizare uleiuri @5entiale ..., 21/108

5.2. Analiza comparativd a celor 5 uleiuri @sentiale......ciiiiiie, 21/11
5.2.7. Proprietati fiZiCe. ... s 21/11
5.2.2. Compozitie chimicd determinatd prin GC-MS. ... 22/112
5.2.3. ANALIZA FTIR oo bbb 23/122

Capitolul 6 - 03: Evaluarea comparativd a efectului biocid antifungic — selectarea produselor cu potential24/125

6.1. Consideratii generale asupra testelor screening efectuate si etape de cercetare................ 24/125
6.2. Rezultate testare si validare potential antifungic prin teste screening..........ccoccvvinniinnnins 25/128
6.2.1. Fise de rezultate testare si validare potential antifungic.........cccouriniinrisiisnisiisnis 25/12

6.2.2. Analiza comparativa a potentialului biocid antifungic al uleiurilor esentiale testate... 25/12
6.2.3. Analiza comparativd a rezultatelor experimentale obtinute in etapa de validare a

potentialului antifungic pentru C-EO Si T-EO......ccccciviriniiinniiisisisississsississnins 27/136

6.3 CONCIUZIT corveeeieieseeisei et 32/14
Capitolul 7 - O4: Determinarea eficientei biocide si a potentialului impact ecologic pentru doua produse selectate
(ulei esential de Cuisoare C-EO, ulei esential de Cimbru T-EO) ..., 33/147
7.7, Aspecte MetodOIOBICE. ... 33/147
7.1.1. Tratarea epruvetelor de lemn si pregdtirea pentru testul minibloc ..., 33/147
7.7.2. TESEUI MUNIDIOC ...t 34/150

7.1.3. Testul de spdlare probe lemn si testul de fitotoxicitate........oirinniissiisniiiniiane, 34/15
7.2. Rezultate experimentale ... s 35/152
7.2.7. TeStUl MINIDIOC ... s 35/152

7.2.2. Testul de fitOtOXCITALE ....cvuiecc 41/17
Capitolul 8 - O5: Teste preliminare de implementare in domeniul conservarii bunurilor de patrimoniu din lemn
......................................................................................................................................................................................................... 45/181
8.1. Argumente Si ODIECHIVE ... s 45/181
8.2. -05.1: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de prevenire a atacului fungic activabil in conditii
00 UMIAITALE (TOST PI) et sesee e s sttt esesteees st stssssssesesssssssststsssassestsssasasstsesesasstsssssasssstsesesassessesessesssssasas 45/183
8.3. -05.2: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de combatere a unui atac fungic activ (ciuperci
xilofage izolate de pe obiecte de PatrimONIU) ... 47/186
8.3.1. Rezultate Si diSCULii ... 47/186

8.4. - 05.3: Teste de implementare in cazuri concrete de conservare lemn/artefacte muzeu. 49/197

8.4.1. Rezultate Si diSCULIi.......ciririis s 50/199

w



n Uniue_rsita?ea Dana-Mihaela POP
I IIII Il:anBsﬂuama
in Brasov

' Teza de doctorat, 2024

Cercetdri privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului

8.5. - 05.4: Evaluarea influentei tratamentelor cu EOs asupra culorii suprafetelor de lemn si
comportdrii acestora la expunerea 12 IumMIiNA UV-VIS.......ccoosssssssssens 52/201
8.6. - 05.5: Evaluarea compatibilitdtii tratamentelor de bioprotectie cu EOs cu finisarea ulterioard si

influenta asupra culorii si comportadrii la lumind a suprafetelor finisate ..., 53/202
8.6.1. Rezultate experimentale Si CONCIUZii....cc.cvriniinriinis s 53/202
Capitolul 9 -Concluzii finale, contributii originale, directii viitoare de cercetare......eiicciineceiiee, 54/205
9.1, CoNCIUZii fINAIE ... v 54/205
9.2. Contributii OFIGINAIE ... —————————— 56/207
9.3. Directii viitoare de Cercetare......i 57/20

Bibliografie selectiva

Rezumat
Abstract



Universitatea
Transilvania

din Brasov

Dana-Mihaela POP

Teza de doctorat, 2024

Cercetdri privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului

Lista de abrevieri

Nr.crt | Abreviere Denumire completa Observatii
1 Ex.1...3 Examen de specialitate Original
2 R1..3 Raport stiintific Original
3 P1...P9 Publicatii stiintifice proprii Original
4 01....05 Obiectivele tezei Original
5 R-01....R-05 Rezultatele obiectivelor tezei Original
6 EO Ulei esential Comun
7 B-EO Ulei esential de Busuioc Original
8 C-EO Ulei esential de Cuisoare Original
9 0-EO Ulei esential de Oregano Original
10 | S-EO Ulei esential de Scortisoara Original
11 | T-EO Ulei esential de Cimbru Original
12 | LO Uleidein Comun
13 | BRE Biocide clasice cu eficientd recunoscuta Original
14 | RN Romalit N Original
15 | FTIR Spectrometrie in intrarosu cu transformata Fourier Comun
16 | GC-MS Gaz cromatografie cuplatd cu spectrometrie de masa | Comun
17 SEM Microscopie electronicd de scanare Comun
18 | TV Ciuperca Trametes versicolor Comun
19 | CP Ciuperca Coniophora puteana Comun
20 PP Ciuperca Postia placenta Comun
21 GT Ciuperca Gloeophyllum trabeumn Comun
22 | SL Ciuperca Serpula lacrymans Comun
23 FC1-B, FC1-W, SW Ciuperci izolate de pe obiecte de patrimoniu Original
24 HP, HPI, CT, DH, R, RS, VM | Teste screening Original
25 | TF Test fitotoxicitate Original
26 | TPr Test tratare preventiva Original
27 | Tcu Test tratare curativa Original
28 | TCuP Test tratare curativa obiecte de patrimoniu Original
29 | lsol Indice de inhibitie pe mediu Preluat
30 Ipaper Indice de inhibitie pe hartie Preluat
31 PM Pierdere de masa Original
32 | RPM Reducere de pierdere de masa Original
33 | U Umiditate Comun
34 | Abs Absorbtie de produs Comun
35 | WPG Retinere de produs Comun
36 PG Procent de germinare Comun
37 LMG Lungimea medie a germenilor Comun
38 | 1G Index de germinare Comun
39 | E1...E10 Ape de spalare Comun
40 | FCA Aria de acoperire cu miceliu Original




n Universitatea Dana-Mihaela POP
Transilvania
II din Brasov

Teza de doctorat, 2024

Cercetdri privind utilizarea unor uleiuri esentiale pentru bioprotectia antifungica a lemnului

Introducere

Lemnul reprezintd o resursa inestimabila pentru omenire, dar in ciuda multiplelor sale calitati, structura
sa il face vulnerabil la atacul agentilor biologici de degradare (Eriksson et al., 1990; Zabel & Morrell,
2020). Produsele biocide de sinteza au fost multa vreme considerate solutia ideald pentru protejarea
lemnului Tmpotriva degradarii biologice, dar cercetarile ulterioare au scos la iveald efecte secundare
ingrijordtoare ale acestor produse, atat asupra sandtatii umane, cat si asupra mediului inconjurator
(Jadon et al., 2022; Reinprecht, 2010). in fata acestei situatii, autoritétile competente au fost nevoite
sa impund reglementari stricte privind utilizarea produselor biocide de sinteza. in acest context, atentia
cercetatorilor si a specialistilor s-a indreptat catre solutii naturale, iar o data cu avansul tehnologic si
dezvoltarea metodelor moderne de investigare stiintifica, uleiurile esentiale au inceput sa fie
considerate o optiune promitatoare, datorita compozitiei lor chimice, in care sunt prezenti compusi cu
proprietdti remarcabile impotriva unei game largi de microorganisme, inclusiv fungi, bacterii si virusuri.
Fiind produse naturale care sustin viata si imunitatea plantelor din care provin, este de asteptat ca
aceste uleiuri sd reprezinte o alternativd mult mai prietenoasa cu mediul in comparatie cu biocidele
sintetice traditionale. Totusi, aspectele legate de posibilul impact ecologic datoritda unor componenti cu
activitate fitotoxic, au fost prea putin studiate si necesitd atentie si investigatii (Ferraz et al., 2022).in
plus fata de potentiale beneficii ecologice, utilizarea uleiurilor esentiale in conservarea patrimoniului
cultural ar putea aduce avantaje semnificative si din perspectiva sanatatii ocupationale. Specialistii in
conservare, restauratorii si alti profesionisti din domeniu sunt expusiin mod frecvent si pe termen lung
la substantele utilizate in tratamentele de conservare (Varnai et al., 2011).

Prin urmare, tranzitia catre utilizare a uleiurilor esentiale in conservarea lemnului nu este lipsita de
provocari. Este necesarad o cercetare aprofundata pentru a determina eficacitatea specifica a diferitelor
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 fata de artefact, mediu, siguranta si sanatatea omului.

Teza de doctorat incepe cu studiul de literatura privind uleiurile esentiale (Cap. 1), istoric, proprietati,
metode de obtinere, compozitie si caracterul antifungic al acestor uleiuri, domenii de aplicabilitate si cu
precddere domeniul tratarii lemnului, toxicitate si ecotoxicitate. Obiectivele si fazele de cercetare
(Cap.2) s-au bazat pe stadiul actual si scopul tezei. A fost elaborat si aplicat un concept metodologic
original (Cap.3). Pe baza studiului bibliografic s-au ales, adaptat si realizat diferite tipuri de teste care
s-au concluzionat intr-un protocol analitic de analizd (Cap.4 - O1) folosit ulterior pe intregul parcurs al
tezei pentru realizarea celorlalte obiective. Tot in urma studiului bibliografic s-au ales cinci uleiuri
esentiale: Busuioc (Ocimum basilicum) B-EO, Cuisoare (Eugenia caryophyllata) C-EO, Oregano
(Origanum vulgare) 0-EO, Scortisoara (Cinnamomum verum) S-EO si Cimbru (Satureja hortensis) T-
EO, care s-au analizat, s-au caracterizat si comparat (Cap.5 — 02). Acestor cinci uleiuri esentiale li s-a
testat potentialul antifungic (Cap.6-03) prin teste screening din protocolul analitic si in urma lor s-au
ales doua uleiuri esentiale: Cuisoare (Eugenia caryophyllata) C-EO si Cimbru (Satureja hortensis) T-
EO, cu care s-au continuat cercetdrile. Pentru cele douad uleiuri s-a determinat efectul antifungic pe
lemn, prin testul minibloc din protocolul analitic si s-a evaluat potentialul eco-impact prin testul de
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fitotoxicitate din protocolul analitic (Cap. 7-04). Conform domeniului de aplicare urmadrit in tezd, aceste
doua uleiuri esentiale s-au utilizat in mai multe teste originale de implementare a lor in domeniul
conservdrii-restaurdrii lemnului (Cap.8-05). Aceste teste dezvoltate completeaza protocolul analitic
elaborat anterior. Rezultatele prezentate in aceastd tezda aduc o contributie semnificativa la
cunostintele existente privind utilizarea uleiurilor esentiale in protectia lemnului impotriva fungilor
xilofage. Studiul ofera o analiza detaliata a eficacitatii si impactului ecologic al acestor uleiuri, precum
si a potentialului lor de utilizare in domeniul conservarii-restaurdrii lemnului. Acest lucru este bine
reflectat in concluziile tezei si directiilor viitoare de cercetare (Cap.9). Informatiile furnizate constituie o
baza de date valoroasa, cu aplicatii directe in conservarea stiintifica a lemnului, dar si in alte domenii
conexe.

Tezain sine este structuratd pe 9 capitole (192 de pagini), 46 de tabele, 92 de figuri si 162 de referinte.
Anexele tezei (177 de pagini) reprezinta baze de date importante pentru subiectul studiat.

Capitolul 1 - Stadiul actual a cunostintelor privind natura, compozitia,

efectul biocid si aplicatiile uleiurilor esentiale in bioprotectia lemnului

Termenul "uleiuri esentiale" are o origine fascinantd, fiind derivat din expresia "uleiul cel mai
important”. Aceastd denumire isi are radacinile in filozofia aristotelicd, care propunea ca intreaga
materie este alcatuita din patru elemente fundamentale: foc, aer, pamant si apa. In aceastd conceptie,
se considera ca exista un al cincilea element, numit "quinta esenta”, care reprezenta spiritul sau forta
vitald a materiei (Baser & Buchbauer, 2010).

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 comuna 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. (Essential
Oils pocket reference, 2019) De la descoperirea lor uleiurile esentiale au fost utilizate pentru arome si
aditiviin mancaruri, ca si afrodisiace, parfumuri, in cosmeticd, medicind si ritualuri religioase si ezoterice
(Dima & Dima, 2015).

1.2. Definire si surse

in conformitate cu a 7-a editie a Farmacopeei europene, un ulei esential este " Produs odorizant, in
general cu o compozitie complexa, obtinut dintr-o materie prima 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

~n

la modificari semnificative in compozitia sa chimica." (Rsbahani et al., 2015).

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

1.3. Proprietati fizice

Uleiurile esentiale sunt compusi volatili, transparenti, incolori sau usor colorati, variind de la nuante de
albastru (specifice musetelului) pana la tonuri de brun (asociate cuisoarelor) sau galben-portocaliu
(caracteristice portocalului), care se disting prin aroma lor inconfundabila (Dhifi et al., 2016; Laur, 2022).
Au solubilitatea excelentd in grasimi si solventi. Este important de mentionat ca uleiurile esentiale au
un indice de refractie si o activitate optica foarte ridicata (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, asa cum este
ilustrat in Fig. 1.1, care se pot utiliza. Alegerea metodei optime de extractie depinde de o serie de factori
critici, printre care se numara tipul de plantd procesatd, compozitia uleiurilor, cantitatea dorita de ulei
esential, calitatea finala a produsului, precum si considerente economice si de eficienta.

~  Hidrodistilarea — Presarea la rece Extractia cu fluid |
A supercritic
Distilarea cu aburisi
apa Extractia cu lichid

Distilarea subcritic

Distilarea cu aburi ——

Metode de
extractie a
uleiurilor esentiale

Metode
inovative

Metode

Hidrodifuzia
traditionale

Extractia cu N Extractie asistata

Enfleurage la 7 grasimi cu ultrasunete
rece/Metoda — " -
absarbiiei Extractia cu Extractie cu

Enfleurage solventi organici microunde

fierbinte/Macerare

Fig. 1.1 Sinteza a tehnicilor de extractie a uleiurilor esentiale

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; Jurgens & Viljoen, 2010). 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 cai de biosinteza, calea mevalonatului care duce la sesquiterpene, calea metil-eritritol
care duce la mono- si diterpene si calea acidului shikimic din care rezultd fenilpropene. (Baser &
Buchbauer, 2010) Aceste grupuri contin compusi ciclici si aciclici din diferite clase, cum ar fi hidrocarburi,
alcooli, esteri, fenoli, cetone, lactone, aldehide si oxizi (Fig. 1.2) (Turek & Stintzing, 2013).
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Allyl sulfides: diallyl sulfide, diallyl disulfide; Allicin Diallyl sulfide
L Pyrazines, Isothiocyanates, )

Fig. 1.2 Principalii compusi chimici ai uleiurilor esentiale’
1.6. Domenii de aplicabilitate

Uleiurile esentiale au un spectru larg de aplicatii in diferite industrii datorita complexitatii compozitiei
lor chimice si activitatii lor biologice. Au fost folosite in mare masura pentru proprietatile lor deja
observate in naturd, adica pentru activitdtile 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 farmaceutic, medical, terapeutic Si veterinar s-au raportat abordari 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). In industria alimentar3 uleiurile esentiale se
folosesc ca si conservanti naturali datorita proprietatilor lor antimicrobiene si antioxidante
(Bhavaniramya et al., 2019), care ajutd la prelungirea duratei de valabilitate a produselor alimentare.
Ele sunt utilizate in ambalaje si 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).
Sectorul agricol beneficiaza de proprietdtile 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 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., 2014a; SimCnkova et al.,, 2022; Singh & Chittenden, 2008; Timar et
al., 2022; Vettraino et al,, 2022; S.-Y. Wang et al., 2005; Yang & Clausen, 2007; Zhang et al., 2016; Zyani

1 (Dima & Dima, 2015)
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et al,, 2011). Aplicarea uleiurilor esentiale in conservarea patrimoniului cultural este promitatoare, in
special datoritd proprietatilor lor antimicrobiene si toxicitatii scazute (Varnai et al., 2011). De exemply,
uleiul esential de oregano s-a dovedit a fi extrem de eficient impotriva ciupercilor izolate din pielea
mumificatda arheologicd biodegradata, inclusiv Aspergillus tabacinus, Aspergillus tennesseensis si
Trichoderma longibrachiaturmn, atat in testele in vitro, cat si in testele pe pergament (Sanchis et al.,
2023). De asemenea, s-au obtinut rezultate bune in conservarea cartilor istorice si a materialelor de
hartie (Borrego et al., 2012; GOMEZ DE SARAVIA et al., 2008). in zona de patrimoniu din lemn, uleiul
esential de oregano, cel de cuisoare si cel de busuioc au dovedit puternic efect antifungic impotriva
unor tipuri de fungiizolate de pe lemn provenit dintr-o casa veche (Zyani et al., 2011). Tot oregano, intr-
0 alta cercetare impotriva unor fungi izolate de pe obiecte din lemn de patrimoniu din Serbia, a aratat

efecte antifungice comparabile cu un biocid (clorura de benzalconiu) folosit pentru comparatie (Stupar
et al,, 2014).

1.7. Efectul antifungic al uleiurilor esentiale

Efectul uleiurilor esentiale asupra fungilor poate fi urmarit/observat atat la nivel macromorfologic, cat
si la nivel celular. Unele dintre modificarile macromorfologice sunt: lipsa sporularii sau a pigmentarii,
modificarea numarului de conidii, ramificarea crescuta a hifelor sau modificarea dimensiunii acestora.
Aceste modificdri sunt consecinta activitatilor componentelor uleiurilor asupra proceselor enzimatice
implicate in formarea peretelui celular, care afecteaza cresterea ciupercii si morfogeneza, precum si
alte mecanisme prin care are loc moartea miceliului (Butta et al, 2023; Plavsic et al, 2017).
Proprietatile citotoxice ale EO, adesea datorate fenolilor, aldehidelor si alcoolilor, sunt cruciale pentru
efectele lor antifungice, deoarece acesti compusi pot pdtrunde in celulele fungice mai eficient in timpul
fazelor de crestere activa (Bakkali et al., 2008).

EOs

r Membrane associated structure proteins,
fatty acids are changed and inhibited the
¥ [ ) 'g ergosterol synthesis

0 s
0 e, Reduces the mitochondrial
L]
Q & Yae? membrane potential
Ca 0

K+ Dysfunction of ribosomes

Cell wall

o Cell membrane

%

Intracellular electrolytes §
leakage such as Ca
K* and Mg

Depletion of intracellular ATP pool

DNA breaks and gene expression
inhibited

Fig. 1.3 Mecanismul de actiune antifungic al uleiurilor esentiale?
In urma cercetdrii bibliografice din 15 articole s-au identificat 43 de uleiuri esentiale cu potential
antifungic, sintetizate tabelar in Baza de date anexatd la finalul tezei (BD 1).

2 (Maurya et al,, 2021)
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1.8. Cercetari privind utilizarea uleiurilor esentiale in bioprotecta lemnului

Tinand cont de caracteristicile compusilor chimici componenti ai uleiurilor esentiale, acestea au facut
obiectul mai multor cercetari si in ceea ce priveste utilizarea lor pentru protectia lemnului impotriva
fungilor lignicole din categoria ciuperci de mucegai, ciuperci 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
etal, 2011).

in cadrul cercetdrilor efectuate asupra efectelor uleiurilor esentiale impotriva ciupercilor de putregai alb
si brun, s-au evidentiat rezultate promitdtoare si semnificative. Din analiza acestora au rezultat
urmatoarele aspecte:

e 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.

e Aceste constatdri sunt sustinute si de investigatiile care au examinat compusi puri, unde
cinamaldehida (componentul principal al uleiului de scortisoard) si eugenolul (compusul
predominant in uleiul de cuisoare) s-au remarcat ca fiind cei mai frecvent testati si cu o eficienta
remarcabild. 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.

e Analizele comparative au relevat faptul cd, in general, eficacitatea uleiurilor esentiale s-a dovedit
a fi superioara impotriva ciupercilor de putregai brun in comparatie cu cele de putregai alb.

e Aceste descoperiri ofera 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 naturald si ecologica la tratamentele conventionale.
1.9. Toxicitatea si ecotoxicitatea uleiurilor esentiale

Ecotoxicitatea 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).

In ciuda activitatilor lor biologice puternice, uleiurile esentiale prezintd in general toxicitate scdzutd
pentru mamifere si pesti datorita absentei unor tinte specifice in aceste organisme, facandu-le potrivite
pentru utilizare ca ,pesticide verzi” in agriculturd si productia de alimente ecologice (Kumar et al., 2022).
Cu toate acestea, unele uleiuri esentiale pot provoca efecte adverse; de exemplu, uleiul de Melaleuca
alternifoliaa fost legat de toxicoza la animalele de companie (Kumar et al., 2022).

La om uleiurile esentiale sunt considerate destul de sigure in cazul respectdrii recomandarilor de
utilizare / concentratiei. Cu toate acestea, exista uleiuri esentiale a caror compusi pot provoca efecte
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adverse; de exemplu, uleiul de Melaleuca alternifolia a fost legat de dermatita de contact (Kumar et al.,
2022).

1.10. Concluzii

Uleiurile esentiale reprezinta o categorie de substante naturale cu o diversitate si complexitate
remarcabild. Cercetdrile stiintifice au confirmat ca uleiurile esentiale prezintd o gama larga de
proprietdti benefice, printre care se evidentiaza in mod deosebit efectele lor antifungice.

in domeniul protectiei lemnului impotriva atacurilor fungice responsabile pentru putregaiul brun si alb,
s-au remarcat uleiurile de busuioc, oregano, cuisoare, scortisoard, cimbru. Aceste uleiuri au demonstrat
o eficacitate promitatoare in inhibarea cresterii si dezvoltdrii acestor agenti patogeni, oferind o posibila
alternativad, potential mai ecologicd, 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. Este esential sa se efectueze cercetdri aprofundate privind eficacitatea pe termen lung si
impactul ecologic al utilizarii uleiurilor esentiale in protectia lemnului.

Rezultatele obtinute vor putea contribui la dezvoltarea unor metode de alternative de bio-protectie a
lemnului care sa fie atat eficiente, cat si sustenabile. Doar prin cercetare aprofundata asupra
oportunitatilor silimitelor utilizarii EOs se va putea aprecia corectin ce masura utilizarea acestor uleiuri
esentiale reprezinta o solutie viabila si responsabild pentru bio-protectia lemnului, respectiv
aplicabilitatea in domeniul conservadrii-restaurdrii bunurilor culturale din lemn.

Capitolul 2 - Obiectivele cercetarilor experimentale
2.1.Scopul tezei

Scopul tezei este sd identifice si sd testeze aplicabilitatea unor uleiuri esentiale in protectia antifungica
a lemnului, urmdrind in paralel eficienta acestora si impactul lor asupra mediului inconjurator. Ideea
centrald a studiului este aceea de a identifica uleiuri esentiale care sa prezinte o eficienta adecvata in
protectia antifungica a lemnului, avand in acelasi timp o nocivitate redusa pentru om si mediu.
Domeniul de aplicabilitate vizat in mod special este conservarea si restaurarea lemnului/mobilierului
istoric.

2.2. Prezentare generala a obiectivelor

Pentru atingerea scopului propus si considerand concluziile studiului literaturii de specialitate, in cadrul
acestei teze de doctorat au fost stabilite o serie de obiective experimentale clare si bine definite, menite
sa ghideze intregul proces de cercetare (Tab. 2.1).
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Tab. 2.1 Continutul si Obiectivele experimentale ale tezei

Cod Obiective
Stabilirea unui protocol analitic de laborator pentru identificarea produselor cu

01 activitate biocida antifungica (teste screening), testarea eficientei (teste minibloc) si
impactului ecologic (teste de fito-toxicitate); validarea protocolului prin teste pe
substante biocide clasice cu eficientd cunoscuta (BRE)

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

03 Testarea efectului biocid antifungic prin teste screening si selectarea produselor cu
potential

o4 Determinarea eficientei de protectie antifungica a lemnului si a potentialului impact
ecologic pentru produsele selectate

05 Oportunitati si limite de implementare in domeniul conservare-restaurare
lemn/mobiler istoric

Capitolul 3 - Metodologia de cercetare
3.1. Concept metodologic

Conceptul metodologic reprezinta o componenta esentiala a structurii generale a tezei, fiind integratin
aceasta (Fig. 3.1 - chenar negru). Acesta cuprinde procesul de selectie, adaptare siimplementare practica
a diferitelor tipuri de teste in vederea selectdrii variantelor adecvate pentru elaborarea protocolului
analitic specific obiectivelor tezei, aplicarea acestuia pe parcursul intregii cercetari, precum si alegerea
materialelor si a 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 tezei.

Fise de Fise de Fise de
rezultate validare rezultate
Fise caraclerizare R-03-1 R-03-2 R-03-3
B-EO, C-EO, O-EQ, Potential Potential Potential
$-EO, T-EO antifungic antifungic comparativ

ulelurt - Microscopie optica
esenliale SEM
fungicide (EO)
Selectare Tratare epruvete
Selectare- , produse cu lemn (pentru test Tes(;: :ZAIMS
H+P Adaptare-Testare W(m':‘,:‘ S potential minibloc)
Teste screening "’“0 ;9'° C-EO, T-EO 1 I
% R-03-2 A &
§, Selectare- Evaluare
N HP Adaptare-Testare . eficienta biocida
Lo Test minibloc PROTOCOL ANALITIC antifungica pe
3 '_’{ —> lemn
S R-01 J
2
a Selectare- ‘ Evaluare eco-
1 "'" Adaptare- Testare . 04 impact
Test fitotoxicitate .
Dezvoltare si aplicare teste in Y
\ o1 / JomenNi come ares CONCEPT METODOLOGIC
restaurare
EQin t
Kaslhebiibed (o] conser 14
restaurare o 05 J‘

!

[ Noi produse pentru conservare-restaurare
R

Fig. 3.1 Schema generala a tezei cu evidentierea conceptului metodologic complex specific tezei
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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 cercetari.

3.2.2. Material lemnos

Materialul lemnos folosit in testele mini-bloc (metoda adaptata dupa EN 113:1995) si testele originale
de evaluare a potentialului de utilizare in conservare-restaurare a fost lemn masiv de fag neaburit
(Fagus sylvatica L.) si alburn de pin (Pinus sylvestris L.), 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.

3.2.3. Uleiuri esentiale

Cercetarea a fost realizata utilizand cinci uleiuri esentiale pure (concentatie 100%), ambalate in sticlute
de 10 ml, comercializate sub marca Steaua Divina3 (Tab. 3.1). Pe parcursul experimentelor, aceste uleiuri
esentiale au fost folosite atat in stare purd (C=100%), cat si diluate in doi solventi diferiti: alcool etilic si
ulei de in. 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.

Tab. 3.1 Uleiurile esentiale (EO) utilizate experimental.

Nr.crt. | Ulei esential | Denumire stiintificd | Sursa ulei esential | Cod

1. Busuioc Ocimum basilicumn Steaua divind B-EO
2. Cuisoare Eugenia caryophyllata Steaua divina C-EO
3. Oregano Origanum vulgare Steaua divind 0-EO
4, Scortisoara | Cinnamomum verum Steaua divind S-EO
5. Cimbru Satureja hortensis Steaua divina T-EO

3.2.4. Produse biocide clasice

in cadrul cercetdrii, au fost utilizate si unele substante biocide clasice cu eficientd recunoscuta (BRE),
precum sulfatul de cupru (CuSO.), Romalit N (55% CuSO./ 45% K.Cr,0-), Biotin T* si Diffusit S°, unele cu
scopul validarii protocolului analitic si altele servind ca referinta pentru evaluarea eficientei uleiurilor
esentiale investigate in domeniul conservarii-restaurdrii. Aceste substante au fost selectate datorita
utilizarii lor curente si a eficientei demonstrate in acest domeniu.

3 https://www.steauadivina.ro/catalog/uleiuri-esentiale-10ml-71
“ https://ctsconservation.com/en/solvents-and-chemical-products/6080-biotin-t-pack-size-1-kg.html
5 https://www.pannon-protect.eu/files/roman/M _Diffusit%205%20ro.pdf
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3.2.5. Material biologic — Fungi xilofage

In cadrul testelor biologice s-au utilizat, in diferite etape, cinci tipuri de fungi lignicole xilofage din
familia Basidiomycetes, existente in colectia micologica a laboratorului din cadrul C11-ICDT(Tab. 3.2).

Tab. 3.2 Tipuri de fungi, denumire si coduri experimentale utilizate in teza®

Nr.Crt. Tip Denumire Cod
1 Putregai alb Trametes versicolor TV
2 Putregai brun Coniophora puteana CcpP
3 Putregai brun Postia placenta PP
4 Putregai brun Gloeophyllum trabeum GT
5 Putregai brun Serpula lacrymans SL

3.2.6. Mediul de cultura - teste biologice

In toate testele biologce s-a utilizat un mediu de cultura de tip MEA (extract de malt/agar).

3.2.7. Seminte pentru teste de fito-toxicitate

In cadrul studiului de fitotoxicitate, s-au utilizat initial doud specii de seminte, si anume salata (Lactuca
satival.) si creson (Lepidium sativurm L.)

3.3. Echipamente utilizate pentru pregatire probe si teste biologice

Experimentele din cadrul tezei de doctorat s-au realizat in cadrul Laboratorului de teste biologice si
imbatranire 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.

3.4. Metode de investigare si echipamente

In Tab. 3.3 sunt prezentate pe scurt metodele de investigare folosite pe parcursul prezentei cercetdri
pentru caracterizarea uleiurilor esentiale, identificarea/evidentierea biodegraddrii suferite de
epruvetele expuse la fungi, unele particularitati ale fungilor de putregai, analiza germenilor din cadrul
testelor de fitotoxicitate.

& https://www.indexfungorum.org/names/Names.asp
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Tab. 3.3 Metode de investigare utilizate in cadrul cercetarii

L Epruvete . .
Metoda de Epruvete | Uleiuri | Fungi Test Echipament Localizare
emn ungi
investigare lemn esentiale 8 fito folosit echipament
! tratate
Macroscopic Aparat Foto
Evaluare Canon 400D
o DA DA DA DA DA ICDT Brasov
vizualda Telefon Samsung '
- Foto note 10 plus
Stereomicroscop
. . Nikon
Microscopie
. DA NU DA DA DA SMZ25/SMZ18 ICDT Brasov
optica _
Microscop
portabil
. Spectrometrul
Spectrometrie
FT-IR NU DA DA NU NU FT-IR BRUKER ICDT Brasov
ALPHA
Focus GC echipat
Gaz cuun
cromatografie Spectrometru de
cu masa DSQll siun | FSIM UBB
. NU DA NU NU NU ' ,
spectroscopie autosampler Cluj-Napoca
de masa TriPlus (Thermo
GC-MS Electron
Corporation)
. . Ecole
Microscopie .
- Supérieure
electronica de ]
DA NU DA NU NU FEI, Quanta 250 du Bois from
scanare
Nantes-
SEM
France

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. 3.4

Tab. 3.4 Softuri utilizate pe parcursul tezei

Nr.crt

Denumire

Scop

Microsoft Word

Editare documente

Microsoft Excel

Calcul tabelar

Opus

Prelucrare spectre FTIR

CorelDraw; Inkscape;

Scheme, masuratori crestere miceliu
pe poze

Image)

Prelucrare foto, mdsurdtori crestere
miceliu pe poze

Photoshop, Paint

Prelucrare foto

Zotero

Soft gestionare referinte bibliografice
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3.6. Teste biologice

In cadrul acestei cercetari, au fost atent identificate/selectate, adaptate si realizate diverse tipuri de
teste biologice standardizate sau consacrate prin cercetari 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. 3.5.

Tab. 3.5 Tipuri de teste realizate pe parcursul cercetarii

Nr crt Tip test Denumire test Cod
1 Metoda Humar and Pohleven HP
Metoda Humar and Pohleven HPI
Test Reinprecht R
S Test CT (test adaptat dupa testul
4 Testare potential biocid ) CcT
! Reinprecht)
5 Test ICWSE DH
6 Test RS (Reinprecht) RS
7 Metoda dilutiei in mediu de agar VM
8 Evaluare eficienta biocida Test minibloc R
9 Evaluare eco-impact Test fitotoxicitate TF
10 Evaluare eficienta biocida Test tratare preventiva TPr
11 Evaluare eficienta biocida Test tratare curativa TCu
L Test tratare curativa - studiu practic pe
12 Evaluare eficienta biocida , ) ) TCuP
' obiecte de patrimoniu

Capitolul 4 - O1: Stabilirea si validarea unui protocol analitic de laborator

Acest capitol urmadreste realizarea primului obiectiv al tezei, respectiv stabilirea unui protocol analitic,

util in atingerea tuturor obiective propuse.

in Fig. 4.1 este prezentat schematic protocolul analitic care cuprinde trei tipuri de metode de testare.
In prima fazi se studiaza potentialul antifungic al produselor utilizate. Astfel este necesar a se stabili o
metodologie de testare care sa permita stabilirea efectul biocid antifungic. Dupad aceasta prima faza in
care s-a demonstrat eficienta produselor asupra fungiilor, 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.
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Identificare/selectare din
literatura
Adaptare conform obiectivelor
tezei
Testare pe substante biocide cu
eficienta recunoscuta (BRE)

Metode de
evaluare a
efectului biocid
antifungic
(teste screening)

Protocol analitic

N

Metode de evaluare
a impactului
ecologic

Metode de evaluare
a eficientei
fungicide

A

r

v v

Preluare/adaptare teste de
fitotoxicitate

Metode adaptate acceptate testare

international (Minibloc)

T BT Testare in laborator pe

substante biocide cu eficienta
recunoscuta (BRE)

Fig. 4.1 Schema protocolului analitic

4.1. Teste screening

Testarea eficientei unui produs de protectia lemnului prin metoda clasica EN 113 este laborioasa si de
lunga duratd, astfel apare necesitatea unor teste screening pentru o prima selectie a substantelor cu
potential biocid. in literatura de specialitate sunt prezentate diferite teste de tip screening, acestea fiind
cu aplicabilitate generala sau specifica pe alte domenii decat protectia lemnului: protectia patrimoniului
documentar (Borrego et al., 2012; GOMEZ DE SARAVIA et al., 2008), agricultur3 (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), medicind (Ullah et al., 2016).

Principial, testele screening urmaresc identificarea rapidd a substantelor cu potential biocid, relevatin
test prin inhibarea dezvoltarii/efectul letal asupra fungilor inoculate controlat pe un mediu de cultura
steril.

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
(Fig. 4.2), alese din litaratura si adaptate. Pentru validarea testelor de tip screening s-au folosit
substante biocide cu eficientd recunoscuta (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.
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Cutie Petri Cutie Petri Cufie Petrl

Inocul ciuperca Inocul ciuperca Inocul ciuperca

Disc hartie Whatman

|\ _Q Disc hartie Whatman|
(cate 2 suprapuse)

\ 1 _Jumatati disc
! hértie Whatman

~Mediu agar-malt Mediu agar-malt “Mediu agar-malt

Test HP (HPI) a TestRb TestCTc

Cutie Petri Cutie Petri
s Cutie Petri /

Inocul ciuperca Inocul ciuperca

4 Inocul ciuperca

Disc hartie
Whatman

Mediu agar-malt Mediu agar-malt

Mediu agar-malt + substant3 (otravit)

TestDHd TestRS e Test VM f
Fig. 4.2 Schemele principiale ale testelor screening

4.1.1. Evaluare calitativa si cantitativa

Evaluarea calitativa s-a realizat prin analiza vizuala a modului de dezvoltare a ciupercii din inoculul
initial si documentare fotografica, dupa diferite intervale de timp de la inoculare. S-a urmarit gradul de
dezvoltare/extindere a miceliului ciupercii precum si eventuala orientare preferentiala (control vs.
biocid). Acest lucru a fost necesar atat pentru a urmdri evolutia dezvoltdrii ciupercii functie de conditiile
de testare cat si pentru a stabili perioadele de examinare relevante si duratele maxime de testare.

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

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

Pentru Testul RS s-a preluat metoda de evaluare cantitativa de la laboratorul de teste micologice de la
Universitatea tehnica din Zvolen si anume masurare cu rigla a cresterii miceliului pe mediu si pe hartie,
pentru a putea calcula ulterior indicele de inhibitie a cresterii ciupercii pe mediu (lso, %) si indicele de
inhibitie a cresterii ciupercii pe hartie (lpaper, %)

4.2. Teste minibloc

Testele minibloc au ca scop verificarea efectului biocid (fungicid) pe lemn al unor produse cu potential
efect biocid prefigurat anterior prin teste screening. S-au realizat doua tipuri de teste (Fig. 4.3, Fig. 4.4)
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Cutie Petrl _Cutie Petri

Sita de plastic

Inocul ciuperca Inocul ciuperca

_ Furnire | B __Jumatati disc

hartie Whatman

Mediu agar-malf “Mediu agar-malt

a b
Fig. 4.3 Aspecte comparative privind modul de dispunere a epruvetelor intre testul minibloc A (a) si testul screening CT

(b)

Cufie Petri

Cutie Petri

Sita de plastic

— Inocul ciuperca Inocul ciuperca

Disc hartie
Whatman

Epruvete lemn

Mediu agar-malt " Mediu agar-malt

Fig. 4.4 Aspecte comparative privind modul de dispunere a epruvetelor intre testul minibloc R (a) si testul screening RS
(b)
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 masad a
epruvetelor in urma atacului fungic, epruvetele fiind plasate pe un mediu de culturd inoculat cu ciuperca
de testare. Validarea acestor teste a folosit doua uleiuri esentiale, alese dupa studiul bibliografic.

4.3.Test fitotoxicitate

in contextul protectiei lemnului impactul ecologic poate sd fie atat direct (in momentul aplicarii
tehnologiei de tratare a lemnului) cat si indirect (prin substantele care ajung sa influenteze diferite
componente de mediu prin folosirea lemnului tratat).

in urma cercetdrilor bibliografice s-a ales un test de fitotoxicitate realizat pe seminte, in care se
analizeaza atat calitativ — vizual cat si cantitativ modul in care o substanta influenteaza germinarea si
cresterea germenilor (Roccotiello etal., 2011). Teste asemandtoare testului ales se gdsesc de cumparat
si sub forma de kit.” 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 test. Astfel s-a realizat un
test de spdlare a epruvetelor de lemn tratate pentru testul minibloc R, conform SR EN 84:2000.

’https://www.microbiotests.com/toxkit/phytotoxicity-test-with-phytotoxkit-liquid-samples/
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4.4.Concluzii

Atat testul RS cat si testul CT au avut rezultate similare sau cu aceeasi tendinta, dar datorita faptului
cd pentru testul RS metoda de mdsurare s-a dovedit mai fezabild si cd pentru acest test exista si
referinte in literatura (ex. Panek et al., 2014b), s-a decis folosirea acestui test mai departe in prezenta
cercetare.

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

Evaluarea impactului asupra mediului se va evalua pe baza rezultatelor obtinute prin testul de
fitotoxicitate TF completat cu test anterior de spadlare.

Capitolul 5 - 02: Identificarea si caracterizarea unor uleiuri esentiale cu
potential efect biocid antifungic

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
fungile 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 cercetarile efectuate in cadrul acestei teze de doctorat 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-EQ (Satureja hortensis).

5.1. Fise caracterizare uleiuri 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 detaliatd a
profilului si calitdtii fiecarui ulei esential. Aceste date au fost sintetizate in mod original in fise de
caracterizare pentru fiecare ulei esential, oferind o imagine completd asupra acestor produse (BD-02).

5.2. Analiza comparativa a celor 5 uleiuri esentiale
In aceasta sectiune se prezinta o analiza comparativd a principalelor proprietdti 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 (Scortisoard) si T-EO (Cimbru) considerate in aceasta

teza de doctorat. Analiza a fost realizatd pe baza datelor si rezultatelor experimentale din fisele
individuale de caracterizare a uleiurilor esentiale.

5.2.1. Proprietati fizice

Datele comparative pentru cele 5 uleiuri esentiale sunt centralizate in tabelul Tab. 5.1
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Tab. 5.1 Proprietati fizico-chimice comparative ale celor 5 uleiuri esentiale utilizate

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

5.2.2. Compozitie chimica determinata prin GC-MS

Tab. 5.2 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 [%]
Nr. Component chimic identificat (Procent arie pic / total arii picuri identificate) Obs.
cr. B-EO C-EO 0-EO S-EO T-EO
1 vy —Terpinen 3,49 11,37 MT
2 o —Terpinen 15,07 MT
3 p-Cimen 13,79 3,59 MT ar.
4 Mircen MT
5 | B-Caryophyllene 17,12 7,28 ST
6 | a-Linalool 25,63 5,11 3,85 9,42 Alcool
7 Carvacrol 53,16 32,22 Fenol
8 | Eugenol 77,34 Fenol
9 Eugenyl acetate Ester
10 | Taragon (Estragol, metil-chavicol) 60,55 Eter
11 | Cinam aldehida 47,03 Aldehi(.jév
aromatica
12 | Cinamil acetat 7,96 Ester
13 | 2-Norpinen 3,21 MT
14 | o-Pinen 6,91 3,26 7,23 MT
15 | Camphene 4,99 MT
16 | Eucaliptol (Cineole) 3,36 3,37 4,63 Eter
17 | a-Caryophyllene (Humulen) 3,73 ST
18 | meta-Eugenol 12,87 Fenol
19 | Carryophylene oxide 3,72 Eter
20 | para-lsopropil-benzoat de etil 7,75 Ester
21 Cicloundecatriena 4,92 Triena
Total 94,31 94,46 89,54 89,68 95,94
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Rezultatele privind compozitia chimica comparativa, determinata experimental prin GC-MS, pentru
cele 5 uleiuri esentiale sunt centralizate in Tab. 5.2 care prezinta procentele de arii relativ la total arii
componenti identificati, exclusiv pentru componentii identificati cu pocent >3%.

Datele experimentale confirma informatiile privind compusii chimici majoritari din compozitia EOs
specificate in fisele tehnice de produs, dar reliefeaza in acelasi timp diferente de concentratie, precum
si existenta in procentaj de minimum 3% si a altor compusi. Acestia sunt monoterpene (2-Norpinen, o.-
Pinen, camphene), sesquiterpene (a-Caryophyllene sin. Humulen), eteri terpenici (eucaliptol,
caryophyllene oxide), fenoli (meta —Eugenol), esteri (p-isopropil-benzoat de etil) si se regdsesc
diferentiat in compozitia uleiurilor analizate. Desi datele centralizate se refera exclusiv la componenti
cu concentratie de minimum 3%, datele experimentale reliefeaza complexitatea compozitionala a
uleurilor esentiale, precum si individualitatea acestora dpdv compozitional.

In acest context, este important de specificat faptul cd 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)).

5.2.3.Analiza FTIR
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Fig. 5.1 Spectre FTIR_Atr comparative pentru cele 5 uleiuri esentiale, inregistrate pe tot domeniul 4000-6000 cm™ (a)
si zona de amprenta digitald 1800-600 cm™ (b)
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in Fig. 5.1 se prezinta spectrele FTIR-ATR comparative ale celor 5 uleiuri esentiale analizate. in
concordantd cu concluziile analzei GC-MS spectrele FTIR vin sd confirme complexitatea si
individualitatea compozitionalda a uleiurilor esentiale analizate. Astfel, desi se evidentiaza unele
asemadnadri intre spectre (0-EO cu T-EO, C-EO cu B-EO), respectiv existenta unor benzi de absorbtie
comune pentru diverse EQOs, spectrele nu se suprapun, fiind strict specifice, cu precadere in zona de
amprenta digitala.

in concluzie, rezultatele investigatiilor din acest capitol reliefeaza particularititile fizico-chimice si
compozitionale, asemanadrile si deosebirile dintre cele 5 uleiuri esentiale investigate (B-EO, C-EO, O-
EO, S-EO, T-EO), oferind o baza fundamentald in intelegerea/explicarea proprietatilor lor biologice,
inclusiv caracterul fungicid. Caracterul activ antifungic al unor componenti majoritari ai acestor uleiuri,
cum ar fi eugenolul, carvacrolul, aldehida cinamica 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 fi influentata de tipul
fungilor.

Capitolul 6 - 03: 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-EO (Eugenia caryophyllata), O-EO
(Origanum vulgare), S-EO (Cinnamomum verum) si T-EO (Satureja hortensis) si rezultatele obtinute.
Pentru a determina potentialul lor antifungic fata de o serie de fungi 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

Pentru realizarea obiectivului O3 al tezei, cercetarile efectuate si prezentate in acest capitol au vizat
urmatoarele:
e Evaluarea potentialului antifungic fata de ciuperci xilofage reprezentative pentru
biodegradarea lemnului pentru fiecare dintre cele 5 uleiuri esentiale considerate;
e Evaluarea comparativd a rezultatelor obtinute pentru cele 5 uleiuri esentiale in vederea
unei ierarhizdri a acestora dpdv al potentialului biocid antifungic;
e Selectarea a doud uleiuri esentiale cu potential pentru continuarea cercetdrilor (04, O5)
e \Validarea rezultatelor prin retestarea uleiurilor esentiale cu potential selectate.

Cele 5 uleiuri esentiale utilizate 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.
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Tab. 6.1 Teste screening RS: date privind concentratiile uleiurilor esentiale, solventii si materialul biologic utilizate in

testarea si validarea potentialului antifungic (etape de realizare 03)

iy 15 Concentratie
3 L g 8 EOs Solvent EO in solvent Material biologic
] Obiectiv L
w It [mI/100 ml]
B-EO 0,25 .
) Putregai brun:
Testare potential C-EO 1
] ] Serpula lacrymans (Wulfen)
1 antifungic (Zvolen) RS 0-EO Etanol 10 ;
Putregai alb:
Selectare 2 EOs S-EO ,
100 Trametes versicolor(L.)
T-EO
0/ Control Putregai brun:
C-EO I Postia placenta (Fr.)
RS Etanol ]
T-EO 5 Putregai alb:
Validare potential 10 Trametes versicolor|(L.)
2 | antifungic (Brasov) 0/ Control LO
ontro i .
EOs selectate Putregai brun:
. C-EO Uleidein 1* Postia placenta (Fr.)
T-EO (LO) 5 Putregai alb:
10 Trametes versicolor(L.)

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

6.2. Rezultate testare si validare potential 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 reprezentdri grafice au fost

sintetizate in fise de evaluare a potentialului fungicid pentru fiecare ulei si experiment in parte.

6.2.1. Fise de rezultate testare si validare potential antifungic

Datele experimentale rezultate in urma testelor screening au fost sintetizate in 3 tipuri de fise:

e Fise de rezultate potential antifungic (R-03-1), in numadr de 5 fise realizate separat

pentru fiecare tip de ulei esential (BD-03/1);

e Fise de validare potential antifungic (R-03-2), in numar de 2 fise de validare realizate

separat pentru fiecare tip de ulei esential ce a fost selectat dupa faza 1 de testare (BD-

03/2);

e Fise de rezultate potential antifungic comparativ functie de tipul de fungi (R-03-3), in

numar de 2 fise realizate pentru fiecare tip de ciuperca testatd, cuprinzand comparativ

rezultatele cu ambele uleiuri selectate (BD-03/3).

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

Potentialul antifungic pentru fiecare tip de ulei studiat si concentratie functie de tipul de ciuperca
utilizatd, respectiv Trametes versicolor - putregai alb si Serpula lacrymans - putregai brun este ilustrat
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in Fig. 6.1(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
o o
o o o (=} (=}
(=] (=1 o 13 o (=] 3 o
3 g 8 3 8 8 & g 8 =
@ -~ - © - — f=2 —
100 = 100
90 90
8
80 80 S
7 70
60 5 60
~
50 8= ¢ 50
<3
3
40 40
30 © 30
N
20 e 20
10 8 88 8 8 88 88 8 8 10 888 8 888 888 88
o o0 o o oo o o o O o oo o o oo o oo P~
0 0 « P
B-EC C-EO O-EOQ S-EO T-EO B-EO C-EQO O-EO S-EO T-EO
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Fig. 6.1 Indicele de inhibitie a cresterii ciupercii (lsol Sau lpaper) determinat la finalul testului (zile diferite pentru fiecare
ulei si concentratie), comparativ pe tipul de ciupercd 7rametes versicolor- putregai alb - a si Serpula /acrymans -
putregai brun - b pentru toate uleiurile esentiale testate la concentratiile studiate.

Concluzie TV: Datele obtinute pentru uleiul esential de Cuisoare C-EQ, indica potentialul biocid cel mai
ridicat fatd de putregaiul alb ( Trametes versicolon, prin faptul cd acesta se manifesta de la concentratia
de 1%. Potential antifungic fatd de TV prezinta si uleiurile esentiale de Scortisoara S-EO si de Cimbru
T-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 obtinuta pentru
S-EO.

Concluzie SL: Uleiul esential de Cuisoare C-EO este singurul ulei esential care prezintd potential biocid
antifungic, incepand cu concentratia de 1% pana la 100%. Uleiul de Cimbru (10%) prezinta un efect initial
de inhibitie a dezvoltarii miceliului pe mediu, dar acesta dispare dupa 7 zile de lainoculare, 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, functie de tipul ciupercii, s-
a realizat o schemd sub formd de "tabld de sah”, prezentatd in Fig. 6.2. 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 (D z_14 (1D
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-EO 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_1k(@) z_1k(@)
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, pind in ziua Zy

Fig. 6.2 Prezentare schematicd, tip "tabla de sah”, a uleiurilor esentiale la concentratiile studiate, cu reliefarea
concentratiilor pentru care s-a demonstrat potential biocid antifungic, comparativ pentru cele doua ciuperci testate
Trametes versicolor (putregai alb) si Serpula lacrymans (putregai brun)

Concluzie: in urma evalu&rii comparative a potentialului biocid antifungic a celor 5 uleiuri 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).

6.2.3. Analizd 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.

Validarea potentialului antifungic s-a realizat prin testarea celor douad 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 alb si Trametes versicolor -putregai alb.
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6.2.3.1. Validarea potentialul biocid pentru uleiul esential de Cuisoare C-EO (Eugenia

caryophyllata)

Conform celor prezentate anterior 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 doud 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 (Iso) si pe hartie (I,aper) pe toatd perioada de monitorizare, pentru
fiecare concentratie a uleiului esential de Cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) in cei doi solventi
studiati.
C-EO/LO - Trametes versicolor C-EO/Etanol - Trametes versicolor

O1% @5% @10% o O1% @5% ®10% 100,0

100

Indice inhibitie, %
(5]
o
Indice inhibitie, %
o
o

10% 20
5%

Duratd de incubare, zile

Durata de incubare, zile

a b

lso - chenar si scris negru

Isnl

paper lpaper - Chenar si scris rosu

Fig. 6.3 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (Iso) $i pe hartie (lpaper) pentru uleiul esential de Cuisoare C-EQ
(Eugenia caryophyllata) la 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 dezvoltd 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 (lpaper) scdzand de la 100% la 0% valoare inregistrata la sfarsitul testului (ziua 11). In cazul C-
EO/LOin ziua 7 ciuperca TV incepe sa urce pe hartie, neobservandu-se insa vreo preferinta (BD-03/2
— R-03-2/C-EQ). Ulterior, in ziua 9 se poate vedea un efect de inhibare (lpaper=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 pana la
sfarsitul testului se mentine aceasta tendinta de inhibare a ciupercii TV, in ziua 11 indicele de inhibitie
(Ipaper) fiind 26,67%. C-EO/Etanol la aceastd concentratie (5%) prezinta efect de inhibare a dezvoltarii
ciupercii TV. Abia in ziua 9 ciuperca ajunge pe hartia control (l,aper=100%), dar pana la sfarsitul testului
valoare indicelui (lpaper) ajunge la 46,7%.
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La concentratia de 10% C-EO/LO ciuperca TV ajunge pe hartia control (l,ape=100%) in ziua a 7 a de
monitorizare. Efectul inhibitor se mentine pana la sfarsitul testului, dar valoarea indicelui (lpaper) sScade
de la 100% la 62,96%, valoare obtinutd in ziua 11. In ceea ce priveste C-EO/Etanol la concentratia de
10% se observa clar o intarziere in dezvoltarea ciupercii TV, prin faptul cd aceasta ajunge pe hartie doar
la finalul testului, iar indicele de inhibitie (I,aper) 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 grafic in Fig. 6.4 unde se poate observa evolutia indicilor
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. 6.4 a;
etanol - Fig. 6.4 b).

C-EO/LO - Postia placenta C-EQ/Etanol - Postia placenta

0 1,
01% @5% m10% O01% 05% O10%

100
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£ 60 E
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g 40 2 2 1 50 1%
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0
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3 5 7 9 11 3 5 7 9 11
Durata de incubare, zile Durata de incubare, zile
a b

| I - chenar si scris negru

sol

paper lpaper = Chenar si scris rosu

Fig. 6.4 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (lsa) si pe hartie (Ipaper) pe toata durata de monitorizare, pentru
uleiul esential de Cuisoare C-EO (Eugenia caryophyllata) la 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 lafinalul testului, cand valoare indicelui de inhibitie calculate (l,aper) €ste 36%. La aceasta concentratie
de 1% si in 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 negativa mare (lpaper = -52,38), ceea ce ar ardta cd tratamentul C-EQ/Etanol 1% ar
favoriza cresterea ciupercii PP.

La concentratiade 5% C-EO/LOin ziua 7 ciuperca PP ajunge pe hartie, avand inhibitie totald (Iaper=100%),
dar pana la finalul testului, ziua 11 indicele (lpaper) are valoarea 87,18%. C-EO/Etanol la aceastd
concentratie prezintd efect de inhibare absoluta a dezvoltarii ciupercii PP, care se mentine pand la
sfarsitul testului.
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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 (1) avand valoare de 100%. in ceea ce priveste
C-EO/Etanol la concentratia de 10% situatia este similara cu C-EO/Etanol 5%, adicd prezinta efect de
inhibare absoluta a dezvoltdrii ciupercii PP si se mentine pe intreaga durata a testului.

6.2.3.2. 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 cuantifica 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 (ls)
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. 6.5 a; etanol — Fig. 6.5 b) se
prezintd sub forma grafica in Fig. 6.5.

T-EQ/LO - Trametes versicolor T-EO/Etanol - Trametes versicolor
m5% E10% 05% m10%
100 100 100
100 100,00
100
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paper lpaper - Chenar si scris rosu

Fig. 6.5 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (lso) si pe hartie (lpaper) pentru uleiul esential de Cimbru T-EO
(5atureja hortensis) la concentratiile testate cu cei doi solventi studiati (ulei de in — a; etanol — b) pentru putregaiul alb
Trametes versicolor.

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

La concentratia de 10% T-EO/LO din ziua 7 se manifestd inhibitie totala (lpaper=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 absoluta (ciuperca nu s-a dezvoltat deloc dupa
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inoculare), iar cealalta prezintd inhibitie totala (lsar = 33,33%, la finalul testului) (BD-03/2 - R-03-2/T-
EO).

Pentru putregaiul brun Postia placenta in Fig. 6.6 se prezinta sub formad grafica evolutia indicilor de
inhibitie a cresterii pe mediu (lso) i pe hartie (lyaper) pe parcursul celor 11 zile de monitorizare, pentru
fiecare concentratie a uleiului esential de Cimbru T-EO (Satureja hortensis) cu cei doi solventi studiati
(ulei de in - Fig. 6.6 a; etanol — Fig. 6.6 b).

T-EQ/LO - Postia placenta T-EO/Etanol - Postia placenta
B5% = 10% @5% @10%
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Fig. 6.6 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (Iso) $i pe hartie (lpaper pe toatd 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-EO/LO prezinta potential antifungic prin inhibarea de dezvoltare a ciupercii PP,
in ziua 11 indicele de inhibitie (Ipaper) €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 multincetinita in dezvoltare, cu o preferintd clara
inspre control. In ultima zi de testare ciuperca incd nu a ajuns pe hartie, iar indicele de inhibitie (Is0) este
51,67%. In ceea ce priveste T-EO/Etanol 10% se mentine efectul de inhibare absolutd a dezvoltarii
ciupercii PP pana la sfarsitul testului.

6.2.3.3. Analiza rezultatelor experimentale obtinute functie de tipul de fungi

Valorile celor doi indici: de inhibitie a cresterii pe mediu (lso) si de inhibitie a cresterii pe hartie (Iaper) la
sfarsitul testului (ziua 11) pentru cele doua 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. 6.7, pentru ambele tipuri de ciuperci.
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Fig. 6.7 Evolutia indicilor de inhibitie a cresterii pe mediu (Iso) si hartie (lpaper) 12 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.

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 p/acenta (PP), datoratd 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 fatd de uleiul esential de Cuisoare C-EO impotriva putregaiului alb 7rametes
versicolor(TV), pentru care ciuperca ajunge pe hartie (C-EO).

In cazul utiliz&rii C-EO si T-EO in LO, nu s-au obtinut inhibdri absolute pentru niciuna din cele doud
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 totald (lpaper =100%) pentru T-EQ/LO 10% pentru de Trametes versicolor
si C-EQ/LO 10% pentru Postia placenta.

6.3.Concluzii

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

e 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).
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e 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
(Trametes versicolon) si PP (Postia placenta), indiferent de tipul de mediu de dilutie si de
concentratie.

e 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.

e 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 fata de ciuperca de putregai alb 7rametes
versicolor, indiferent de mediul de dilutie folosit.

¢ Potentialul antifungic mai redus al uleiurilor esentiale (C-EO si T-EO) fatd de 7rametes versicolor,
in comparatie cu Postia placenta se 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., 2014b; Voda et al., 2003).

Capitolul 7 - O4: 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 bazi al tezei, obiectivul 4 a vizat evaluarea a doud aspecte deosebit de
importante in dezvoltarea unor potentiale noi produse pentru bioprotectia antifungica a lemnului si
anume: eficienta lor biocidd si potentialul lor eco-impact. Punerea in balantd si evaluarea in aceeasi
etapad de dezvoltare a acestor aspecte reprezinta o necesitate intr-o abordare ecologica si sustenabila
in bio-brotectia lemnului, respectiv dezvoltarea si testarea de noi produse aplicabile in domeniu.

Pentru atingerea acestui obiectiv s-au realizat in paralel doua tipuri de teste:
e Test minibloc pentru validarea efectului antifungic si evaluarea eficientei pe probe de
lemn tratat;
e Test de fitotoxicitate pentru evaluarea potentialului eco-impact datorita fenomenului de

spalare de pe lemnul tratat a unor posibil compusi toxici (Fig. 7.1).
7.1. Aspecte metodologice
7.1.1.Tratarea epruvetelor de lemn si pregatirea pentru testul minibloc

Cele doua 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, soutiile obtinute fiind folosite pentru a trata
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materialul lemnos. Pentru C-EO s-au folosit dilutii 1%, 5% si 10%, iar in cazul T-EO dilutiile au fost 5% si
10%, in ambii solventi. Materialul lemnos folosit a fost lemn de fag neaburit (Fagus sy/vatical..) si alburn
de pin (Pinus sylvestris L.), 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). Modul de debitare a probelor si procedurile de tratare si pregatire pentru testare sunt similare
principial cu cele raportate de Reinprecht si colaboratorii ((Panek et al., 2014c)).

Sterilizare
initiala

Uscare
(determinarea
umiditatii)

Epruvete martor
lemn, netratate

Uscare

Uscare si
conditionare

&
<

Uscare
(determinarea
umiditatii)

Ape de

spalare Test spalare

Test Minibloc

Uscare

Sterilizare

(determinarea
umiditatii)

Fig. 7.1 Schema proceselor de pregdtire a epruvetelor de lemn pentru testul minibloc si obtinerea apelor de spdlare

Test TF

[ORURORD

pentru testul de fitotoxicitate

7.1.2.Testul minibloc

Testul minibloc R folosit este cel prezentat pe larg in capitolul 4. 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 probe lemn si testul de fitotoxicitate
Testul de fito-toxicitate (TF) completat cu testul de spdlare conform EN 84:2000 aplicat anterior, sunt
cele prezentate in detaliu in capitolul 4. Pe langa indicii determinati prezentati in capitolul 4, procentul

de germinare si lungimea medie a germenilor s-a mai calculat si indicele relativ de germinare (Gl, %),
indicator complex ce cumuleaza indicii anteriori (Bae et al., 2014; Di Salvatore et al., 2008).
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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) diluate in cei doi solventi:
ulei de in (LO) si etanol au fost realizate in doud etape de cercetare plasate diferentiat in timp. In Tab.
7.1 se prezintd un sumar al testelor realizate in cele 2 etape.

Tab. 7.1 Sumarul testelor minibloc realizate in teza

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

in continuare se prezintd rezumativ exclusiv rezultatele din etapa 2020 si concluziile ambelor etape de
testare. Rezultatele in extenso pe etape sunt disponibile in teza de doctorat.

7.2.1.1. Lemn tratat cu uleiuri esentiale in ulei de in

7.2.1.1.1. Analiza pierderilor de masa C-EOQ/LO

Rezultatele testelor minibloc din etapa 2 (2020), realizate cu solutii de C-EO si T-EQ in LO, exclusiv pe

probe nesupuse testului de spdlare au ardtat urmatoarele:

Pentru testul cu C-EOQ/LO:

Variabilitate 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 catre 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%), iarin 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
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probele martor, dar valorile PM pentru probele control independent (37.95+4.69%) si total
(34.9849.42%) mai mari decat pentru proba martor (10.89 +23.35) in cazul PP sunt total neasteptate.
Acestea ar indica ca ciuperca PP nu este inhibata ci din contrd stimulata in prezenta LO. Abaterile
standard foarte mari, cu precadere pentru probele martor, dar si control de diverse categorii si pentru
probele tratate cu C-EO/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.

Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu C-EOQ/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.

Pentru testul cu T-EOQ/LO:

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi si deviatii standard mari. Valorile PM control total si independent aratd cd 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 siindependentin testul cu TV aratd un efect pozitiv de crestere arezistentei
la atacul TV.

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

Pentru TV, valorile PM pentru probele tratate cu T-EO/LO comparate cu valoarea control total arata un
efect contrar (crestere a PM cu 6- 31%)
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Fig. 7.2 Influenta tratérii lemnului de fag cu EOs/LO asupra pierderilor de masa in test minibloc cu Postia placenta (PP)

si Trametes versicolor (TV), comparativ pentru probe cu C-EO/LO (a) si probe cu T-EQ/LO (b)
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Variatia valorilor medii ale pierderilor de masa prin biodegradare functie de tipul de proba/ tratamentul
aplicat sunt reprezentate grafic in Fig. 7.2, pentru ambele tipuri de fungi (PP, TV) , comparativ pentru
probe tratate cu C-EO si probe tratate cu T-EO, exclusiv probe nespdlate. Acestea reflecta aspectele
prezentate anterior.

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 ardtat cd aceasta
situatie nu presupune implicit deficiente in realizarea testului ci cauze interne/specifice testelor
biologice, greu de explicat siinteles.

Detaliile microscopice din figurile (Fig. 7.3, Fig. 7.4, Fig. 7.5) ilustreaza 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)

Proba 25.20 PP_Fag_Martor Proba 7.2
Fig. 7.3. Exemplificare variabilitate dezvoltare fungica si grad de atac pe diverse probe similare, in conditii identice de
testare, pentru fag martor dupa test minibloc cu PP (2019 si 2020): imagini macro cutii Petri si detalii microscopice
atac

Proba 19.34 TV_Fag_Martor Proba 8.12

Fig. 7.4 Exemplificare dezvoltare fungica pentru doua teste in conditii similare si detalii grad de atac pe doua probe
martor de fag dupa test 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. 7.5 Exemplificare variabilitate dezvoltare fungica pentru doua teste in conditii similare si detalii grad de atac pe
probe de fag control si tratate cu C-EQ/LO dupa test 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-EQ in mediu de LO realizate in cele doud etape au existat unele diferente
ca retentii de produs, duratd de testare, virulenta fungi si valori efective ale PM determinate, dar s-au

conturat o serie de concluzii:

e Rezultatele testului minibloc sunt, cel putin partial, in contradictie cu cele ale testului screening
pentru ca acestea au testatin 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.

e Efectul concret de reducere a pierderilor de masd 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;

e 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;

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

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

o Intarzierea/ impiedicarea formarii unei pelicule reduce sau anuleazi efectul de protectie al LO.
Aceastad ipoteza a fost dezvoltata intr-o publicatie anterioara la care autorul tezei este coautor
(Timar et al., 2021)
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7.2.1.2. Lemn tratat cu uleiuri esentiale diluate in etanol

7.2.1.2.1.Analiza pierderilor de masa

Din analiza 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 rezulta urmatoarele:

Pentru testul cu C-EOQ/Etanol:

Existenta unor diferente de valori intre probele martor si control independent, pentru ambele tipuri de
fungi, cu observatia ca 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% fata de
24.91+23.24%. Diferentele de PM asociate testelor cu PP si TV, superioara pentru aceasta din urma, 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 fatd de PP este
explicabil. Abaterile standard foarte mari, cu precadere pentru probele martor (Fig. 7.3, Fig. 7.4) si control
de diverse categorii, dar si pentru probele tratate cu C-EO 5% in testul cu TV, reliefeazd, 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%).

Pentru testul cu T-EOQ/Etanol:

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-EQ/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 eficientd mai mare fatd de fungile 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 grafic in Fig. 7.6, pentru ambele tipuri de fungi (PP, TV), comparativ pentru
probe tratate cu C-EO si probe tratate cu T-EO, exclusiv probe nespdlate. Acestea reflecta aspectele
prezentate anterior.
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Fig. 7.6 Influenta tratdrii lemnului de fag cu C-EO/Etanol (a) si T-EO/Etanol (b) asupra pierderilor de masa in test
minibloc cu Postia placenta (PP) si Trametes versicolor(TV)

7.2.1.2.2. Concluzii C-EO si T-EQ /Etanol

in testele minibloc cu C-EO si T-EQ 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 comune;

e 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%;

e 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 prezinta eficienta specifica diferentiata
corelata cu compozitia lor chimica;

e 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;

e C-EO nu are eficienta antifungica fata 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 asemandtoare unitdtilor de baza din structura ligninei.

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

Aceste concluzii sunt in acord cu cercetdri similare din literatura de specialitate (Cheng et al., 2008;
Medeiros et al., 2016; Panek et al., 2014c; 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

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). Indexul 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
fatd de parametrii de germinare obtinuti folosind apa (distilatd) ca proba control.

Probele analizate au fost extractele apoase (E1, E5, E10) obtinute prin testul de spalare cu apa conform
EN 84/2000. Raportarea la o proba control comund, respectiv apa distilata din acelasi lot cu apa
distilata folosita in testele de spdlare, permite o comparare univoca a tuturor probelor analizate. Biotin
si Diffusit sunt doua produse clasice de bioprotectia lemnului, incluse in cercetare ca produse de

comparatie.
7.2.2.1. Rezultate experimentale

in figura Fig. 7.7 se ilustreaza prin imagini finalul testului si diferentierea diferitelor extracte (E5) din
lemn tratat (5%) fatd de proba control cu apa distilata.

Apa distilatad Fag netratat Etanol

|| C-EO/LO 5% | C-EO/Etanol 5% ] T-EO/Etanol 5% | DiffusitS% | Biotin 5%

Fig. 7.7 Final 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), doud produse clasice de bioprotectie a lemnului Biotin si
Diffusit si apa distilata

Din analiza datelor experimentale se constata urmatoarele:

- Indexul de germinare a variat descrescator de la E1 la E10, cu valoare medie 105.75%, fata de control
apd distilata 100%. Aceste date arata ca pentru lemnul de fag netratat nu se constata un potential eco-
impact negativ dpdv al fitotoxicitatii compusilor lavabili in apa.

- Pentru lemnul de fag tratat cu etanol (control etanol) indexul de germinare Gl a fost 88.28% ca medie
pe 3 extracte, ceea ce indica un potential eco-impact redus.
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- Pentru lemnul de fag tratat cu ulei de in (control LO) indexul de germinare Gl = 75.59% ca medie 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%) per global, Gl mediu
pentru cele 3 extracte E1, E5, E10, au fost de 90.41%, 70.56% si 50.64%. Deci efectul de fitotoxicitate se
manifestd incepand de la concentratii de 5% si acest fapt trebuie considerat in aplicarea practica,
impunandu-se tratamente suplimentare de izolare fatd de apd pentru a conserva eficienta tratadrii si a
evita un eco-impact negativ.

- Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de T-EO in etanol (concentratii 1%, 5%, 10%) valorile Gl globale
(medie pentru E1, E5, E10) au variat descrescator de la 108.6% la 101.5% si 78.5% odatd cu cresterea
concentratiei de T-EO. 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 Gl globale (medii 3 extracte) se situeaza
in intervalul 88.6-92%, superioare fata de control LO (Gl= 75.6), ceea ce inseamna ca uleiul de in prin
calitdtile sale peliculogene, fixeaza mai bine pe lemn compusii toxici din C-EO, chiar dacd intarirea
acestuia este partial disturbata de efectul antioxidant puternic al C-EO.

- Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de Biotin 5% si 10% s-au obtinut valori ale GI de 44.2%, respectiv
41.4% pentru concentratiile de 5% si respectiv 10%. Acestea au fost cele mai mici valori din toata seria
de experimente si arata un potential impact ecologic negativ important prin fitotoxicitate, daca nu se
iau mdsuri de reducere a lavabilitatii prin fixare pe lemn, spre exemplu prin peliculizare sau hidrofugare,
fapt sustinut si de constatarea experimentala a fitotoxicitatii maxime pentru primul extract E1.

- Pentru lemnul de fag tratat cu solutii de Diffusit S (5%, 10%) valorile GI globale au fost de 91.4% si
83.6%. Deci si acest produs prezinta un risc de impact prin fitotoxicitate in lipsa unor masuri de fixare
pe lemn.

- O privire de ansamblu asupra rezultatelor, considerand valorile indexului de germinare global G, %, 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%, C-EO/LO 5% si Diffusit 5%, pentru toate celelalte
variante obtinandu-se GI sub 90%, cu valori minime de 44-41 % pentru solutii Biotin 5-10%.

Toate aceste aspecte sunt clar reliefate prin graficele din figurile Fig. 7.8, Fig. 7.9, care reflecta 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. 7.10, Fig. 7.11.
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Fig. 7.8 Indicele de germinare pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu solutii de C-EO in etanol (ET)
si ulei de in (LO), comparativ cu control apa distilata.
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Fig. 7.9 . Indicele de germinare pentru extractele apoase din lemn de fag martor si tratat cu solutii de T-EO in etanol
(ET), comparativ cu control apa distilata
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Fig. 7.10 Indicele de germinare 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 doua produse clasice de
bioprotectie a lemnului Biotin si Diffusit si apa distilata
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Fig. 7.11 Indicele de germinare 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 doud produse clasice de bioprotectie a
lemnului Biotin si Diffusit si apa distilata

7.2.2.2. Concluzii test fitotoxicitate

e Realizarea acestui test in corelatie cu testul minibloc de verificare a activitdtii de protectie
antifungica a celor doua uleiuri esentiale pe probe de lemn tratat reprezintd implementarea in
demersul de cercetare a ideii fundamentale a tezei de doctorat: eficienta versus eco-impact.

e 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 a tezei.

e Datele experimentale subliniaza un potential eco-impact negativ mai mare pentru C-EO
comparativ cu T-EO. De asemenea completeaza cu date concrete informatiile de ordin ecologic
pentru produsele clasice de bioprotectie folosite pentru comparatie (Diffusit, Biotin).
Considerand larga utilizare a acestor produse clasice, informatiile din teza pot contribui la o
utilizare mai prietenoasa cu mediul, in sensul necesitatii unor masuri/ tratamente de reducere a
lavabilitatii.

e Datele din teza releva informatii importante privind potentialul eco-impact al tratamentelor cu
ulei de in/uleiuri sicative, cu o lungd istorie in utilizare, aplicabilitate largd, dar mai putin studiate
din acest punct de vedere.

e 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 Biotin (la concentratiile testate de
5 si 10%).
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Capitolul 8 - 05: Teste preliminare de implementare in domeniul
conservarii bunurilor de patrimoniu din lemn

8.1. Argumente si obiective

Patrimoniul cultural este "o expresie a identitatii culturale, un ansamblu de valori materiale si spirituale
mostenite pentru a fi pastrate, valorizate si transmise viitoarelor generatii’, fiind in acest sens protejat
prin lege.

Obiectivele de cercetare urmarite au fost corelate direct cu practica conservarii-restaurarii artefactelor
din lemn (operatii necesare, materiale) si o serie de cerinte specifice impuse materialelor pentru
conservare-restaurare (C-R), precum compatibilitatea cu materiale naturale originale si celelalte
materiale utilizate in procesul de C-R si limitarea modificdrii culorii suprafetelor.

Astfel, cercetarea s-a focusat pe urmdtoarele obiective concrete:

e 05.1: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de prevenire a atacului fungic activabil in conditii de
umiditate pentru lemn nou, aparent sandtos, infestat natural in conditiile normale de depozitare;

e 05.2: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de combatere a unui atac fungic activ (ciuperci
xilofage izolate de pe obiecte de patrimoniu);

e 05.3: Teste de implementare in cazuri concrete de conservare lemn/artefacte muzeu, cu
evaluarea eficientei tratdrii printr-un test micologic de laborator (original) dezvoltat in acest scop;

e 05.4: Evaluarea influentei tratamentelor cu EOs asupra culorii suprafetelor de lemn si
comportdrii acestora la exunerea la lumina UV-VIS (test accelerat)

e 05.5: Evaluarea compatibilitatii tratamentelor de bioprotectie cu EOs cu finisarea ulterioara cu

ceard de albine si selac si influenta asupra culorii si comportarii la lumina a suprafetelor finisate.

Realizarea obiectivelor 05.1-05.3 a presupus si conceperea unor teste micologice de laborator
originale, specifice fiecarui obiectiv. Realizarea obiectivelor 05.4-05.5 a presupus realizarea unui test
accelerat de expunere la lumina UV-VIS, in conditii de simulare a efectului luminii naturale in conditii de
interior, respectiv lumina naturala filtrata prin sticld, masuratori de culoare si investigatii FTIR. Toate
testele implicate in realizarea experimentelor pentru atingerea obiectivelor prezentate, au fost facute
comparativ pentru EOs considerate si doud produse biocide clasice, considerate ca produse de
comparatie: Diffusit S si Biotin T (similar fitotoxicitate).

8.2.-05.1: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de prevenire a atacului fungic
activabil in conditii de umiditate (Test Pr)
In cadrul acestui studiu, s-a urmarit demonstrarea importantei aplicdrii unui tratament preventiv
asupra lemnului nou de fag (Fagus sylvatica) si alburn de pin (Pinus sylvestris), aparent sandtos, ce este
folosit in interventii de conservare-restaurare pentru completarea elementelor lipsda. Lemnul nou,

aparent sandtos care este depozitat in conditii obisnuite este practic infectat cu spori de fungi si alte
microorganisme omniprezente in mediul inconjurdtor si transportate de curentii de aer. Riscul este
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accentuat de includerea lemnului nou in contact cu lemn vechi deja infectat/biodegradat, chiar daca se
iau masuri de conservare activd prin tratamente curative de bioprotectie. In conditii favorabile de
umiditate si temperatura, respectiv un substrat organic biodegradabil (ex. Lemn) si a unei umiditati
atmosferice peste 70 %, respectiv umiditate in lemn peste 20%, se creaza conditiile prielnice pentru
incubare si dezvoltare fungicd, cu consecinte negative evidente pentru bunurile culturale din lemn sau
alte materiale organice biodegradabile. Pe langa demonstrarea acestui risc real, obiectivul principal a
fost evaluarea eficacitatii solutiilor de EOs, comparativ cu produse biocide clasice in prevenirea
degradadrii lemnului datoritd acestei infestari naturale inevitabile. S-a utilizat ulei esential de Cuisoare
C-EO diluatin etanol (la concentratii de 5% si 10%) si Diffusit S (Diff) diluat in apa distilata (de asemenea
la 5% si 10%), ca produs de comparatie. Documentarea evolutiei procesului de colonizare s-a facut prin
observatii si fotografii de rezolutie inalta. O evaluare (semi)cantitativa s-a fdcut utilizand o metoda
bazata pe softul Image). Marimea FCA, %, calculata reprezintd procentul din suprafata cutiei Petri
acoperitda de miceliu.

Rezultatele testului au confirmat ipoteza initiald, demonstrand ca lemnul aparent sdnatos, depozitat
in conditii normale, poate fi infestat si cd aceasta infestare se poate manifesta in conditii favorabile de
temperatura si umiditate.
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Fig. 8.1 Lemn de fag: influenta solutiilor de Diffusit S si C-EO (5, 10%) asupra dezvoltdrii fungice dupa 50, 100 si 150 de
zile de incubare, ca si rezultat al infestdrii naturale a lemnului nou in conditii de laborator®

8(D.-M. Pop et al., 2021) https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=50718-221X2022000100411
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in Fig. 8.1 se prezintd o exemplificare a rezultatelor calitative si cantitative ale acestui test (la finalul
sdu), pentru lemnul de fag si toate tratamentele. Observatiile au ardtat cd ambele specii lemnoase
analizate au prezentat semne de infestare fungicd, incluzand preponderent fungi de mucegai, dar si
fungi de putregai, dupa doar o saptamana de incubare, iar atacul fungic a evoluat si s-a diversificat in
timp, pe durata de testare. in ceea ce priveste eficacitatea tratamentelor aplicate, s-a constatat ca
solutiile C-EOQ, atat in concentratie de 5%, cat si de 10%, s-au dovedit a fi eficiente in combaterea
infestdrii. Mai mult, comparativ cu produsul biocid recunoscut Diffusit S, tratamentele cu C-EO au
demonstrat o eficienta net superioard.

8.3.-05.2: Evaluarea eficientei EOs in tratamente de combatere a unui atac fungic activ

(ciuperci xilofage izolate de pe obiecte de patrimoniu)

Aceasta parte a cercetdrii a avut ca obiectiv evaluarea eficacitatii a doua uleiuri esentiale - cel de
Cuisoare (C-EO) si cel de Cimbru (T-EO) - diluate in etanol, in comparatie cu doud biocide recunoscute
si utilizate in domeniul conservarii lemnului: Diffusit S si Biotin T, in cadrul unui tratament curativ. in
acest test s-au folosit epruvete de lemn de fag (Fagus sy/vatica) si alburn de pin (Pinus sylvestris), care
au fost infectate in mod controlat in laborator cu fungi de putregai izolate de pe elemente de lemn,
obiecte de patrimoniu. Probele infectate au fost incubate pentru a se instala si dezvolta un atac fungic
activ.

Studiul s-a concentrat pe trei tulpini fungice izolate din lemn provenit dintr-o cladire istorica din Brasov,
respectiv un obiect de mobilier prezentand lemn fragilizat prin atac fungic. Aceste fungi au fost izolate
prin repicdri succesive pe mediu steril si au fost codificate in corelatie cu provenienta (FC1, S), respectiv
aspectul macroscopic, in spetd culoarea miceliului pe ciuperca matura: brun (B). sau alb (W). Cele 3
ciuperci izolate au avut urmatoarele coduri: FC1-B, FC1-W si SW.

in aceste sens s-a realizat un test micologic de laborator prin care si putem evalua eficienta unui
tratament curativ pentru lemn cu atac activ de ciuperci de putregai codificat testul TCu (capitol 3)

8.3.1.Rezultate si discutii
Aceastad cercetare s-a facut in doud etape:
e Prima etapa a avut ca scop atat testarea eficientei uleiului esential de Cuisoare in etanol cu
Diffusit S, cat mai ales dezvoltarea acestui test TCu si stabilirea metodologiei.
e (ea de-a doua etapd a cuprins testarea comparativad a eficientei celor doud uleiuri esentiale (C-
EO si T-EO) (10%) diluate in etanol comparativ cu cele doud produse biocide recunoscute (Diffusit
S si Biotin T) in aceeasi concentratie.

Astfel in urma etapei 1 s-a constatat ca per total tratamentul cu C-EO 10% in etanol este mai bun decat
tratamentul cu Diffusit, dar eficienta a variat in functie de tipul de ciuperca: de la inhibitie absolutd a
dezvoltdrii fungice in cazul FC1-B prin tratare cu C-EO 10%, la dezvoltare (mai redusd) in ambele probe
paralele pentru atacul cu SW. (D.-M. Pop et al., 2021)

in etapa a doua s-au testat in paralel pe lemn de fag si de pin, ambele uleiuri esentiale (C-EO si T-EO)
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diluate in etanol, la concentratia de 10% comparativ cu Diffusit si Biotin la aceeasi concentratie.

Ziva7 Ziva 42 Ziua 90

Biotin T 10%

FC1-B
Fag (Fagus sylvatica)
Diffusit S 10 %

FCA

Fig. 8.2 Eficienta comparativa a solutiilor de Biotin, Diffusit, C-EO si T-EO (10%) in tratamentul curativ antifungic al
lemnului de fag, degradat in urma unei infestari controlate cu ciuperca 1 FC1-B: evolutia dezvoltarii dupa 7, 42 si 91 de
zile de incubare

Tab. 8.1 Centralizarea rezultatelor privind eficienta tratamentelor curative cu produse biocide clasice Diffusit S, Biotin T
si solutii alcoolice de C-EO si T-EO, la concentratie constanta de 10%, functie de tipul ciupercii xilofage si specia
lemnoasa: valori FCA (Fungal coverage area), %, dupd 90 zile incubare dupa tratament

FC1-B FC1-w S-w

Produs tratare (c=10%)

Fag Pin Fag Pin Fag Pin
Control netratat 100% 100% 86,79% | 86,67% 97,48% 73,34%
Biotin 10% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Diffusit 10% 100% 100% 100% 100% 88,75% 100%
C-EO/ET 0% 0% 37,57% 90,19% 11,57% 0%
T-EO/ET 0% 0% 0% 34,23% 5,06% 0%
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In figura Fig. 8.2 se prezinta ca exemplu evolutia dezvoltarii fungice (FC1-B) pentru probe din lemn de
fag, control si probe tratate cu EOs: solutii C-EO si T-EO in etanol (c=10%), respectiv produse biocide
clasice: Diffusit S si Biotin in solutii apoase de aceeasi concentratie.

in tabelul Tab. 8.1 se prezinta o centralizare a valorilor FCA, %, determinate prin prelucrarea cu softul
Image). Valorile reprezinta valoarea procentuala a ariei acoperite de miceliu in cutiile Petri, dupa 90 de
zile incubare de la tratarea curativa. Pentru C-EO valorile FCA au variat intre 0% (FC1-B), 11,57% (SW) si
37,57% (FC1-W) pentru lemnul de fag si respectiv intre 0% (FC1-B), 0% (SW) si 90,19% (FC1-W) pentru
alburn de pin. Pentru T-EO valorile FCA au variat intre 0% (FC1-B), 0% (FC1-W) si 5,06% (SW) pentru
lemnul de fag si respectiv intre 0% (FC1-B), 0% (SW) si 34,23% (FC1-W) pentru alburn de pin. Produsul
de comparatie Diffusit a fost net inferior din punct de vedere eficienta de tratare curativa, valorile FCA
determinate fiind 100% cu exceptia cazului lemnului de fag atacat de SW (FCA=88,78%). Produsul de
comparatie Biotin a contracarat total atacul (FCA=0%) activ pentru toate ciupercile testate, atat pentru
fag cat si pentru pin, dovedind eficienta maxima in conditiile de testare. Specificam faptul ca acest
produs este recomandat a se utiliza la concentratii de pana la 3%. in practicd existd situatii in care se
foloseste la concentratie de 5%. Concentratia de 10% folosita in experimentdri a fost motivata de o
comparatie a produselor la aceeasi concetratie. Este probabil ca si la o concentratie de 5%, eficienta sa
fie satisfacdatoare.

8.4.- 05.3: Teste de implementare in cazuri concrete de conservare lemn/artefacte

muzeu

Acest subcapitol prezintd o analiza detaliatd si comparativa a eficacitatii biocide antifungice a uleiului
esential de Cuisoare (C-EO) (5,10%) in etanol in raport cu doua produse biocide recunoscute (Biotin T
(5%) si Diffusit S (10%)), utilizate in mod curent in domeniul conservarii lemnului.

Testul dezvoltat si codificat TcuP a cuprins atat actiuni /7 situ cat siin laborator. Doud obiecte din lemn
vechi, cu degradare accentuatd, apartinand Muzeului Astra din Sibiu, au fost alese pentru a fi studii de
caz in prezentul studiu, in cadrul unei tabere de restaurare organizate 2019. Primul obiect supus
analizei a fost o capra (Fig. 8.3), din lemn de fag, un element traditional din gospodaria rurala,
reprezentativ pentru patrimoniul etnografic al tarii. Cel de-al doilea obiect a fost un zdrobitor de fructe
(Fig. 8.4), confectionat din lemn de plop, o specie lemnoasa frecvent intalnita in artefactele traditionale
datorita disponibilitatii sale si proprietdtilor de prelucrare. in timpul taberei de restaurare obiectele
alese au fost supuse procesului de restaurare si conservare, in care s-a facut si tratarea cu diferitele
produse antifungice. Atat initial cat si dupa tratare si conditionare in conditii naturale din fiecare
element/parte tratatd (pentru fiecare obiect) s-au prelevat probe de lemn. in cadrul Laboratorului de
teste biologice L5 ICDT Brasov, toate aceste probe lemnoase prelevate in timpul taberei de restaurare
s-au pus pe mediu de cultura (MEA) steril.

Documentarea evolutiei procesului de colonizare s-a facut prin observatii si fotografii de rezolutie inalta
si s-a recurs la o evaluare cantitativa utilizand software-ul Image), care a permis procesarea si analiza
avansata pe imaginilor obtinute
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Fig. 8.3 Studiu de caz: Capra din lemn de fag apartinand patrimoniului Muzeului Astra din Sibiu: imaginea obiectului

asamblat — stanga si elementele componente - dreapta®

Fig. 8.4 Studiu de caz: Zdrobitor de fructe din lemn de plop apartinand patrimoniului Muzeului Astra din Sibiu: imaginea
obiectului asamblat -stanga si bucati - dreapta

8.4.1.Rezultate si discutii

Rezultatele testului obtinute in cazul primului studiu de caz, Capra sunt publicate si pot fi accesate
Concluzia a fost ca tratamentele cu C-EQ/Etanol atat la concentratia de 5% cat si la 10% au aratat
eficienta mai ridicatd, fata de tratamentele cu Biotin 5% si Diffusit 10%, chiar daca nu au stopat de tot

dezvoltarea fungica.

Pentru cel de-al doilea studiu de caz, Zdrobitorul de fructe, dupa 7 zile se poate observa (Fig. 8.5) deja
un atac fungic complex, atatin cazul martorului control, cat siin cazul tratdrii cu paraloid B72, care arata
0 contaminare severa a lemnului. La ziua 7 in cazul tratamentului cu Diff 10% nu au aparut semne de

9 Extras din (D. M. Pop et al., 2020) https://bioresources.cnr.ncsu.edu/resources/combined-testing-approach-to-evaluate-the-antifungal-
efficiency-of-clove-eugenia-caryophyllata-essential-oil-for-potential-application-in-wood-conservation/

10 https://bioresources.cnr.ncsu.edu/resources/combined-testing-approach-to-evaluate-the-antifungal-efficiency-of-clove-eugenia-

caryophyllata-essential-oil-for-potential-application-in-wood-conservation/
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dezvoltare fungicd, darin cazul C-EO 10% se observa o dezvoltare incipientd, avand o valoare FCA=1,4%,
fata de FCA=0% Diff (Fig. 8.5)
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Fig. 8.5 Eficienta comparativa a solutiilor de C-EO si Diffusit (10%) in tratamentul curativ antifungic al lemnului de plop,
fata de lemn netratat (control) si consolidat cu Paraloid B72 (5%), provenind dintr-un obiect de patrimoniu: Zdrobitor de
fructe. Monitorizare facuta la 7, 48 si 140 zile.

In ziua 48 se observi c& in cazul probelor de lemn martor (control), lemn din partea A consolidat cu
Paraloid B72 si de asemenea in cazul probelor tratate cu Diffusit, mixul de fungi au acoperitin totalitate
suprafata cutiei Petri (FCA=100%). Proba de lemn cu Paraloid B72 din partea B a obiectului aratd o
usoara intarziere in dezvoltarea fungilor cu o valoare FCA=98,5%. Tratamentul cu C-EO 10% se
dovedeste a avea un efect bun de inhibare a dezvoltdrii mixului de fungj, cu o valoare a FCA=23,9%. La
finalul testului, ziua 140, in toate cutiile Petrii cu probe de lemn control, consolidat cu Paraloi B72 si
tratat cu Diffusit 10%, FCA=100%, adica fungii au acoperit in totalitate suprafata cutiei Petri. in cazul
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probei tratate cu C-EO 10%, la finalul testului valoarea FCA=60,4%, ceea ce arata efect inhibitor
pronuntat.

In concluzie, in urma testului TcuP efectuat pe obiectul 2: Zdrobitor de fructe, uleiul esential de Cuisoare
C-EO a ardtat o eficientd net superioard, tratamentului cu Diffusit S si chiar dacd nu a omorat mixul de
fungi existent in lemn, se poate observa clar efectul de intarziere puternica in dezvoltarea fungica.
Analizand aspectul macroscopic al fungiilor dezvoltate in cutiile Petri, se poate observa o diferenta
puternicad intre fungii din cutia cu tratament C-EO 10% si toate celelete cutii, continand lemn tratat sau
nu. Astfel se poate intelege ca din tot mixul de fungi existent pe lemnul martor control, asupra unora
dintre ele C-EO a avut efect biocid, dar cd au fost si unele specii de fungi rezistente.

8.5.- 05.4: Evaluarea influentei tratamentelor cu EOs asupra culorii suprafetelor de

lemn si comportarii acestora la expunerea la lumina UV-VIS

Materialele si tratamentele utilizate in conservare—restaurare (C-R) trebuie sa indeplineasca o serie de
conditii specifice domeniului, precum compatibilitatea cu materialele traditionale originale,
reversibilitatea, rezistenta la imbatranire, respectiv pastrarea nealterata a proprietdtilor in timp.
Totodatd, materiale pentru C-R nu trebuie sa modifice (semnificativ) culoarea suportului tratat. In cazul
lemnului, vorbim de specii foarte diferite care difera in mod natural prin culoare si care se comporta
diferit in timp dpdv al stabilitatii culorii (Liu, 2017)(Timar et al 2016). Culoarea suprafetelor de lemn se
poate modificain urma unor tratamente cu materiale colorate, dar si prin finisarea cu diferite materiale
peliculogene, functie de natura si culoarea acestora. Totodata, fenomenul de imbatranire va afecta
suprafetele de lemn finisate, efectul fiind dependent de specia lemnoasa si materialul de finisare, dar
si de factorii imbatranire (lumina UV-Vis, temperaturd), timpul de imbatranire (naturala sau artificiala
acceleratd), conditiile de mediu si variatia acestora.

Cercetarea din aceasta tezd a reliefat potentialul antifungic al C-EO si T-EO ca solutii in etanol
(capitolele 6,7), dar si un anumit efect de fitotoxicitate (capitolul 7) in cazul in care ar exista riscul spaldrii
de pe lemn a unor compusi toxici. Totodatd, testele prezentate anterior in acest capitol au relevat
eficacitatea tratamentelor preventive si curative cu aceste EOs si potentialul de aplicare in C-R. In acest
context, s-au considerat necesare evaluarea maodificdrilor de culoare asociate tratamentelor cu C-EO
si T-EO si influenta acestora asupra modificarilor de culoare datorate expunerii la luming, in conditii de
interior. Aceste cercetdri au fost anterior publicate™ (Beldean et al., 2024) si se prezinta doar rezumativ.

Pentru testare s-a optat pentru lemn de paltin (Acer pseudoplatanus), acesta fiind un lemn deschis la
culoare siin acelasi timp foarte sensibil la lumind (Timar & Beldean, 2022). Aceste caracteristici au fost
considerate importante pentru atingerea obiectivelor propuse. Pentru evaluarea modificdrilor de
culoare, s-au facut masuratori de culoare in sistem CIELab, inainte si dupa pretratare, si s-au calculat
diferentele de culoare, procedura fiind descrisa in lucrarea publicata (Beldean et al., 2024).

" https://doi.org/10.35511/978-963-334-518-4
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8.6.- 05.5: Evaluarea compatibilitatii tratamentelor de bioprotectie cu EOs cu finisarea

ulterioara si influenta asupra culorii si comportarii la lumina a suprafetelor finisate

in practica C-R, tratamentele de bioprotectie preventivd sunt urmate de finisare cu materialele
peliculogene traditionale identificate pe artefact (ex. Ceard, ulei de in, selac), iar pentru suprafetele ce
nu au fost finisate se aplica 1 strat de ceara de albine pentru a asigura o izolare a lemnului fata de
variatile de umiditate. Prin urmare, s-a conturat obiectivul 05.5, care a vizat compatibilitatea
suprafetelor pre-tratate cu EOs cu selac si ceard de albine, materiale traditionale de finisare. Totodata,
s-au evaluat modificdrile de culoare ale suprafetelor finisate ca urmare a expunerii la lumind in test
accelerat, pentru a reliefa influenta posibila a pre-tratamentelor cu C-EO si T-EO.

Expunerea la lumina s-a facut in camera climatica dotata cu lampa UV-VIS si filtru H2 pentru asimula
lumina naturala care trece prin sticla fereastrei, descrisa in (Timar & Beldean, 2022).
8.6.1.Rezultate experimentale si concluzii

Parte din rezultatele experimentale sunt concentrate in Fig. 8.6 cumulat pentru obiectivele 05.4 si 05.5,
o prezentare in extenso fiind inclusa in lucrarea anterior publicatd (Beldean et al., 2024).

Control SL BW Control SL BW
untreated untreated
lcm
C-EO C-EO-SL CE-O-BW C-EO CE-O-SL C-EO-BW
T-EO T-EO-SL T-EO-BW T-EO T-EO-SL T-EO-BW

a b
Fig. 8.6 Aspectul general al probelor de paltin (Acer pseudoplatanus), control si pretratate cu C-EO si T-EO, nefinisate si
finisate cu selac (SL) si ceard de albine (BW): a. inainte de expunere la lumind; b. dupa expunere la lumina UV-VIS in test
accelerat 96h"?

Din imaginile epruvetelor nefinisate, neexpuse la lumina (coloana din stanga in Fig. 8.6 a) se poate
observa ca pretratarea cu T-EO nu schimba perceptibil culoarea lemnului de paltin, iar pretratarea cu
C-EO modifica foarte putin culoare, in sensul de inchidere si virare spre rosu greu perceptibile. Din acest
punct de vedere tratamentele pot fi acceptabile in C-R.

12 (preluat din Beldean et al 2024).
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Pre-tratamentele cu C-EO si T-EO au fost compatibile cu finisarea ulterioara cu selac si ceard de albine,
dar au fost necesare perioade prelungite de uscare intre straturi.

Concluzii:

e Pre-tratarea lemnului de paltin cu C-EO si T-EO a modificat abia perceptibil culoarea lemnului de
paltin nefinisat si nu a influentat semnificativ modificarile de culoare prin expunere la lumina.

e Culoarea suprafetelor finisate este determinatd primordial de tipul si culoarea materialului
peliculogen (SL sau BW) si usor influentata de pre-tratarea cu C-EO si T-EO; influentd maximd se
observa la pre-tratare cu C-EO urmata de finisare cu ceara.

e Pre-tratarea lemnului de paltin cu C-EO urmata de finisare cu SL si BW a determinat modificari
mai mari de culoare Tn urma expunerii la lumind UV-VIS.

e Pre-tratarea lemnului de paltin cu T-EO urmata de finisare cu SL si BW nu a influentat negativ
rezistenta la lumina UV-VIS a suprafetelor finisate, ci in mod contrar se observa o imbunatatire
usoard a acesteia in cazul T-EO.

In baza tuturor acestor rezultate, se poate recomanda utilizarea uleiului de Cimbru (Satureja hortensis)
T-EO (solutii 5-10% in etanol) ca un produs alternativ de bioprotectie preventiva si curativa in
conservarea-restaurarea bunurilor de patrimoniu din lemn. Utilizarea C-EO nu poate fi total contra-
indicatd, dar se recomanda cercetdri mai aprofundate.

Capitolul 9 -—Concluzii finale, contributii originale, directii viitoare de
cercetare

9.1.Concluzii finale

Pentru atingerea scopului propus, au fost formulate si urmarite in tezd un numar de cinci obiective de
cercetare majore (01-05), intercorelate intr-un concept metodologic original si rational. Formularea
obiectivelor de cercetare, identificarea metodelor posibile de realizare, verificarea si validarea
rezultatelor s-a bazat pe un studiu aprofundat al literaturii de specialitate.

Prin modul de concepere a tezei, cercetdrile realizate, centralizarea si interpretarea laborioasa si
rationala a rezultatelor s-au rezolvat integral obiectivele propuse, in corelatie cu care se pot formula
urmatoarele concluzii:

e S-astabilit sivalidat un protocol analitic de laborator complex, cuprinzand initial trei categorii de
metode de testare, pentru a raspunde necesitatilor de cercetare asociate obiectivelor tezei.
Protocolul analitic stabilit a servit indeplinirii tuturor obiectivelor tezei (01).

o In baza unui studiu extensiv si aprofundat al literaturii de specialitate, sintetizarii informatiei si
corelatiilor dintre compozitia si proprietatile uleiurilor esentiale, s-au identificat si selectat un
numar de 5 uleiuri esentiale cu potential biocid antifungic pentru testare in cadrul tezei de

doctorat: ulei esential de Busuioc (Ocimum basilicum) B-EO, ulei esential de Cuisoare (Eugenia
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caryophyllata) C-EO, ulei esential de Oregano (Origanum vulgare) O-EO, ulei esential de
Scortisoara (Cinnamomum verum)S-EO si ulei esential de Cimbru (Satureja hortensis) T-EO.

e S-arealizat o caracterizare complexa a celor 5 uleiuri esentiale prin cumularea si coroborarea
informatiilor din fisele tehnice/de securitate ale produselor, cu rezultatele investigatiilor
experimentale proprii privind compozitia chimicd a acestora, determinata prin gaz-cromatografie
asociatd cu spectrometrie de masa (GC-MS) si FTIR si date de comparative din alte cercetdri
intreprinse la nivel mondial. Toate aceste informatii valoroase s-au cumulate in fise originale de
caracterizare a uleiurilor esentiale, ce reprezintd rezultate ale tezei, dar si un suport stiintific util,
tip baza de date, pentru cercetdri viitoare (BD-02).

e Potentialul biocid antifungic al celor 5 uleiuri esentiale, fata de ciuperci xilofage reprezentative
pentru putregaiul brun (Serpula lacrymans, Postia placenta) si putregaiul alb (7rametes
versicolor) in degradarea lemnlui, a fost evaluat si comparat prin teste screening. Fisele de
rezultate cuprinzand detalii privind modul de testare, monitorizarea imagistica a dezvoltarii
fungice, evaluarea cantitativa prin indicii de inhibitie specifici, reprezentari grafice privind evolutia
acestora, cu interpretare si concluzii, pentru fiecare dintre cele 5 uleiuri esentiale, reprezinta
rezultate originale valoroase, constituindu-se intr-o baza de date utila pentru cercetdri viitoare
(BD-03).

e in urma testarii potentialului biocid antifungic al celor 5 uleiuri esentiale prin teste screening s-
au selectat doud uleiuri esentiale, uleiul de Cuisoare (C-EO) si uleiul de Cimbru (T-EQ)(03), pentru
care s-au efectuat ulterior teste minibloc de evaluare a eficientei antifungice pe lemn tratat si
teste de fito-toxicitate, aplicand metodele stabilite si validate cuprinse in protocolul analitic.

e Testele minibloc au confirmat potentialul antifungic al solutiile alcoolice de C-EO si T-EO cu
concentratii de 5-10% si au relevat eficacitatea diferita si specificd fata de fungi de putregai brun
sau alb, in corelatie cu compozitia lor chimica si specificul modului de atac al acestor fungi; C-EO
este mai activ fata de putregaiul brun, iar T-EO este mai activ fata de putregaiul alb (O4).

e Testele minibloc cu C-EO si T-EO in ulei de in au demonstrat ca aceasta varianta nu este viabila
, In special pentru C-EO, deoarece acesta interfereazd negativ, datorita proprietdtilor
antioxidante, in procesul de intdrire prin polimerizare oxidativa a LO (O4).

o Testele de fitotoxicitate au relevant un potential eco-impact negativ prin fitotoxicitate pentru
produsele clasice de bioprotectie, uleiul de in si uleiurile esentiale studiate, mai accentuat pentru
C-EO comparativ cu T-EO (O4).

e 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 Biotin T (la concentratiile testate
de 5si 10%) (O4).
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e (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 consecintd, a mediului.

e Testepreliminare deimplementare a C-EO si T-EO (solutii 5-10% in etanol) ca produse alternative
pentru bio-protectia preventivda si curativda in domeniul conservarii-restaurdrii bunurilor
culturale din lemn au relevat o eficientd antifungica cel putin egala sau superioara produselor
clasice de bioprotectie considerate pentru comparatie (05).

e Tratamentele de bioprotectie cu C-EO si T-EO sunt compatibile cu finisare ulterioara cu selac si
ceara de albine. Considerand si aspecte legate de mentinerea nechimbata a culorii si rezistenta
laluming, coroborate cu date de fito-toxicitate, consideram la acest moment ca solutiile de T-EO
au potential de aplicare in domeniul conservarii bunurilor de patrimoniu din lemn si
recomandam testarea in studii de caz pe obiecte reale. Pentru C-EO se impun o serie de teste
suplimentare (05).

e Testele de implementare in C-R au generat doud noi metode micologice de laborator specifice
pentru protectie preventiva si curativa si un test combinat original, ce imbogdtesc protocolul

analitic elaborat initial (05, 01).
9.2.Contributii originale

Teza de doctorat aduce o serie de contributii originale in domeniul investigat (bioprotectia lemnului),
incepand de la tematica in sine, respectiv potentialul unor uleiuri esentiale in bioprotectia antifungica a
lemnului, si continuand cu ideea de baza a dezvoltdrii intregului demers stiintific, respectiv sintagma
eficienta versus eco-impact, ca o abordare sustenabila si responsabila.

Rezolvarea acestei tematiciindrdznete a impus studiu aprofundat de literatura, crearea de instrumente
specifice de cercetare, utilizarea unor metode diverse de cercetare, inregistrarea, prelucrarea si analiza
unui volum imens de date experimentale, capacitate de sintezd, toate acestea fiind eforturi
considerabile ce au condus la o serie de elemente de originalitate, dintre care se evidentiaza:

1. Conceptul metodologic al tezei de doctorat;

2. Protocolul analitic complex dezvoltat, incluzand teste micologice originale pentru evaluarea
aplicabilitatii si eficientei unor produse in domeniul conservarii bunurilor de patrimoniu din lemn;

3. Sinteza datelor din literatura privind uleiuri esentiale cu potential biocid antifungic, cu corelatii
utile compozitie chimica-eficientd biocida; (BD1)

4, Bazad de date rezultate validare 5 tipuri de teste screening realizate cu substante biocide clasice
cu eficacitate recunoscutd (BRE) (BD-01/1-BD-01/5)

5. Bazd de date caracterizare complexa 5 uleiuri esentiale (BD-02)

6. Baze de date potential biocid antifungic fatd de ciuperci xilofage reprezentative pentru putregaiul
brun (Serpula lacrymans, Postia placenta) si putregaiul alb (Trametes versicolor), determinat prin teste
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screening RS, pentru 5 uleiuri esentiale (ulei esential de Busuioc (Ocimum basilicum) B-EO, ulei esential
de Cuisoare (Eugenia caryophyllata) C-EO, ulei esential de Oregano (Origanum vulgare) 0O-EO, ulei
esential de Scortisoara (Cinnamomum verum)S-EO si ulei esential de Cimbru (Satureja hortensis) T-
EO) (BD-03/1), fise de validare potential antifungic functie de mediul de dilutie (BD-03/2) si tipul
ciupercii xilofage (BD-03/3)

7. Testare si date experimentale privind efectul biocid antifungic fata de Postia placenta (putregai
brun) si Trametes versicolor (putregaiul alb) determinat prin test minibloc pentru C-EO si T-EO in doua
medii de dilutie (etanol, ulei de in)

8. Testare si date experimentale privind potentialul eco-impact prin fitotoxicitate pentru C-EO si T-
EO functie de mediul de dilutie si concentratie, comparativ cu doud produse biocide clasice si apa
distilata.

9. Dezvoltare concept testare si teste micologice specifice pentru evaluarea potentialului de
implementare a uleiurilor esentiale ca produse alternative antifungice pentru tratamente preventive si
curative in conservarea patrimoniului.

9.3.Directii viitoare de cercetare

Consideram ca pe baza rezultatelor si concluziilor din tezd, bazate pe un volum de munca si efort
considerabile, se justifica aprofudarea si diversificarea cercetdrilor in acest domeniu. Ca directii viitoare
de cercetare, se intrevad (nelimitativ), urmdtoarele:
1. Testarea unor amestecuri de uleiuri esentiale (din cele 5) pentru a spori eficienta protectiei
antifungice.

2. Teste minibloc si de fitotoxicitate pentru amestecuri uleiuri esentiale cu eficienta antifungica
crescutd, comparativ pentru tratamente ca atare si tratamente succedate de hidrofugare cu ceruri.

3. Teste de implementare a uleiului de cimbru T-EO in practica conservarii-restaurdrii mobilierului
istoric/artefactelor din lemn vechi (studii de caz combinate cu teste micologice).

4. Colaborarea cu specialisti in microbiologie/micologie pentru identificarea fungilor izolate de pe
bunuri de patrimoniu pentru o mai bund intelegere a rezultatelor obtinute si extinderea cercetarilor cu
alte uleiuri esentiale individuale si in amestec.

5. Dezvoltarea unor eco-produse eficiente pe bazd de uleiuri esentiale incapsulate in nanoparticule.

Protocolul analitic dezvoltat in tezd, precum si rezultatele experimentale sub forma de fise de
caracterizare uleiuri esentiale, evaluare si validare potential antifungic al uleiurilor esentiale constituite
in baze de date originale, pot constitui un suport metodologic si informational util pentru cercetari
viitoare, fara a fi limitativ dpdv al directiilor identificate in aceasta teza.
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Rezumat

Teza de doctorat abordeaza tema bioprotectiei lemnului in sintagma eficienta versus eco-impact,
explorand in acest context oportunitdtile si limitele unor uleiuri esentiale ca potentiale solutii alternative
pentru bioprotectia antifungica a lemnului. Domeniul de aplicabilitate vizat cu precadere este cel al
conservarii bunurilor de patrimoniu cultural, in care artefactele din lemn/pe suport lemn ocupad un loc
important ca pondere, diversitate, semnificatie, valoare. Rezistenta limitata la biodegradare a lemnului
reprezintd insa un element de vulnerabilitate, iar atacul fungic al lemnului, in conditii improprii de
conservare, reprezintd un factor de degradare agresiv si un risc semnificativ, pentru a cdrui contracarare
sunt necesare tratamente preventive si curative, Teza de doctorat propune, valideaza si implementeaza un
concept metodologic si un protocol analitic care permit testarea si promovarea responsabild a unor produse
antifungice eficiente si cu eco-impact redus. Au fost identificate si testate din punct de vedere al
potentialului biocid antifungic, fatd de ciuperci xilofage de putregai brun si alb, cinci uleiuri esentiale (EOs):
ulei esential de busuioc (B-EO), cuisoare (C-EO), oregano (O-EO), scortisoara (S-EO) si cimbru (T-EO). C-EO
si T-EO au fost selectate pentru testarea eficacitatii pe lemn si evaluarea potentialului impact ecologic al
tratamentelor, prin fitotoxicitatea apelor de spalare a lemnului tratat. Solutile de C-EO si T-EO cu
concentratii de 5% prezinta eficacitate si impact ecologic acceptabile. Testele preliminare de implementare
in conservarea bunurilor de patrimoniu din lemn au demonstrat o eficacitate antifungica cel putin egala cu
a unor produse biocide clasice considerate pentru comparatie (Diffusit S, Biotin T), precum si
compatibilitatea tratamentelor cu finisare ulterioard cu ceard de albine si selac. Rezultatele experimentale
obtinute in teza au generat baze de date utile pentru cercetari viitoare.

Abstract

The doctoral thesis addresses the topic of wood bioprotection in terms of efficiency versus eco-
impact, exploring in this context the opportunities and limits of some essential oils as potential alternative
solutions for antifungal bioprotection of wood. The main concerned applicability area is that of the cultural
heritage conservation, considering the importance of wooden cultural assets (artefacts) in terms of
percentage representation, diversity, significance and value. However, the limited resistance to
biodegradation of wood represents an element of vulnerability, while the fungal attack of wood, occurring
under inappropriate conservation conditions, represents an aggressive degradation factor and a significant
risk, requesting preventive and curative treatments as counteractions. The doctoral thesis proposes,
validates and implements a methodological concept and an analytical protocol that allow the testing and
responsible promotion of effective antifungal products with low eco-impact. Five essential oils (EOs) were
identified and tested for their antifungal potential against xylophagous brown and white rot fungi: basil
essential oil (B-EO), clove (C-EO), oregano (O-EOQ), cinnamon (S-EQ) and thyme (T-EQ). C-EO and T-EO were
selected for further testing their antifungal effectiveness on wood and evaluation of the potential ecological
impact of these treatments, by the phytotoxicity of the water leachates from treated wood. The C-EO and
T-EO solutions at 5% concentration demonstrated adequate efficacy and low ecological impact. Preliminary
implementation tests in the active conservation of wooden heritage goods have demonstrated an
antifungal efficacy at least equal to that of some classical biocidal products considered for comparison
(Diffusit S, Biotin T), as well as the compatibility of these treatments with subsequent finishing with
beeswax and shellac. The experimental research data and results from this thesis have generated useful
databases for future research.
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