CONTRACT NR. 51PTE/2020
ETAPA NR. 3/2022

COD PROIECT: PN-IlI-P2-2.1-PTE-2019-0697

OPTIMIZAREA TEHNOLOGIILOR DE CRESTERE A BIOMASEI PISCICOLE SI VEGETALE
TN CADRUL SISTEMELOR MULTI-TROFICE DE ACVACULTURA INTENSIVA PRIN
UTILIZAREA TEHNICILOR INTELIGENTE DE RECUNOASTERE VIZUALA Sl loT
(MultiAqualoT)

THE IMPROVEMENT OF REARING TECHNOLOGIES FOR FISH AND PLANTS BIOMASS
PRODUCED IN INTENSIVE RECIRCULATING AQUACULTURE MULTI-TROPHIC
SYSTEMS BY USING VISUAL RECOGNITION AND loT METHODS (MultiAqualoT)

Realizat de catre,
SC. SILURUS MARKET SRL (Beneficiar)
UNIVERSITATEA "DUNAREA DE JOS", Galati (Partener 1)
UNIVERSITATEA "ALEXANDRU IOAN CUZA" IASI (Partener 2)

UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE "GRIGORE T. POPA" DIN IASI (Partener 3)



REZUMAT SI REZULTATE DISEMINARE

Tn cadrul prezentei etape, proiectul PN-111-P2-2.1-PTE-2019-0697 intitulat Optimizarea Tehnologiilor de Crestere a Biomasei Piscicole si
Vegetale in Cadrul Sistemelor Multi-Trofice de Acvacultura Intensiva prin Utilizarea Tehnicilor Inteligente de Recunoastere Vizuala si IoT
(MultiAqualoT) isi propune demonstrarea functionalitatii in conditii industriale a sistemului multi-trofic optimizat prin integrarea modulelor inteligente
de recunoastere vizuala si a susbtratului inovativ — alternativ (cochilii de rapane) de crestere a biomasei de busuioc, dezvoltat, testat si validat in cadrul
etapei anterioare, concomitent cu demonstrarea in conditii industriale a noii tehnologii bazata pe aditivarea cu fitobiotice a furajului administrat biomasei
sturionicole, cu finalizarea dezvoltarii solutiei software de diseminare a rezultatelor si cu diseminarea generald a rezultatelor obtinute, inclusiv depunerea
unei cereri de brevet. Astfel, prezenta etapa este structurata in 7 activitati, realizate in maniera colaborativa, intreprinse in scopul obtinerii a unui numar
asumat de 8 rezultate. Partenerul 1 al proiectului (Universitatea "Dunarea de Jos", Galati) este implicatad in 5 activitati din cadrul acestei etape (2 fiind
parcurse in mod exclusiv de P1 si alte trei fiind parcurse in colaborare, dupa caz, cu Beneficiarul proiectului, precum si cu ceilalti doi parteneri), in timp
ce beneficiarul proiectului (SC. SILURUS MARKET SRL) este implicat in trei activitati colaborative si P2 (Universitatea "Alexandru loan Cuza" lasi),
respectiv P3 (Universitatea de Medicina si Farmacie "Grigore T. Popa" din lasi) in cate o 2 activitati colaborative si cate o activitate parcursa exclusiv de
fiecare dintre acestia.

Prezenta etapa se identifica prin urmatoarele rezultate: raport de descriere a bazei de continut imagistic pentru exemplarele de sturioni si biomasa
de busuioc (realizare finald); raport de analizd a tehnologiilor inteligente de recunoastere vizuald, dezvoltate in scopul evaludrii cresterii biomasei
sturionicole si a celei de busuioc, in timp real, precum si pentru identificarea deficientelor nutritionale (realizare finald); raport de descriere a parametrilor
de extractia uleiului din biomasa de busuioc obtinutd in regim acvaponic si de caracterizarea chimica a acestuia in vederea identificarii compusilor bioactivi
(realizare finald); raport de evaluare in-vitro a efectului antimicrobian al compusilor biologic activi ai extractului obtinut din biomasa de busuioc crescuta
in regim acvaponic si de descriere a antioxidantilor enzimatici si nonenzimatici (realizare finald); raport de demonstrare a functionalitatii in conditii
industriale a sistemului multi-trofic imbunatatit prin integrarea substraturilor de crestere inovative, a tehnologiei bazate pe fitobiotice, cat si prin integrarea
modulelor automate de observatie a dinamicii biomasei sturionicole si vegetale, in timp real; raport de prezentare a aplicatiei software in scopul diseminarii
catre mediul industrial a noilor tehnologii dezvoltate, precum si a posibilelor viitoare tehnologii dezvoltate sau optimizate (realizare finald); raport
cumulativ de descriere a rezultatelor proiectului si a directiilor ulterioare de dezvoltare.

Diseminarea intreprinsa in cadrul etapei a constat intr-un numar de 6 articole publicate (un articol in Q1 — zona rosie cu IF 3,408, un articol in
Q3 — zona alba cu IF 2,690 si 4 articole indexate ISI), 5 articole acceptate spre a fi publicate (un articol in Q2 — zona galbena cu IF 5,411, 3 articole
indexate ISI si un articol BDI), 2 articole aflate Tn evaluarea (un articol Th Q1 — zona rosie cu IF 4,658, respectiv un articol in Q2 — zona galbena cu IF
3,847), 12 lucrari comunicate in cadrul Conferintelor Internationale (din care 7 conferinte indexate ISI), 1 platforma web pentru diseminarea rezultatelor
tehnologice catre mediul industrial), 1 cerere de brevet si 1 produs inovativ realizat si transferat catre mediul economic.

Astfel, in cadrul prezentei etape a fost extinsd baza de continut imagistic pentru exemplarele de sturioni si biomasa de busuioc atat prin integrarea
imaginilor tehnologice cu sturioni aflati in stadii mai avansate de dezvoltare, cét si prin diversificarea imaginilor cu busuioc crescut in regim acvaponic,
inclusiv imaginile cu plante aflate in diverse stari induse de deficiente specifice de nutrienti. De asemenea, a fost demonstrata functionalitatea in conditii
industriale, caracteristice diverselor scenarii tehnologice, a sistemului multi-trofic imbunatatit prin integrarea substraturilor de crestere inovative, a
tehnologiei bazate pe fitobiotice (a implicat evaluarea bunastarii biomasei piscicole), cat si prin integrarea modulelor automate de observatie a dinamicii
biomasei sturionicole si vegetale, in timp real. Evaluare in-vitro a efectului antimicrobian al compusilor biologic activi ai extractului obtinut din biomasa
de busuioc obtinuta in regim acvaponic a fost realizatd, concomitent cu descrierea antioxidantilor enzimatici si nonenzimatici. Evaluarea calitativa a
productiei vegetale a implicat si extractia uleiului din biomasa de busuioc obtinuta in regim acvaponic si caracterizarea chimicd a acestuia in vederea
identificarii compusilor bioactivi. O aplicatie software a fost dezvoltatd in scopul de a oferii beneficiarului posibilitatea diseminarii catre mediul extern,
contra cost, rezultatelor prezente si viitoare obtinute din activitatea de cercetare-dezvoltare. Diseminarea rezultatelor s-a realizat la scara larga, prin articole
si participari la conferinte internationale si, mai ales, prin depunerea unei cereri de brevet in vederea brevetarii noului sistem multi-trofic inteligent, destinat
a asigura o dezvoltare durabild a sectorului alimentar. Drept urmare, consider un grad de indeplinire de 100% a obiectivelor propuse a fi realizate in
cadrul contractului 51PTE, Tn etapa 3/2022.

1. Raport de descriere a bazei de continut imagistic pentru exemplarele de sturioni si biomasa de busuioc (realizare finali).

Seturile de date imagistice existente si provenite din cadrul etapei 2 a prezentului proiect, folosite la antrenarea retelelor neuronale, au fost imbunatitite
prin intermediul intreprinderii activitatii de demonstrare a functionalititii sistemului inovativ si tehnologiei optimizate de productie . Tn acest fel baza de
imagini a fost extinsa, aceasta cuprinzand atit imagini cu biomasa sturionicold aflata in diverse stadii de dezvoltare, cu biomasa de busuioc aflata in
diverse etape de crestere, cat si cu biomasa de busuioc aflata in diverse stari asociate deficientei de nutrienti.

Astfel, colectarea imaginilor pentru seturi de date cu biomasa sturionicola a fost realizatd dupa cum urmeaza: in fiecare zi au fost realizate aproximativ
900 de imagini (In 2 serii a cate 450 de imagini realizate la ore diferite) (figura 1). Dupa realizarea fiecarui lot de imagini, acestea au fost transferate pe
server cu ajutorul unui cron job setat pe fiecare Raspberry Pi ce asigurd comunicarea cu camerele de observatie IntelRealSense. Avand in vedere ca baza
de date imagistice serveste la antrenarea retelelor neuronale destinate a fi aplicate la nivel industrial, obtinerea imaginilor Tn context real, de practicare a
sturioniculturii la nivel industrial, oferd un mare avantaj aplicativ. Seturile de date imagistice ce implicad biomasa de busuioc au fost preluate zilnic, in
doud momente ale zilei (dimineata — ora 7:30 si seara — ora 18:30). Asemenea bazei imagistice cu sturionicole, imaginile cu biomasa busuioc au fost
realizate cu ajutorul camerelor Intel RealSense si transferate pe server cu ajutorul unor cron job-uri setate pe fiecare Raspberry Pi (figura 1). Un cron job
este 0 comanda Linux folositd pentru programarea sarcinilor care urmeaza si fie executate cdndva in viitor. Acesta este de obicei folosit pentru a programa
o lucrare care este executata periodic — de exemplu, pentru a trimite o notificare in fiecare dimineata. Astfel, pentru fiecare Raspberry Pi a fost creat un
scrip/fisier care capteaza un numar de poze. Dupa ce pozele au fost salvate local, pe cardul SD din Raspberry Pi, aceste fisiere sunt transmise prin SSH
catre server, unde sunt salvate pe HDD. Toate aceste comenzi sunt puse intr-un fisier .bat, fisier specific programelor in Linux (figura 2, 3). Pentru a fi

Python3 /nome/pi/Work/dataset/camera_intel.py

ashpass -p scp -z /heme/pi/Work/dataset/camera_in

™ -xf /home/pi/Work/detaset/camesa_intel/*

Figura 1. Date imagistice cu biomasa sturionicola si cea de busuioc, aflate in 20 % * " /home/pi/Work/cror PY. Figura 3. Diagrama sistem
diverse scenarii tehnologice, in conditii industriale de productie Figura 2. Imagine bat i comanda cron job achizifie imagini

Baza finala de date imagistice aferenta biomasei de busuioc a fost incarcata pe cloud-ul https://files.ugal.ro/s/KloeNGIHRTPNIQv si poate fi accesata
utilizand parola multiaquaiot (ANEXA ). Astfel, arhitectura bazei de date constd intr-un numar de 6 foldere cu imagini surprinse in timpul ciclului de
productie (ciclu crestere 1 — 2022 — rpi 2; ciclu crestere 2 — 2022 — rpi 4; ciclu crestere 3 — 2022 — rpi 12; ciclu crestere 4 — 2022 — rpi 16; ciclu crestere 5
— 2021 — rpi intel L515; ciclu crestere 6 — 2021 — rpi Intel SR3; silurus market comercializare, silurus market rasad) (figura 4) si 4 foldere cu imagini de
frunze de busuioc cu deficiente de N, P, K, Fe (figura 5). Baza finald de date imagistice aferentd biomasei sturionicole cuprinde 6 foldere cu imagini
surprinse in diverse secvente tehnologice (sturioni biomasa 1-4 2021-2022 rpi 5-6; sturioni silurus market biomasa 1 -2) (figura 6).



https://files.ugal.ro/s/KloeNG9HRfPNIQv

Figura 6. Date imagistice cu biomasa sturionicole,
incarcate pe cloud

Figura 4. Date imagistice cu busuioc in timpul cicluluide  Figura 5. Date imagistice cu busuioc cu deficiente de N,
productie, incarcate pe cloud P, K, Fe, incarcate pe cloud

2. Raport de analiza a tehnologiilor inteligente de recunoastere vizuala, dezvoltate in scopul evaluirii cresterii biomasei
sturionicole si a celei de busuioc, in timp real, precum si pentru identificarea deficientelor nutritionale (realizare finala).

Din setul de date imagistice descris in cadrul raportului de mai sus (Raport 1), au fost extrase imagini care au fost trecute printr-un proces de adnotare
manuald. Rezultatul acestui proces este un set de date pregatit pentru viitoare instruiri atit pentru noi retele cat si pentru imbunatatirea retelelor existente.
Pentru adnotare a fost folosit tool-ul LabelMe (figura 7, 8). Baza de date imagistice adnotate a fost incarcati pe cloud-ul
https //fIIeS uqal ro/s/KIoeNGQHRfPNIOV si poate fi accesata utilizand parola multiaquaiot.

Figura 7. Date imagistice biomasa sturionicola Tn timpul procesului de adnotare cu ajutorul tool-ului LabelMe
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Figura 8. Date imagistice biomasa de busuioc in timpul procesului de adnotare cu ajutorul tool-ului LabelMe

Asa cum a fost prezentat in rapoartele anterioare, detectia biomasei sturionicole se face cu ajutorul unor retele neuronale si a unor tehnici din computer
vision (spatiu culori). Folosind o retea neuronala pentru segmentarea instantelor, este generatd 0 masca pentru fiecare exemplar sturionicol Tn parte.
Utilizand spatiul de culori LAB, masca creatd in urma adnotarii conturului sturionilor este trecuta printr-un algoritm ce ajuti la extragerea acesteia. Tn acest
fel, dintr-o masca similara cu rezultatul unei retele de semantic segmentation, sunt generate mai multe masti similare cu rezultatul unei retele de instance
segmentation (figura 9). Deoarece ambele abordéri au plusuri si minusuri, s-a optat pentru suprapunerea celor 2 masti si extragerea unei masti comune.
Aceastd masci este utilizatd in continuare in formula de calcul. Tn cadrul formulelor de calcul sunt utilizate atat masca cét si informatiile de distanta
(furnizate de camera Intel RealSense). Astfel, pentru identificarea indicelui de crestere a bhiomasei sturionicole se ia in considerare media marimilor tuturor
pestilor detectati intr-o zi, marime care reprezintd numarul de pixeli determinati pe baza masti si distanta medie de la camerd la obiect (sturion) obtinuta
cu ajutorul camerei Intel RealSense sia mzistii pestelui (ec. 1)

Indice de crestere
ynumarpesti (nymar pixeli X dis tant a medie)
- numar pesti

Figura 9. Extragerea de masti pentru biomasa sturionicold adnotata Indicelui de crestere biomasa sturionicola. (ec.1)

Abordarea de detectare a plantelor in imagini este similara cu algoritmul folosit la detectia pestilor. Si in acest caz este folositd o retea neuronala
alaturi de un algoritm de extragere a mastilor folosind spatiile de culori (LAB) (figura 10). Din combinarea celor 2 masti rezultd masca utilizata in ec. 2,
si ec. 3. Astfel, cu ajutorul masti se extrage informatiile despre distanta colectate cu ajutorul camerei Intel RealSense, valori din cadrul cirora se extrage
cea mai mica distantd. Cea mai mica distanta este asociata celui mai Tnalt punct existent la nivelul biomasei de busuioc, la un moment dat, adica varful
plantelor. Aceasta distanta este corelatd cu distanta pana la sol, rezultdnd astfel inaltimea plantei (ec. 2). Cresterea suprafetei foliare a plantelor se observa
prin intermediul indicelui prezentat in cadrul ec. 3. Acest indice se calculeazi zilnic si reprezintd numarul de pixeli (suprafata plantei) multiplicat cu
indltimea plantei. Prin aceastd metodologie se ia in considerare o crestere a suprafetei o daté cu inéltarea plantelor (deoarece plantele nu vor mai creste in
numarul de pixeli cu aceeasi dinamica, dupa un anumit moment, cand Tncep a se suprapune).

Indice tniltime planta Indice de crestere suprafata foliara
= distanta pana la sol = numar pixeli masca
— distantd pani la la planta X indltime planta
Figura 10. EXtragerea de masti pentru biomasa de Indicelui de evaluare a cresterii in indltime a biomasei de Indicelui de evaluare a cresterii suprafetei foliare a
busuioc supusa procesului de adnotare busuioc (ec.2) biomasei de busuioc (ec.3)

Detectia bolilor plantelor — abordari testate: Majoritatea abordarilor prezentate in cadrul publicatiilor stiintifice de specialitate graviteaza in jurul a doua
mari directii si anume extragerea caracteristicilor din imagini si clasificarea imaginilor. Astfel, au fost testate mai multe abordari, o parte din ele fiind
prezentate in cele ce urmeaza.


https://files.ugal.ro/s/KloeNG9HRfPNIQv

O prima abordare presupune extragere caracteristicilor din imagini. Astfel, inainte de a prezenta abordarile folosite, este necesar sé se cunoasca 2 concepte
din procesarea imaginilor: Local Binary Pattern (denumit in continuare LBP) este o tehnica de Computer Vision folositd in clasificarea texturilor,
respectiv Normalizarea imaginii este un proces tipic in procesarea imaginilor care modifica intervalul de valori ale intensitatii pixelilor. Scopul sdu normal
este de a converti o imagine de intrare intr-o gama de valori a pixelilor care este mai familiara sau mai normalad simturilor, de unde si termenul de
normalizare (figura 11). In ANEXA Il se prezenta procedeul in maniera etapizata pentru o imagine din setul de date, care a fost trecutd prin aceste 2
operatii.

leaf v1 normalized leaf v2 normalized leaf v3 normalized

@

leaf v1 original leaf v2 original

leaf vO original leaf v3 original
Figura 11. Rezultatele normalizarii imaginilor pentru frunzele busuiocului cu deficiente nutritionale

Extragere caracteristici cu LBP si clasificare cu Random Forest (RF) Classifier (figura 12 - 13): Algoritmul Random Forest se bazeaza pe arbori de
decizie aleatoriu. Este o tehnica de perturbare si combinare conceputa specifica arborilor. Aceasta Inseamna ca introducerea datelor aleatoriu in constructia
clasificatorului creeaza un set divers de clasificatori. Predictia ansamblului este predictie medie a clasificatorilor individuali. Tnainte de a fi introduse Tn
clasificator, imaginile au fost preprocesate utilizand LBP. Fiecare imagine este trecutd printr-o etapa de preprocesarea de tip LBP. Rezultatul este apoi
trecut printr-o histograma, care mai apoi este normalizata. Desi, rezultatele par incurajatoare, algoritmul nu a prezentat rezultate extraordinare, ceea ce ne-
a motivat sa cautam alta abordare. A fost testat si algoritmul de clasificare Logistic Regression, insa rezultatele au fost aseméanatoare (figura 14).

leaf vO normalized

EaF BT ) Accuracy with LBP and RandomForestClassifier: 50.806451612903224
unction that perform the feature extraction process with the LBP method ""* [JFECiSiOI"I recall fl-score SUppOI"t
# ToDo:
1bp = local_binary_pattern(img, 24, 2, method="uniform")
(hist, _) = np.histogram(lbp.ravel(),bins=np.arange(e, 27),range=(2, 26)) leaf-normal 9.48 B.26 8.34 80
hist = hist.astype("float") 1
hist /= (hist.sum(} + {1e-7)) eaf-vi 0.39 9.28 9.32 58
G [ leaf-v2 0.57 9.34 9.43 47
c1f = RandomForestClassifier(n_estimators=10@, random_state=az) leaf-v3 9.25 9.04 @a.a7 24
clf.fit(X_trainext, y_train) leaf-va 8.53 0.83 8.65 163
preds = clf.predict(X testext)
score = accuracy_score(y_test, preds)
c1f_report = classification_report(y_test, preds, target_names=dataset_labels) accuracy 8.51 372
macro avg 0.44 9.35 9.36 372
print("Accuracy with LBP and RandomrorestClassifier:", score * 100) -
A R weighted avg 0.48 .51 9.46 372
Figura 12. Antrenare clasificator metoda LBP + RF Figura 13. Rezultate antrenare
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Figura 14. Rezultatele algoritmului Logistics Regression

Extragere caracteristici cu LBP si clasificare cu Suport Vector Machine: Suport Vector Machine (SVM) sunt un set de metode de invatare supravegheata
utilizate pentru clasificare, regresie si detectarea valorii aberante. In algoritmul SVM, fiecare element de date este reprezentat ca punct in spatiul n-
dimensional (unde n este un numar de caracteristici), valoarea fiecarei caracteristici fiind valoarea unei anumite coordonate. Clasificatorul este
hiperplanului care diferentiaza foarte bine clase. La fel cain exemplul de mai sus, fiecare imagini a fost preprocesata utilizind LBP, urmata de o histograma
si o normalizare (figure 15). S-a folosit libraria scikit-learn pentru implementarea algoritmului SVM. Cu toate acestea, in urma antrendrii modelului s-a
obtinut o metrica asociata unei acuratete finale destul de redusa, de 53%. (figura 16).

Precision of the Linsar SVM: 1.8
Recall of the Linsar sViM: 1.4@
Accuracy of the Linear SVM: 1.8

leaf-normal

[INFO] correctly classified 331 / 390 images.
[INFO] correctly classified 224 / 266 images.
[INFO] correctly classified 237 / 268 images.
[INFO] correctly classified 89 / 112 images.
[INFO] correctly classified 794 / 822 images.

N Precision [@.75 e. a. B.52884615]
S Recall [9.13535354 a, a. @.98214286]
e Accuracy ©.5337@37@378378371
Figura 15. Procesarea imaginilor utilizand LBP — histograma - normalizare Figura 16. Acuratetea modelului LBP - SVM

Extragere caracteristici cu LBP (imagini gri) si VGG16 si clasificare cu SVM: Pornind de la cele afirmate in cadrul publicatiilor stiintifice de specialitate
(Khalid et al., 2021) s-a incercat o abordare bazati pe LBP si o retea neuronali convolutionald (CNN). Tn figura 17 sunt expuse informatii despre forma
imagini dupd fiecare procesare: LBP, extragere caracteristici din CNN si combinarea informatiilor intr-un singur array ce va fi intrare intr-un clasificator
SVM.

Extragerea informatiilor/caracteristicilor folosind o retea neuronala convolutionald, mai precis VGG (figura 18): Reteaua a fost instruita pe setul de date
ImageNet. Imaginea este trecuta prin retea, insa nu pana la capat. Se extrag din retea informatii de dinainte de a se incepe clasificarea imagini, adica se
extrag caracteristicile folosite la clasificare. Informatiile extrase din LBP si din reteaua neuronala VGG16 sunt combinate intr-o singura data/array care
este intrarea intr-o alti retea de clasificare. in figura 18 urmitoare se pot vedea dimensiunile datelor. Pentru clasificare, este folosit un clasificator liniar,
mai precis SVP.

Alte 2 abordari utilizate sunt Extragerea caracteristicilor cu LBP si clasificarea cu CNN (Resnet18), demers prezentat pe larg in  ANEXA Il si o
clasificare a imaginilor utilizand un CNN (VGG) prezenta in detaliu in ANEXA IV.

Detectie deficiente nutritionale busuioc - abordare finala: Una dintre abordarile care a dat rezultate bune este utilizarea unui CNN de clasificare, insa
folosind o arhitectura de retea mult mai complexi. Pe durata testelor a fost incercata arhitectura Resnet50, care a prezentat rezultate destul de bune. Tn
figura 19 se prezintd arhitectura retelei si Tn ANEXA V sunt expuse log-uri din timpul antrenarii si testul de predictie. Precizia finala a fost de 63%.
Aceasta retea este utilizata in cadrul aplicatiei, dezvoltate in cadrul prezentului proiect, pentru detectarea deficientelor nutritionale la nivelul biomasei de
busuioc.



shape: (756, 315, 3)

Image /content/leaf_disease_CHN_LBP/dataset -leaf
Image shape
LBP

chn 2 (1, 7, 7, 512)
coms (25098,)

Figura 18. Arhitectura retea VGG16 si dimensiune date

Figura 17. Extragerea informatiilor/caracteristicilor folosind LBP
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Figura 19. Arhitectura Resnet50

Avand Tn vedere necesitatea functionarii sistemelor imagistice in maniera real-time, fapt ce implica transmiterea de date catre utilizator si procesarea

de rand. Astfel, aplicatia furnizeaza date legate de indicele de crestere in biomasa a materialului sturionicol, cresterea procentuala intre doud segmente de
timp consecutive, precum si un tabel detaliat cu numarul de elemente identificate de model si luate in considerare in vederea elaborarii celor doua rezultate
numerice cu o acuratete ridicata (figura 20). De asemenea, datele legate de evaluarea cresterii biomasei de busuioc atét in inaltime, cit si in biomasa
foliard, sunt reluate si prelucrate de aplicatie, aceasta oferind valori asociate Inaltimii plantelor, precum si indicele procentual de crestere a naltimii (figura
21). Avand in vedere faptul ca, in cazul plantelor verzi crescute pentru valorificarea frunzelor, indicele de suprafata foliara este un indicator de productie
foarte important, aplicatia preia datele rezultate din folosirea modelelor imagistice ce determind suprafata de verde per o unitate de suprafata unitate
acvaponica si calculeaza indicele procentual de crestere pentru aceasta, intre doua intervale de timp dorite (ANEXA VI). Astfel, in cadrul ANEXEI VI
sunt prezentate o serie de printscreen-uri cu modul de rulare a aplicatie, surprinse in timpul demonstrarii functionalitatii sistemului imagistic la nivel
industrial. De asemenea, aplicatia are si o componenta de identificare a procentului de similitudine a diverselor frunze de busuioc, identificate drept
afectate de o posibild deficienta nutritionald. Astfel, in figura 22 se prezintd un print-screen cu modalitatea de asociere a aspectului unei frunze de busuioc
afectate cu de o deficienta de K cu o probabilitate de 54.36%, comparativ cu Fe 22.07%, N 10,19%, P 9,77%, precum si cu procentul de similitudine cu
frunzele martor (normale) de doar 3,59%. Tn ANEXA VI sunt prezentate print-screen-uri din timpul functionérii in conditii industriale a acestui feature a
aplicatiei.
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Figura 20. Interfata si structura aplicatie realizata in scopul

preludrii prin IoT, vizualizarii si interpretarii rezultatelor de

crestere obtinute ca urmare a folosirii modulelor imagistice
destinate observarii biomasei sturionicole

Figura 21. Interfata si structura aplicatie realizata in scopul

preludrii prin IoT, vizualizarii i interpretarii rezultatelor de

crestere obtinute ca urmare a folosirii modulelor imagistice
destinate observarii biomasei de busuioc

Figura 22. Interfata si structura aplicatie de
identificare a posibilelor deficiente nutritionale la
nivelul suprafetei foliare a busuiocului (exemplu

determinarea deficientei de K)

3. Raport de demonstrare a functionalititii in conditii industriale a sistemului multi-trofic imbunititit prin integrarea substraturilor de
crestere inovative, a tehnologiei bazate pe fitobiotice, cit si prin integrarea modulelor automate de observatie a dinamicii biomasei
sturionicole si vegetale, in timp real.

Design demonstrare functionalitate pentru scenarii tehnologice A si B

Tn vederea demonstririi functionalititii in conditii industriale a modelului automat de observatie a dinamicii biomasei sturionicole din cadrul sistemului
multi-trofic si a utilitatii folosirii fitobioticelor, prin evaluarea indicatorilor de crestere a biomasei piscicole si a compozitiei biochimice a tesutului
muscular, s-au urmdrit diverse scenarii tehnologice ce surprind secvente esentiale din cadrul ciclului de productie a speciei A. baerii. Astfel, Tn cadrul
infrastructurii de productie sturionicold industriald detinuta de beneficiarului prezentului proiect, SC SILURUS MARKET SRL, au fost surprinse, pentru
inceput, doud secvente tehnologice cu o duratd de 43 zile fiecare, dupa cum urmeaza: A — Cresterea biomasei sturionicole de la o biomasa initiala
individuald medie (IW) de 51,24+4,8 g/ex la 142,20+£17,44 g/ex, respectiv B — cresterea biomasei sturionicole de la IW initial de 30,93+3,27 1a 91,56+11,31
g/ex. De-a lungul perioadei experimentale, materialul biologic aferent ambelor baterii de crestere, asociate celor doud scenarii tehnologice A si B, a fost
furajat aplicand o ratie de 1,5% din biomasa totala (BW). Furajul administrat are un continut proteic de 56% (AllTech Coppens Supremel0®, de 2mm).
Pulberea de busuioc a fost omogenizaté cu o solutie de gelatina in concentratie de 2%, amestecul fiind pulverizat uniform pe suprafata furajului, mix-ul
rezultat fiind uscat la cuptor electric cu ventilatie (temperatura 30°C, timp 4 ore). Dupa racire, furajul a fost distribuit egal si administrat in 2 mese/zi catre
materialul biologic. Dinamica cresterii materialului sturionicol si compozitia biochimica a tesutului muscular au fost analizate. Astfel, pentru supervizarea
cresterii in vederea adaptarii in timp real (1 data la fiecare 3 zile) a cantitatii de furaj administrat, a fost folosit modulul imagistic pentru evaluarea indicelui
de crestere asociat biomasei piscicole. Intrucat modulul imagistic se integreazi pentru prima data la scard industriald, in vederea demonstrarii
functionalitétii, a fost necesard optimizarea acestuia prin corelarea indicilor de crestere cu datele de spor de crestere identificare folosind metoda
conventionald, la fiecare 3 zile. Cele doua baterii de crestere, aferente scenariilor tehnologice A si B au fost conectate, de-a lungul intregii secvente
tehnologice, in cadrul sistemului multi-trofic integrat, la modulele acvaponice aferente. Astfel, unitatile de crestere din cadrul A au fost conectate la
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unitatile acvaponice HA si RA, respectiv cele din B la unitdtile acvaponice HB si RB, unde H reprezinta grupul de unitdti cu substrat de crestere (GM)
din argila expandata si R grupul cu GM din cochilii de rapane (substratul de crestere inovativ) supuse unui tratament de prelucrare similar cu cel mentionat
n cadrul raportului cumulativ al etapei a I1-a a prezentului proiect. Parametrii hidraulici asociati modulelor acvaponice au fost indentici: ratd de incarcare
hidraulica HLR (6 m/zi), timp hidraulic de retentie HRT (0,69 h). Motivul pentru care GM H a fost luat in considerare spre a fi demonstrat in cadrul
secventei tehnologice este reprezentat de dorinta de identifica si impactul segregat al solutiilor inovative propuse (sistemul multi-trofic cu modulele
imagistice si tehnologie specifica bazata pe aditivarea furajului cu busuioc, dar cu GM conventional vs. sistemul multi-trofic cu modulele imagistice si
tehnologie specifica bazata pe aditivarea furajului cu busuioc , dar cu GM format din cochili de rapane) — substratul GM R a fost ulterior introdus n randul
revendicarilor din cadrul brevetului ,,Sistem acvaponic cu substrat pentru cresterea durabila a busuiocului si a sturionului siberian’’, nr inreg.
AJ/00676/24.10.2022. Astfel, rasaduri de busuioc au fost transplantate din sol si plantate la nivelul unitatilor acvaponice mentionate mai sus (HA, RA, HB,
RB), aplicand o densitate de cultivare de 70 rasaduri/m?. inainte de transplantare, H GM si R GM au fost supuse activirii respectand protocolul descris in
raportul de etapa Il al prezentului proiect, folosind bacterii Bio-Digest si adaos zilnic de clorurad de amoniu.

Modulul imagistic pentru determinarea inaltimii si a indicelui de crestere a suprafetei foliare a fost folosit de-a lungul intregului ciclu de productie de 43
zile, concomitent fiind realizate si masuratori manuale cu rolul de a calibra modulul in cauza, conform celor descrise in raportul 2 al prezentei raportari
stiintifice. Seria de date a fost folositd pentu a realiza un model de prognoza, util pentru identificarea din timp a eventualelor probleme ce pot aparea de-a
lungul ciclului de productie si care se pot manifesta prin afectarea ritmului de crestere si dezvoltare. Astfel, pentru prognoza inaltimii biomasei de busuioc
a fost folosita aceeasi metodologie ca in cazul prognozei dinamicii biomasei sturionicole. Pentru a asigura legatura de interdependenta inaltime — biomasa
foliara de-a lungul procesului de predictie si a estima impactul cresterii in inaltime a plantei asupra dimensiunii frunzei se va folosi un model linear de
forma ecuatiei 2: leaf; = a + b * height, + u, (2), unde: a — reprezintd panta si aratd cu cat va creste frunza daca planta va stagna in inéltime, b —
parametrul care ne aratd cu cit va creste sau va scade dimensiunea frunzei la o crestere a inaltimii cu o unitate, leaft si height:— sunt variabilele modelului
(una endogena si alta exogenad) si Ut— reprezinta reziduala care va trebui minimizata folosind metoda celor mai mici patrate.

Calitatea biomasei vegetale de busuioc a fost evaluata la finalul ciclului de productie, aceasta fiind analizatd, intr-o prima etapa, din punct de vedere a
concentratiei de Ca, Mg, Fe si K, folosind tehnica de absorbtie atomica cu flacard. Compozitia biochimica a tesutului muscular al biomasei piscicole a
fost evaluata la sfarsitul perioadei experimentale conform STAS 9064/4-81 si STAS 9065/10-75.

Calitatea apei a fost monitorizata atat la alimentarea unitatilor acvaponice, cit si la evacuarea acestora, in vederea determinarii ratelor de retentie. Pentru
concentratiile de NOs, NOz, NH4, Mg, Ca, pH, oxigen dizolvat (DO) si temperatura a fost folositd o solutie tehnica de monitoring bazatd pe senzori si
anume Libelium® Smart Water Sensor Platform Adds Ion Monitoring (Zaragoza, Spain), iar vizualizarea rezultatelor a fost realizatd prin intermediul
Waspmode® (Zaragoza, Spain), platforma Grafana® - dezvoltata de Grafana Labs Company (New York, SUA).

Pe durata experimentelor s-a evaluat bundstarea materialului biologic atat la momentul initial cat si la finalul experimentului. Pentru analiza biomasei de
cultura din punct de vedere hematologic s-au folosit metode curente aplicate in hematologia veterinara ce reflecta starea de sandtate a pestilor, determinand,
astfel, potentialele schimbari fiziologice ce pot aparea sub actiunea factorilor de stres (Blaxhall et al., 1973; Svobodova, 1991). Astfel, pentru determinarea
numdrului de eritrocite (RBC - eritr./ul sange x 10°) s-a utilizat ca lichid de dilutie - soluia Vulpian, hemocitometrul Neubauer, pipeta Potain si un
microscop. Determinarea concentratiei de hemoglobind (Hb - g/dL)s-a realizat spectrofotometric cu ajutorul reactivului Drabkin. Citirea absorbantei
efectudndu-se la spectrofotometrul SPECORD 210 Analytikena, la o lungime de unda de 540 nm. Determinarea hematocritului (PVC - %) s-a realizatr
cu ajutorul centrifugii HETTICH HEMATOKRIT 210 pentru microhematocrit si a tuburilor capilare de microhematocrit heparinate. Centrifugarea s-a
realizat la o turatie de 12000 de rotatii / minut timp de 5 minute. Constantele eritrocitare reflecta gradul de functionare al eritrocitelor, continutul de
hemoglobini al fiecrui eritrocit si raportul dintre acest continut si valoarea lui. In cadrul experimentelor efectuate s-au determinat urmitoarele constante
eritrocitare: volumul eritrocitar mediu (VEM - fL), hemoglobina eritrocitard medie (HEM - pg) si concentratia de hemoglobind eritrocitara medie
(CHEM — g/dL). in ceea ce priveste biochimia sangelui s-a determinat glucoza, cortizolul, proteinele totale si lizozimul. Determinarea concentratiei de
glucozd (GLU — mg/dL) s-a realizat prin metoda colorimetrica bazata pe reactia dintre glucoza cu o substantd cromogena, si anume o-toluidina, care in
prezenta aldohexozelor formeaza un compus intens colorat in verde. Citirile s-au efectuat cu ajutorul spectrofotometrului SPECORD 210 Analytikjena la
o lungime de unda de 635 nm. Cortizolul (ng/dL) s-a determinat din ser prin metoda colorimetrica imunoenzimatica competitiva cu ajutorul kit-ului Fish
Cortisol ELISA Kit (96 determinari) bazat pe tehnica ELISA. Dozarea proteinelor totale serice (TP —g/dL) s-a realizat prin intermediul metodei biuretului,
citirea probelor, fata de proba blanc, s-a efectuat la spectrofotometrul SPECORD 210 Analytikjena 250 la o lungime de unda de 546 nm. Activitatea
lizozimului (U/mL) s-a determinat din ser pe baza testului turbiometric folosind protocolul de lucru pentru determinarea enzimatica a lizozimului de la
Sigma (Sigma, EC 3.2.1.17), utilizand ca substrat suspensia de Micrococcus lysodeikticus. Pentru evaluarea stresului oxidativ s-a recurs la determinarea
catalazei (CAT — U/mg proteind ), superoxid dismutazei (SOD — U/mg proteind), capacitatii antioxidante totale (TAC —mM Trolox) si a malondialdehidei
(MDA — nmoli/mg proteind). Pentru determinarea acestor indicatori a fost necesara si determinarea continutului de proteind (mg/mL) din tesuturile
analizate. Stresul oxidativ la pesti s-a determinat din tesut muscular (M), ficat (F) si intestin (I). La pesti concentratia de SOD s-a determinat prin metoda
colorimetricd imunoenzimaticd competitiva cu ajutorul Kit-ului Fish Superoxide Dismutase (SOD) ELISA kit (96 determinari) bazat pe tehnica ELISA.
Determinarea capacitati antioxidante totale (TAC) s-a efectuat prin metoda descrisa de Re (1999) si Van Den Berg (1999). Aceastd metoda are la baza
tehnica ABTS (2,2 -azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid) ce masoara abilitatea antioxidantilor de a transforma radicalul cationic colorat
ABTSO0+ (2,2-azinobis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonate).

Rezultate si discutii scenarii tehnologice A si B
Performanta cresterii biomasei sturionicole, modele de forecasting, compozitie biochimica tesut muscuclar
Valoare SGR pentru scenariul A, pentru intreaga secventa tehnologica, este de 2,37%BW/zi, in timp ce pentru scenariul B s-a Tnregistrat o valoare a SGR
de 2,52%BW/zi, fapt ce releva o capacitate mai bund de maximizare a productiei asociatd scenariului B. De asemenea, indicatorul FCR a Tnregistrat
valoarea de 0,64 g furaj / g spor biomasa in cazul B, reliefdnd o eficientd superioara a hranirii in cazul acestui scenariu tehnologic, comparativ cu A (0,68
g furaj / g spor biomasa). Aceste rezultate sunt confirmate de valorile medii ale ritmului de crestere (2,17+0,44g/ex/zi pentru A, respectiv 1,44+0,35g/ex/zi
pentru B) si valorile RGR (0,025+0,003g/g/zi pentru A, respectiv 0,027+0,003g/g/zi pentru B). Avand in vedere capacitatea sistemului de recunoastere
vizuala de a identifica dinamica biomasei sturionicole si actiunile intreprinse de-a lungul secventei tehnologice analizate in cazul A si B pentru a valida si
a demonstra functionalitatea in conditii industriale a noii tehnologii imagistice si a noului sistem multi-trofic, s-au realizat cantariri periodice (1 data la 3
zile) In scopul de a calibra output-ul noilor tehnici de inteligenta artificiala, folosind date reale, inregistrate in noile conditii industriale de operare. Astfel,
in figurile 23, 24 se observa o scidere a SGR, RGR si o crestere a FCR, de-a lungul secventei tehnologice, fapt ce releva o scadere a eficientei tehnologice,
situatie fireasca in cadrul fiecarei tehnologii. Cu toate acestea, ritmul zilnic de crestere inregistreaza o evolutie ascendenta, situatie ce confirma acumularea
de biomasi la nivelul scenariilor tehnologice (figura 25). In cadrul tabelului 2 se observa faptul ca modulul imagistic pentru cresterea biomasei sturionicole
ofera o acuratete mai ridicata in cazul variantei A, comparattiv cu B, fapt ce releva cresterea preciziei acestuia pe masura ce biomasa piscicola avanseaza
n cadrul procesului de dezvoltare si crestere.

Tabel 1. Indicatorii procentuali de spor biomasa sturionicold rezultati din masurdtori conventionale vs imagistice

Indicatori procentuali rezultati din masuratori conventionale (%) Indicatori procentuali rezultati din masurétori imagistice (%)
Interval timp Sport procentual de crestere A Sport procentual de crestere B Sport procentual de crestere A Sport procentual de crestere B
T1-3 8,49 8,79 8,58 8,81
T3-6 8,18 8,26 7,74 8,23
T6-9 8,68 9,09 8,12 9,81
T9-12 8,49 8,71 8,84 8,80
T12-15 8,08 8,06 8,44 8,29




T15-18 7,44 8,98 7,47 9,24
T18-21 7,83 8,55 7,58 8,34
T21-24 7,77 7,77 7,32 8,49
T24-27 7,68 8,27 7,64 8,82
T27-30 7,14 7,17 7,31 7,42
T30-33 6,90 8,21 7,13 8,80
T33-36 6,69 7,63 6,22 8,25
T36-40 6,48 6,86 6,27 7,33
T40-43 6,06 6,54 5,68 6,73
Medie 7,57 7,45 8,38
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cresterii biomasei sturionicole de-a lungul secventei biomasei sturionicole de-a lungul secventei
tehnologice tehnologice
Se constata faptul ca, in contextul Tn scopul optimizarii managementului operativ la nivelul noului sistem creat si a noii tehnologii, s-au folosit tehnici de
inteligenta artificiala ce au presupus antrenarea datele de crestere a biomasei sturionicole, obtinute de-a lungul secventei tehnologice, sub forma de serie
de timp, avand drept deziderat obtinerea unor modele de prognoza tehnologica ce pot indica dinamica viitoare a cresterii sturionilor. Au fost folosite
modelele stohastice de prognoza, care intr-o formulare generala se prezinta astfel:
Ye=V+ao+ a1y + QY2 + o+ QYep — biUpoq — byUupy — - — bglUp_q + U 1)
,unde yt reprezinta variabila stationarizata, a si b — parametrii care se vor estima. Prima parte a egalitatii reprezinta modelul linear autoregresiv (lag-urile),
iar cea de-a doua include eroarea introdusa prin intermediul valorilor reziduale (ut.q) in vederea corectérii prognozei (reprezinta partea mobila a modelului).
Un astfel de model reprezentat prin intermediul ecuatiei (ec. 1) este un model de tip ARIMA(p,d,q), unde p reprezinta partea autoregresiva, d este ordinul
de stationaritate si g este ordinul mediei mobile. Pentru a stabiliza varianta seriilor, s-a folosit transformarea radacinii patrate a acestora. Pentru investigarea
stationaritatii seriilor de timp, s-a realizat testul ADF (tabelul 2). Cea de-a doua diferenta, care este d=2, este optima pentru a face seria stationard. Dupa
ce s-a realizat aceasta diferentd de ordinul 2, seriile de timp devin stationare. Dupa ce seriile s-au stabilizat, se vor folosi coeficientii de autocorelatie (AC)
si cei de autocorelatie partiali (PAC) (figura A1-A4 din ANEXA VII) ale diferentelor de ordinul doi pentru a estima parametrii modelului ARIMA.
Tabelul 2. Valorilor p din testul ADF, dupa realizarea diferentelor radacinii patrate

Numarul de diferente | ADF test (p-value) pentru seria A | ADF test (p-value) pentru seria B
0 0.9825 1.0000
1 0.5752 0.6230
2 0.0407 0.0008

Ordinele coeficientilor AC sunt utili in determinarea ordinului de medie mobild, in timp ce ordinul PAC este folosit pentru stabilirea ordinului autoregresiv.
Alegerea ordinelor pentru partea autoregresiva si cea mobild se realizeaza prin simularea diferitelor modele ARMA. Totusi, pentru a selecta cel mai
apropiat model se pot incerca diferite ordine pentru cei doi coeficienti ai modelului ARMA (p si q). in cazul nostru am investigat combinatii de modele
cu p=1:2 si g=1:3, In cazul modelului A si p=1:4 si q=1:4, in cazul modelului B. Rezultatele obtinute pentru modelele investigate sunt prezentate in tabelul
3, impreuna cu valorile coeficientilor Akaike si s-a constatat faptul ca modelele cu cel mai mic coefficient Akaike sunt: ARIMA(2,2,2) pentru seria A si
ARIMA(1,2,2) pentru seria B. Folosind coeficientul Jarque-Bera pentru analiza distributiei seriilor reziduale, putem spune cd ambele serii ale variabilei
reziduale sunt normal distribuite, avind medie nuld si dispersie constanta (Jarque-Bera=0.864 cu p-value=0.649; seria A si Jarque-Bera=1.575 cu p-
value=0.455 — seria B). in modelele rezultate in urma estimarilor, predictia a fost ficuti pentru 5 perioade la interval de 3 zile (figura 26, 27, ec. 2, ec. 3).
Table 3. Coeficientii Akaike a modelelor testate ARIMA, bazate pe seriile ce releva evolutia biomasei sturionicole.

Model Akaike coefficient for series A model Akaike coefficient for series B model
ARIMA(1,2,1) 0.143 0.642
ARIMA(L,2,2) 0.325 -3.019
ARIMA(1,2,3) - -0.947
ARIMA(2,2,1) 0.325 0.719
ARIMA(2,2,2) -4.010 0.363
ARIMA(2,2,3) - 0.264
ARIMA(3,2,1) - -0.849
ARIMA(3,2,2) - -1.305
ARIMA(3,2,3) - -1.391

E

Modelul de prognoza a cresterii sturionilor pentru scenariul A
dla, =0.274 +0.116 * dla,_, — 0.427 *dla,_, + 1.193 *
Up_q — 10.347 * u,_,

Modelul de prognoza a cresterii sturionilor pentru scenariul B
dla, =0.314 - 0.683 *dla,_; + 0.024 xu,_; +9.123 x u,_, (3)
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unde dla; — seria stationarizata de ordin 2, dlat1 si dlat2 — seria
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varibilei eroare.
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Figura 26. Analiza de prognoza pentru biomasa Figura 27. Analiza de prognoza pentru biomasa
individuala aferenta scenariului tehnologic A individuala aferenta scenariului tehnologic A
Compozitia biochimica obtinutd din tesutul muscular al materialului sturionicol, consemnatd la sfarsitul secventei tehnologice, releva diferente
semnificative statistic (p<0.05) intre cele scenarii tehnologice in ceea ce priveste concentratia proteica si concentratia de lipide (Tabel 4).
Tabel 4. Compozitia biochimica la nivelul tesutului muscular al materialului sturionicol, inregistrata la sfarsitul secventei tehnologice

. VARIANTELE EXPERIMENTALE
Elementul compozit
A B
Apa (%) 80,56 82,57
Proteine (%) 14,23+0,44 12,26+0,36
Lipide (%) 1,17+0,09 1.02+0,05
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Cenusa (%) 1,11+0,08 1,03+0,06
Substanta uscata (%) 19,44 17,43
Apé/Proteine (A/P) 5,66 6,73
Substante extractive fara azot SEN (%) 2,93 3,12

Performanta cresterii biomasei de busuioc, modele de forecasting
Analiza performantei de crestere a biomasei de busuioc releva valori superioare pentru AR (61,40+10,24 cm), comparativ cu AH (57.67+£9.96 cm), fapt
confirmat si in cadrul variantelor acvaponice din cadrul secventei tehnologice B, unde BR (43.67£5.59 cm) consemneazd valori superioare ale inaltimii
biomasei vegetale, la finalul ciclului de productie, comparativ cu BH (39.44£6.42 cm). Distributia indltimii busuiocului releva un grad de dispersie ridicat
in cazul AH si AR, comparativ cu BH si BR (Figura 28), fapt ce poate arita o posibila competitie pentru absorbtia de nutrienti la nivelul variantelor
acvaponice incadrate in secventa tehnologica B.
Biomasa individuala a busuiocului confirma rezultatele biometrice asociate inaltimii busuiocului si prezentate anterior. Astfel, varianta AR consemneaza
o biomasa individuald medie de 35.23+£14.43g, superioara celei inregistrate in cazul AH (27.27£8.99g), in timp ce si pentru BR se confirma capacitatea
GM R de a potenta cresterea busuiocului, fiind inregistratd o valoare medie a biomasei individuale a busuiocului, la sfarsitul ciclului de productie, de
22.96+8.05g - BR, superioara celei de 19.2+4.71g din dreptul BH. Distributia biomasei individuale a busuiocului releva un grad de dispersie ridicat si o
simetrie mai buna a valorilor in jurul mediei pentru AR si BR, comparativ cu AH si BH (Figura 29). Input-ul de nutrienti mai ridicat, consemnat in cazul
scenariului tehnologic A, comparativ cu B, este reliefat prin valori superioare consemnate pentru numarul total de frunze per planta (104 in cazul AR, 101
la AH, 86 la BR si 81 BH). De asemenea, suprafata foliara a consemnat valori superioare in cazul AR (6143,28 + 2568,16 cm), comparativ cu AH (5629,86
+ 2813,59cm), respectiv in cazul BR (4123,49+2095,14cm), comparativ cu BH (3732,13+2630.09cm). Distributia biomasei foliare indicd o simetrie
ridicata in cazul BH si BR, comparativ cu AR si AH — de asemenea, in cazul AR si AH, valorile sunt distribuite de-a lungul unui ecart mai larg (Figura
30). Raportul de masa radacina/suprafata foliara (R/S) reprezintd un indicator al gradului de sanatate a plantei (Blaxhall et al., 1973). Astfel, plantele
atribuire AH inregistreaza valorile cele mai ridicate de bunastare in raport cu R/S, urmate de exemplarele crescute in cadrul AR, BH si BR (figura 31). Cu
toate acestea, diferentele consemnate intre variantele experimentale ce apartin aceleiasi scenariu tehnologic, dar se disting prin GM diferite, nu sunt
semnificative din punct de vedere statistic (p<0.05). Tn cadrul tabelului 5 sunt prezentate diferentele procentuale asociate cresterii biomasei de busuioc
de-a lungul ciclului de productie, obtinute prin masuratori conventionale, precum si erorile/abaterile consemnate de modulul imagistic.

Tabel 5. Indicatorii procentuali asociasi cresterii biomasei de busuioc si erorile modulului imagistic, raportate la determinérile conventionale

Interval Eroare modul Eroare modul Eroare modul Eroare modul
timp Conventional imagistic Conventional imagistic Conventional imagistic Conventional imagistic
AH - AH - AH - AH - AR - AR - AR - AR - BR - BR - BR - BR - BH - BH -
LT ILS LT ILS LT ILS LT ILS LT ILS LT ILS BH-LT ILS LT BH -
(%) () (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) %) | (%) (%) (%) (%) (%) ILS (%)
T1-3 14,65 | 38,35 2,86 2,62 19,57 42,97 1,23 0,64 9,00 23,35 [ 3,60 6,50 13,27 26,80 4,78 3,89
T3-6 9,03 34,14 2,62 3,48 13,64 38,59 1,44 1,00 4,59 26,20 | 3,44 6,59 4,50 25,55 4,40 4,37
T6-9 18,03 | 78,52 3,01 2,84 23,20 89,51 1,35 1,33 14,91 55,00 [ 3,71 6,53 11,21 51,97 4,13 4,37
T9-12 14,58 | 85,38 3,51 3,04 11,69 75,88 0,95 0,96 12,21 5357 | 427 6,89 6,98 55,83 4,36 3,97
T12-15 | 21,03 | 35,30 2,91 2,71 23,84 34,20 1,07 0,71 17,01 61,02 | 3,65 6,49 16,67 44,73 4,12 4,30
T15-18 | 14,32 | 38,35 3,60 3,32 10,80 43,15 0,78 1,40 12,21 44,27 | 3,70 6,34 16,15 56,04 3,99 4,39
T18-21 | 10,12 | 25,83 3,13 2,63 15,68 24,54 1,03 1,37 21,76 20,52 [ 3,59 6,66 19,79 20,07 4,70 4,58
T21-24 | 17,54 | 33,25 3,55 3,21 18,32 28,61 0,66 1,01 16,60 38,61 | 3,73 7,08 13,84 39,27 4,17 4,27
T24-27 | 18,78 | 14,80 3,38 3,49 18,89 14,61 0,72 1,46 7,66 17,60 | 3,43 6,68 12,16 22,03 3,92 4,73
T27-30 7,98 25,03 3,42 3,28 3,39 22,36 1,18 0,96 9,15 27,84 | 3,68 6,71 7,34 26,70 4,72 4,00
T30-33 | 11,90 | 17,44 3,44 3,27 11,34 18,74 1,11 1,48 9,94 11,70 | 4,14 6,22 6,19 9,26 4,37 4,32
T33-36 | 10,16 | 14,25 3,25 2,72 9,95 17,44 1,57 0,94 8,76 1154 | 4,15 6,28 7,67 11,65 3,88 4,26
T36-40 9,44 19,85 2,71 3,20 11,73 19,46 0,80 1,20 8,31 15,53 | 3,53 6,90 3,99 16,62 4,20 4,19
T40-43 | 12,85 | 29,45 3,00 3,57 13,08 33,75 1,27 0,89 4,72 22,12 | 4,03 6,23 8,05 18,87 4,71 4,43
avg 13,60 | 35,00 3,17 3,10 14,65 35,99 1,08 1,10 11,20 30,63 | 3,76 6,58 10,56 30,39 4,32 4,29
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Figura 28. Distributia inaltimii busuiocului Figura 29. Biomasa individuald busuioc Figura 30. Suprafata foliara busuioc la Figura 31. Raport biomasa parte aeriana /
si nr. de frunze per planta la sfarsitul ciclului de productie sfarsitul ciclului de productie biomasa radacina busuioc
Modelul de prognoza dezvoltat, ce urmareste evolutia cresterii busuiocului in inaltime, folosind modele ARIMA, presupune stabilizarea seriilor de date,
fapt ce a fost realizat prin transformarea radacinii patrate a acestora. Pentru investigarea stationaritatii seriilor de timp, s-a realizat testul ADF (tabel 6),
insa nainte au fost logaritmate pentru ca seria era exponentiala si s-a dorit ca datele sa fie de aceeasi forma. Dupa cum se poate observa in tabelul 6,
pentru AH si AR seria se stationarizeaza la prima diferenta (d=1), in schimb, seria BH se stationarizeaza la diferenta de ordinul 3 (d=3), iar seria B.R se
stationarizeaza la diferenta de ordinul doi (d=2). Dupa ce s-au realizat diferentele de diferite ordine, seriile de timp devin stationare. Se folosesc coeficientii

AC si PAC (figurile A5 — A12, ANEXA VII) ale diferentelor pentru a estima parametrii modelului ARIMA.

Ordinele coeficientilor AC sunt utili in determinarea ordinului de medie mobild, in timp ce ordinul PAC este folosit pentru stabilirea ordinului
autoregresiv. Alegerea ordinelor pentru partea autoregresiva si cea mobila folosindu-ne doar de vizualizarea corelogramei poate fi uneori neconcludenta.
Acest lucru poate fi vizutd prin simularea diferitelor modele ARIMA. Totusi, pentru a selecta cel mai apropiat model se pot incerca diferite ordine pentru
cei doi coeficienti ai modelului ARMA (p si q). In cazul nostru am investigat combinatii de modele cu p=1:2 si g=1:2, in cazul modelului AH, p=1:2 si
g=1:2 pentru modelul AR, p=1:3 si q=1:3 pentru modelul BH si p=1:4 si g=1:4, in cazul modelului BR. Rezultatele obtinute pentru modelele investigate
sunt prezentate Tn tabelul 6 impreuna cu valorile coeficientilor Akaike.

Tabel 6. Coeficientul Akaike aferent modelelor de prognoza ARIMA testate

Model Akaike coefficient for series A model Akaike coefficient for series B model
ARIMA(1,2,1) 0.143 0.642
ARIMA(1,2,2) 0.325 -3.019
ARIMA(1,2,3) - -0.947
ARIMA(2,2,1) 0.325 0.719
ARIMA(2,2,2) -4.010 0.363
ARIMA(2,2,3) - 0.264
ARIMA(3,2,1) - -0.849
ARIMA(3,2,2) - -1.305
ARIMA(3,2,3) - -1.391




Asa cum se poate observa in tabelul 6, modelele cu cel mai mic coefficient Akaike sunt: ARIMA(1,1,2) pentru seria AH, respectiv ARIMA(2,1,2) pentru
seria AR si ARIMA(2,3,2) pentru seria BH si respectiv ARIMA(2,2,2) pentru seria BR. Folosind coeficientul Jarque-Bera pentru analiza distributiei
seriilor reziduale, putem spune c toate seriile variabilei reziduale sunt normal distribuite, avind medie nula si dispersie constanta (Jarque-Bera=0.597 cu
p-value=0.742 — seria AH, Jarque-Bera=1.409 cu p-value=0.494 — seria AR, Jarque-Bera=0.558 cu p-value=0.756 — seria BH si Jarque-Bera=3.644 cu
p-value=0.162 — seria BR). Atunci cand se dezvolta modele ARIMA, scopul lor este de a prezice valorile viitoare ale variabilei tindnd cont de datele
existente. in acest caz, modelul ia in calcul doui abordiri: valorile care sunt folosite pentru estimarea modelului de prognozi si valorile prognozate
conform modelului identificat. in modelele rezultate in urma estimarilor, predictia a fost facuta pentru cinci perioade (o perioada reprezinta 3 zile) si este
reprezenta in cadrul figurilor 32 — 35.
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Figura 32. Prognoza inaltimii Figura 33. Prognoza inaltimii Figura 34. Prognoza inaltimii Figura 35. Prognoza indltimii
busuiocului pentru AH busuiocului pentru AR busuiocului pentru BH busuiocului pentru BR

Modelele de prognoza folosite pentru indltimea busuiocului sunt urmatoarele:

AH: dlheight, = 0.055 — 0.572 * dlheight,_, + 0.97 * u,_,

AR: dlheight, = 0.095 — 0.283 * dlheight,_, + 1.091 = dlheight,_, + 0.960 * u,_, + 5.771 *u,_,

BH: dlheight2, = 0.001 — 0.180 * dlheight2,_, + 0.692 * dlheight2,_, + 3.145 * u,_, + 0.363 * u,_,

BR: diheight1, = —0.003 — 0.005 * dlheight1,_, + 0.595 x dlheight1,_, + 1.41 * u,_, + 7.346 * u,_,

, unde dlheighlt: — reprezinta seria stationara la momentul curent, dlheightli1 — reprezinta seria stationard la un moment anterior, diheightli2 — reprezinta
seria stationara la doud momente anteriore, iar Ut1 i U2 — reprezintd partea mobila a relatiei si indica regresia variabilei reziduale.

Modelele pentru prognoza suprafetei foliare a busuiocului, in corelatie cu prognoza inaltimii busuiocului, au urmatoarele forme:

= i 2 = i _
ol IR LR LS008 g g ] SR SO g 20316
leaf, =—369.8742+138.1249+ height, R? = 0.848 leaf, =—524.9811+125.0911+ height, R? = 0.891

pentru BH; pentri BR.

(0.0060)  (0.0000) (0.0035) (0.0000)
Concentratia de elemente (Ca, Mg, Fe si K) la nivelul biomasei foliare a busuiocului
La sfarsitul secventei tehnologice, concentratia de P din biomasa foliarda a busuiocului a inregistrat valori medii superioare in cazul AR
(86.64+7.06mg/100gFW) comparativ. cu AH (83.09+5.32mg/100gFW), respectiv  57,55+3.43mg/100gFW pentru BR, comparativ cu
51,82+2.82mg/100gFW in cazul BH (Figure 36). in cazul concentratiei de Ca din biomasa foliara a busuiocului, valori medii superioare sunt asociate AR
(193.13+16.77mg/100gFW) comparativ cu AH (189.46+20.38mg/100gFW), respectiv 142,18+24.09mg/100gFW pentru BR, comparativ cu
138,79+21.11mg/100gFW in cazul BH (Figure X37). Concentratia de Mg din biomasa foliard a busuiocului confirma relatiile cantitative reliefate mai
sus, in cazul P si Ca, astfel, se inregistreaza o concentratic medie de Mg de 92,75+4.02mg/100gFW pentru biomasa rezultata in cadrul AR,
86,18+3.11mg/100gFW pentru AH, 76,33+£2.77mg/100gFW pentru BR, respectiv 70,12+2.81mg/100gFW pentru BH (Figure 38).

Figura 36. Conceritra;ia dePa Figura 37. Concentratia de Caa | Figura 38. Concentratia de Mg a Figura 39. Concentratia de K a Figura 40. Concentratia de Fe a
biomasei foliare de busuioc biomasei foliare de busuioc biomasei foliare de busuioc biomasei foliare de busuioc biomasei foliare de busuioc

Elementul K a fost identificat la nivelul biomasei foliare a busuiocului in concentratii superioare comparativ cu celelalte elemente analizate. Astfel, cea
mai mare concentratie de K se asociaza AR (355,41+7.13mg/100gFW), urmat fiind de AH (328,13+8.74mg/100gFW), BR (321,24+3.65mg/100gFW) si
BH (303,25+2.25mg/100gFW) (Figure 39). Fierul este recunoscut drept principalul element limitativ la nivelul sistemelor acvaponice. Astfel, in cazul
prezentului experiment a fost necesard aditia de fier chelat la nivelul sistemului (s-a Urmadrit asigurarea unei concertatii minime de aprox. 0,15 mg/L in
dorinta de a asigura o matrice nutritionala optima, echilibratd, pentru dezvoltarea busuiocului. in aceste conditii s-au identificat concentratii de fier reduse
la nivelul masei foliare a busuiocului, de 3,68+0,22mg/100gFW 1n cazul AR, 3,56+0,14mg/100gFW pentru AH, 3,24+0,13mg/100gFW pentru BR,
respectiv 3,13+0,12mg/100gFW 1in cazul BH (Figura 40). Astfel, concentratia de P, Ca, Mg, Fe si K a biomasei foliare de busuioc a inregistrat valori
Superioare in cadrul variantelor apartindnd bateriei de crestere A, comparativ cu B, fapt argumentat de input-ul de nutrienti superior. De asemenea, se
confirma capacitatea GM R de a asigura o mai buna fixare a nutrientilor analizati, la nivelul biomasei foliare a busuiocului, comparativ cu GM H.
Evaluarea bundstarii biomasei piscicole

La pesti, tesutul sangvin, impreuna cu aparatul hematopoietic participa activ la procesele metabolice permanente ale organismului, asigurand, pe langa
schimburile gazoase si de substante dintre acestea si mediu, o adaptare constanta la diferite conditii nou aparute. Prin circulatia sa sangele asigura legatura
dintre diferite organe si functiile fiziologice (Cretu, 2013). Rezultatele privind indicii hematologici si unii indici biochimici ai sdngelui pentru cele doua
scenarii tehnologice A si B sunt prezentati Tn Tabelul 7. Pe durata secventei tehnologice numarul de eritrocite s-a incadrat in intervalul 0,455 si 0,694
eritr./pl sange x 108, acesta fiind un interval optim pentru specia A. baerii, la finalul acesteia se observd o imbunattire cu 6,42% in scenariul A fat de
scenariul B (Tabelul 7). in ceea ce priveste hematocritul se observa o crestere a acestuia la final cu 6,72% tot in scenariul A fata de scenariul B (Tabelul
7). La momentul initial valorile s-au incadrat Tn ecartul 22,00 — 27,60%, iar la momentul final Tn intervalul 21,93 —27,39%. Concentratia de hemoglobina
a inregistrat o crestere cu 16,84% in scenariul A si cu 8,72% la final fatd de momentul initial al secventei tehnologice (Tabelul 7). Referitor la constantele
eritrocitare la finalul secventei tehnologice s-a observat o reducere a constantei VEM si HEM si o usoara crestere a constantei CHEM (Tabelul 7). La
finalul acestei secvente constanta VEM a prezentat valori ce s-au regasit in intervalul 372,33 fL $i 420,90 fL, constanta HEM intre 92,60 pg si 108,52 pg,
iar constanta CHEM intre 23,58 g/dL si 28,32 g/dL.

Tabelul 7. Profilul hematologic si parametrii biochimici ai singelui la inceputul si finalul secventei tehnologice

Parametru analizat
Secvenu Scenariu ’E”F | Hematoorit | Hemoglobi CHEM Gl Protei Lizozi Cortisol
tehnolosica I | tehnologic eritr./ul ematocri emoglobi ucoza roteine izozim ortiso
8 9 sange X (%) na (g/dL) VEM (L) HEM (pg) (g/dL) (mg/dL) | totale (g/dL) (UImL) (ngfdL)
10%
. A 0,5120,07 24,6323 5.7610,89 | 4852563577 | 112,39t446 | 2333239 | 93686201 | 4651058 | 741083 | 50,01%0.08
{ B 054003 | 24274122 | 585:051 | 452,12:35.73 | 108.69:7,27 | 24282328 | 93.89:L,61 | 4342044 | 7,5720,45 | 4944136
. A 0.6620,04 | 26,37:0.92 | 6.73£057 | 402.77:12.84 | 102.76:7.20 | 2551:1.60 | 8L07:1,36 | 51:054 | 1034:111 | 419+265
B 0,620,083 | 24.71+1.87 | 6.36£0.45 | 3945821574 | 103.29%4,16 | 26.23:1.74 | 85392312 | 517:041 | 10612109 | 42,88+1,60
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in ceea ce priveste concentratia de GLU s-a observat o reducere semnificativa (p<0,05) cu 15,55% in scenariul si o reducere nesemnificativa (p>0,05) cu
9,95% in scenariul B fati de momentul initial (Tabelul 7). Tn cazul cortizolului reducerea a fost semnificativa (p<0,05) cu 19,36% in scenariul A, respectiv
cu 15,30% in scenariul B fatd de momentul nitial. Aceste analize ardtandu-ne faptul cd introducerea in dietd a unei concentratii de 2% busuioc conduce
are rolul de a reduce aparitia stresului tehnologic.
Pe durata secventei tehnologice s-a observat o usoara crestere a concentratiei de proteine totale, valoarea cea mai mare inregistrandu-se in scenariul B
(5,17£0,41 g/dL) (Tabelul 7). La momentul initial valorile s-au Tncadrat in intervalul 3,87 — 5,27 g/dL, iar la final in ecartul 4,52 — 5,91 g/dL. La finalul
secventei tehnologice s-a inregistrat o intensificare semnificativa (p<0,05) a activitatii lizozimului cu 40,16% in cazul scenariului B, respectiv cu 39,54%
n cazul scenariului A (Tabelul 7). Acest lucru denotind o imbunatitire a sistemului imunitar al organismului, faicAndu-1 mai rezistent la imbolnavire.
La finalul secventei tehnologice putem trasa ca si concluzie faptul ca in urma administrarii in dieta biomasei piscicole a unei concentratii de 2% busuioc
se observa o crestere a numarului de eritrocite, o imbunatatire a hematocritului, a concentratiei de hemoglobina si a constantelor eritrocitare, a proteinelor
totale, o intensificare a activitatii lizozimului si o reducere a stresului prin obtinerea unor concentratii mai mici de glucoza si cortisol in scenariul tehnologic
A, urmat de cel B. Pentru o evaluare cit mai amanuntitd a starii de sanatate a biomasei de cultura se recurge la analiza stresului oxidativ. Acesta poate fi
definit ca fiind o crestere temporara sau permanentd a speciilor reactive de oxigen (ROS) ce perturba buna desfasurare a metabolismul celular prin
distrugerea/oxidarea diferitelor tipuri de celule (Bagnyukova et al. 2006). Acest fapt conduce la aparitia radicalilor liberi in organism. La o prima analiza
a parametrilor stresului oxidativ prezentati in tabelul 8 se poate observa faptul cd administrarea in dieta speciei A. baerii a unei concentratii de 2% busuioc
a condus la reducerea stresului oxidativ mai ales in scenariul A, fata de scenariul B.

Tabelul 8. Parametrii stresului oxidativ la inceputul si finalul secventei tehnologice din tesut muscular (M), ficat (F) si intestin (I)

Parametru Scenariu tehnologic
analizat A B
Tesut
" analizat M F ! M F !
Initial secventa tehnologica I
Proteina (mg/mL) 13,17+0,52 15,81+2,15 14,27+1,01 13,09+0,64 14,00+3,49 8,32+0,91
CAT (U/mg proteina) 16,58+4,12 27,18+6,18 34,22+8,01 15,97+5,46 26,83+7,30 35,51+3,89
SOD (U/mg proteina) 0,61+0,48 0,51+0,34 0,89+0,47 0,47+0,39 0,49+0,23 0,72+0,36
MDA (U/mg proteina) 85,21+9,11 252,13+48,61 417,29+61,73 91,14+31,38 261,18+39,46 493,64+25,89
TAC (mM Trolox) 9,98+2,68 11,02+2,11 14,05+3,14 10,23+3,54 12,57+1,89 14,11+2,97
Final secventa tehnologica 1
Proteina mg/mL 16,36+0,87 19,30+1,08 22,31+0,71 14,99+0,59 14,51+2,96 10,11+0,61
CAT (U/mg proteina) 21,36+3,85 48,96+4,13 89,20+6,75 18,99+3,84 34,69+4,28 38,41+7,52
SOD (U/mg proteina) 1,19+0,39 1,25+0,52 2,49+0,67 0,53+0,31 0,59+0,37 0,91+0,28
MDA (U/mg proteina) 49,17+5,22 149,38+16,54 261,82+38,99 79,61+21,27 203,05+25,18 425,81+30,16
TAC (mM Trolox) 15,87+0,74 12,51+0,32 18,06+1,87 14,28+0,61 11,47+0,69 17,46+0,92

Astfel valori superioare ale activitdtii catalazei, superoxid dismutazei si capacitatii antioxidante din tesutul muscular, ficat si intestin s-au remarcat la
finalul secventei tehnologice in scenariul A comparativ cu scenariul B, activitati ce sunt corelate cu o reducere a peroxidarii lipidice (MDA) (Tabelul 8).
in ceea ce priveste continutul de proteine al fiecirui tesut analizat la finalul secventei tehnologice s-a observat o crestere in toate tesuturile fati de momentul
initial. Cea mai mare valoare a continutului de proteine s-a Tnregistrat la nivelul ficatului de scenariul A (final), iar cea mai mica valoare la nivelul
intestinului din scenariul B (initial).
Dinamica nutrientilor la nivelul apei tehnologice si rata de retentie a acestora la nivelul unitdtilor acvaponice

Dinamica concentratiei de NH4* a inregistrat valori mai scazute la evacuare (0,058 mg/L in AH, 0,093 mg/L in AR, 0,056 mg/L in BH si 0,054
mg/L in BR) fatd de alimentare (0,074 mg/L in AH, 0,116 mg/L in AR, 0,070 mg/L in BH si 0,064 mg/L in BR), fapt ce confirma absorbtia nutrientilor
la nivelul unitétilor acvaponice. Acelasi fenomen s-a evidentiat si in cazul concentratiei de NO2, respectiv Ca care a manifestat valori mai scazute la
evacuare (0,08 mg/L, respectiv 36,43 mg/L Tn AH, 0,10 mg/L, respectiv 39,19 mg/L in AR, 0,05 mg/L, respectiv 19,93 mg/L in BH, 0,10 mg/L, respectiv
20,92 in BR). in cazul concentratiei de NOs, diferentele dintre valorile inregistrate la alimentare vs evacuare au fost nesemnificative (Figura 41).
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Fig. 41. Dinamica concentratiei de NH4, NO2, NOs, respectiv Ca in cadrul diverselor scenariilor tehnologice

in ceea ce priveste dinamica concentratiei de Mg, aceasta a inregistrat valori medii de 16,80 mg/L in AH alimentare, de 15,99 mg/L in AH
evacuare, 17,65 mg/L in AR alimentare, 16,90 mg/L in AR evacuare, 11,28 mg/L in BH alimentare, 10,85 mg/L in BH evacuare, 11,73 mg/L in BR
alimentare si 11,39 in BR evacuare (Figura 42). Potentialul de hidrogen al apei nu a Inregistrat diferente semnificative In cadrul scenariilor tehnologice si
a Tnregistrat valori cuprinse n ecartul 6,40 — 6,88 unitati de pH (Figura 42). Acelasi fenomen s-a consemnat si in cazul temperaturii apei tehnologice,
intrucat valorile medii inregistrate nu au inregistrat diferente semnificative la nivelul diferitelor scenarii tehnologice si au fost cuprinse in ecartul 23,3 —
23,5°C. Conductivitatea a nregistrat un trend ascendent de-a lungul desfasurérii secventei tehnologice, cu valori mai reduse la nivelul evacudarilor
cotpparativ cu alimentarile (Figura 42).

e (g1
*
|
3
——
-
L

SRR EEERETTET
Seer

Fig. 42. Dinamica concentratiei de Mg, a pH-ului, temperaturii si conductivitatii in cadrul diverselor scenariilor tehnologice

Concentratia de oxigen dizolvat a Inregistrat un trend evident descendent spre finalul desfasurarii secventei tehnologice in fiecare varianta
tehnologica. Valorile medii inregistrate au fost de 7,67 mg/L in AH alimentare, 7,53 mg/L in AH evacuare, 8,04 mg/L in AR alimentare, 7,98 mg/L in
AR evacuare, 7,72 mg/L in BH alimentare, 7,68 mg/L in BH evacuare, 8,09 mg/L in BR alimentare si 8,07 mg/L in BR evacuare (Figura 43). Rata de
retentie aferenta concentratiei de NHs a fost dinamica pe toata perioada desfasurarii experimentului si a Inregistrat valori medii de 20,75% in AH, 19,58%
in AR, 26,53% in BH, respectiv 18,95% in BR. In ceea ce priveste retentia de NOz, s-au inregistrat valorii medii de 19,23% in AH, 10,15% in AR, 15,20%
in BH, 21,14% in BR (Figura 44). Rata de retentie aferentd concentratiei de NO3 a fost constantd in AR pe toatd perioada desfasurarii experimentului si a
nregistrat valorea medie de 2,02%., in timp ce in AH valoarea medie a fost de 3,16%. Tn ceea ce priveste retentia de NO3 in BH si BR, s-au inregistrat
valorii medii de 4,22%, respectiv 4,11% (Figura 45).
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Design demonstrare functionalitate pentru scenarii tehnologice Al, A2, Bl si B2
Pentru realizarea dezideratului de demonstrare a functionalitatii in conditii industriale a sistemului multi-trofic si a tehnologiei inovative, s-au luat Tn
considerare 2 secventei tehnologice ulterioare celor prezentate mai sus, in cadrul acestora fiind aplicate doud concentratii de busuioc la nivelul furajului,
de 1%, respectiv de 2%. Astfel, materialul biologic provenit din bateria de productie piscicold A, a fost divizat in alte doua baterii Al, respectiv A2, fapt
valabil si pentru materialul asociat bateriei de productie piscicold B, rezultand B1 si B2. In cadrul celor 4 baterii de productie piscicola rezultate, au fost
aplicate doud concentratii de busuioc in scopul de a aditiva furajul administrat, dupa cum urmeaza: 2% pulbere busuioc Th cadrul Al, 1% in cadrul A2,
2% in cadrul B1 si 1% in cadrul B2. Astfel, in cadrul infrastructurii de productie sturionicola industriald detinuta de beneficiarului prezentului proiect, SC
SILURUS MARKET SRL, au fost surprinse 4 scenarii tehnologice (Al, A2, B1, B2) asociate unui numar de 2 secvente tehnologice, dupa cum urmeaza:
Al, A2 — cresterea biomasei sturionicole de la 0 biomasa initiala individuala medie (IW) de 296,88+50,15 g/ex - A1 si 317,63+62,68 g/ex — A2 la 740,46
glex -Al si 729,85g/ex — A2, respectiv B1, B2 — cresterea biomasei sturionicole de la IW initial de 174,81+47,37 g/ex — Bl si 174,69+30,25 g/ex — B2 la
396,93 g/ex la B1 si 374,75 g/ex — B2. A fost aplicata o ratie de furajare de 1,3% BW pentru fiecare din scenariile tehnologice. Furajul administrat are un
continut proteic de 56% (AllTech Coppens Supremel0®, de 2mm), iar pulberea de busuioc a fost aditivata la nivelul furajului conform protocolului
descris mai sus, in cadrul sectiunii design experimental scenarii tehnologice A si B. Modulul imagistic destinat identificarii indicelui asociat sporului de
crestere a biomasei sturionicole este utilizat in totalitate, in mod independent, de-a lungul secventelor tehnologice analizate, rezultatele fiind verificate
numai la sféarsitul celor 90 zile. Cele patru baterii de productie piscicold, aferente scenariilor tehnologice Al, A2, B1, B2, au fost conectate, de-a lungul
intregii secvente tehnologice, in cadrul sistemului multi-trofic integrat. Astfel, unitatile de crestere din cadrul Al au fost conectate la unitatile acvaponice
AIRI si AIR2, cele din A2 la unitatile acvaponice A2R1 si A2R2, B1 la unititile acvaponice BIR1 si BIR2, respectiv cele din B2 la unitatile acvaponice
B2R1 si B2R2. Au fost aplicate doua seturi de parametrii hidraulici, asociati modulelor acvaponice, dupa cum urmeaza: HLR de 6 m/zi si HRT de 0,7 h
in cazul A1R1, A2R1, BIR1, B2R1, respectiv HLR de 10,74 m/zi si HRT de 0,5 h in cazul A1R2, A2R2, BIR2, B2R2. Testarea unor regimuri hidraulice
diferite a fost considerata a fi o necesitatea in conditiile investigarii unor secvente tehnologice diferite semnificativ (p<0.05) in ceea ce priveste cantitatea
de hrana administrata, respectiv input-ul de nutrienti la nivelul sistemului acvaponic.
Modulul imagistic destinat supervizarii cresterii biomasei de busuioc (lungime totald plantd - LT si suprafata foliara totala — ILS), precum si pentru
identificarii eventualelor deficiente nutritionale ce pot aparea de-a lungul procesului tehnologic la nivelul biomasei vegetale, a fost pus in functiune in
momentul transplantarii rasadurilor de busuioc la nivelul modulelor acvaponice mentionate anterior, si anume in ziua 42 a secventei tehnologice expuse
pentru biomasa piscicold. Astfel, din momentul transplantarii, ciclul de productie a busuiocului a durat 48 zile, pana la finalul secventei tehnologice
analizate. Dinamica naltimii si suprafetei foliare a busuiocului pe fost monitorizata imagistic si demonstrarea acuratetii metrice a modulului s-a realizat
prin asocierea indicilor procentuali de cresterea rezultati cu indicii consemnati in urma masuratorilor manuale.
Rezultate si discutii scenarii tehnologice A1, A2, Bl si B2
in urma analizei indicatorilor de performanti a cresterii inregistrati pentru fiecare din cele 4 scenarii tehnologice, se constata faptul ci folosirea unui furaj
aditivat cu o concentratie superioard de busuioc de 2% nu are impact statistic semnificativ (p<0.05) in ceea ce priveste imbunatatirea performantelor de
crestere a A. baerii. Cu toate acestea, asociat Al, respectiv B1, variantele care au beneficiat de aditivarea cu busuioc in concentratie superioara (2%), au
fost observate rezultate superioare in cea ce priveste IW (cu 1,45% in cazul Al fata de A2, respectiv cu 5,58% pentru B1 in raport cu B2), SIC (cu 7,61%
in cazul Al fatd de A2, respectiv cu 9,93% pentru B1 in raport cu B2), RGR (cu 15,12% in cazul Al fata de A2, respectiv cu 9,87% pentru B1 n raport
cu B2) si SGR (cu 9,85% in cazul Al fatd de A2, respectiv cu 6,92% pentru B1 in raport cu B2) (Tabel 9). De asemenea, valorile coeficientului Fulton
sunt superioare celor raportate Tn cadrul altor studii stiintifice, pentru specia A. baerii, fapt ce confirma conditia buna a biomasei sturionicole. De asemenea,
variantele A1l si A2 au inregistrat o productie superioara, dar o eficientd inferioara a hranirii, reliefata prin valorile superioare ale FCR (Tab 9).

Tabel 9. Indicatorii de performanta a cresterii pentru A. baerii crescut Tn cadrul celor 4 scenarii tehnologice (A1, A2, B1, B2)

. . Scenarii tehnologice
Indicator tehnologic AL A2 Bl B2
Masa medie corporald - IWi (g) - Initial 296,88 317,63 174,81 174,69
Masa medie corporala IWT (g) - Final 740,46 729,85 396,93 374,75
Lungime totald LTi (cm) - Initial 47,80 48,50 40,50 40,70
Lungime totala LTt (cm) - Final 62,00 62,10 51,50 50,30
Spor individual de crestere SIC (glex) 443,58 412,22 222,12 200,06
Perioada experimentala (zile) 90
Densitatea de stocare initial (kg/m3) 10,10 10,20 5,60 5,60
Densitatea de stocare final (kg/m3) 19,25 18,98 11,91 11,99
Ritm zilnic de crestere RC (g/ex/zi) 4,93 4,58 2,47 2,22
Rata relativa de crestere RGR (g/g/zi) 0,017 0,014 0,014 0,013
Proteina bruta furaj (%) 56
Rata specifica de crestere - SGR (%BW/zi) 1,02 0,92 0,91 0,85
Factorul de conversie a hranei - FCR (g furaj / g spor biomasa) 0,61 0,63 0,55 0,55
Coeficientul de eficienta proteica - PER (g/Q) 1,38 1,32 1,72 1,75
Coeficientul de variatie a masei corporale - CVm (%) 22,42 24,85 28,28 32,91
Coeficientul Fulton (CF) 0,51 0,52 0,47 0,47

Distributia valorilor LT pentru cele 4 scenarii tehnologice (Figura 46) releva o distributie cu grad de simetrie superior in cazul scenariilor tehnologice B1
si B2, comparativ cu A si A2. De asemenea, se observa un grad ridicat de dispersie in cadrul B2 si A2, comparativ cu B1 si A1, fapt ce releva o probabilitate
scazutd de aparitie a valorilor extreme de LT atunci cand este aplicata o concentratie de 1% pentru aditivarea cu busuioc a furajului administrat. In cazul
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IW se observa o distributie simetricd a datelor la finalul celor 90 zile, atdt in cazul Al, cat si pentru A2 (Figura 47), comparativ cu B1, B2. Gradul de
dispersie a valorilor in jurul mediei este mai redus in cazul B1, comparativ cu B2, fapt ce confirma rezultatele obtinute din analiza distributiei LT.

Final -B1 @ Firal- B2 it it

Figura 46. Distributia lungimii totale (initial-final) a materialului piscicol, Figura 47. Distributia biomasei individuale (initial-final) a
crescut in cadrul celor 4 scenarii tehnologice materialului piscicol, crescut in cadrul celor 4 scenarii tehnologice
Se inregistreaza urmatoarele formule liniare de regresie IW-LT: IWA1=42,11 LT Al — 1872 (Rsq = 0,85); IWA2=36,71 LT A2 —1551,2 (Rsq = 0,84);
IWB1=22,23 LT B1 - 747,35 (Rsq = 0,92); IWB2=19,71 LT B2 - 615,62 (Rsq = 0,94). Performantele modulului imagistic de observatic a biomasei
sturionicole sunt evidentiate in cadrul tabelului 10, cu raportare la valorile inregistrate prin metode conventionale.
Tabel 10. Indicatorii procentuali de spor biomasa sturionicold rezultati din masurétori conventionale vs modul imagistic

Variante experimentale Al A2 B1 B2
Conventional - Spor procentual crestere Initial -Final (%) 149,41 129,78 127,06 114,52
Imagistic - Spor procentual crestere Initial -Final (%) 128,42 131,69 113,52 98,50

Comporzitia biochimica obtinutd din tesutul muscular al materialului sturionicol, consemnatd la sfarsitul secventei tehnologice, releva diferente
semnificative statistic (p<0.05) intre A si A2, respectiv Bl si B2, in ceea ce priveste concentratia de lipide (Tabel 11). Astfel, se poate concluziona
importanta alegerii unei concentratii optime de busuioc aplicate pentru aditivarea furajului in cadrul fiecarei secvente tehnologice, in conditiile practicarii
acvaculturii sturionicole intensive, fapt ce implica adoptarea unor deziderate exacte in ceea ce priveste compozitia biochimica a tesutului muscular daca
sturionii sunt crescuti in scopul comercializarii ca produs finit, destinat consumului uman, rezultat in urma procesului tehnologic.De asemenea, din analiza
matricei biochimice a tesutului se poate observa specificitatea acesteia, asociatd fiecarei secvente tehnologice in parte — astfel, se observa diferente
semnificative statistic (p<0.05) Tntre grupul de variante Al, A2 vs. grupul B1, B2.

Tabel 11. Compozitia biochimica la nivelul tesutului muscular al materialului sturionicol, inregistrata la sfarsitul secventei tehnologice

Elementul compozit VARIANTELE EXPERIMENTALE
Al A2 Bl B2
Apa (%) 76,14 77,54 78,46 79,11
Proteine (%) 17,17+0,21 17,08+0,12 15,23+0,24 15,06+0,16
Lipide (%) 1,44%0,07 1,65+0,03 1,18+0,05 1,31+0,03
Cenusa (%) 1,3340,11 1,39+0,06 1,26+0,09 1,29+0,05
Substanta uscata (%) 23,86 22,46 21,54 20,89
Apé/Proteine (A/P) 4,38 4,54 5,14 5,25
Substante extractive fara azot SEN (%) 3,92 2,34 3,87 3,23

Modulul imagistic pentru observatia dinamicii biomasei de busuioc inregistreaza o abatere a ILS, la finalul ciclului de productie, de 11,34% in cazul
A1R1, 9,83% in cazul A2R1, 12,76% la A1R2, 15,23% la A2R2, 7,99% laB1R1, 9,35% la BIR2, 6,98% la B2R1 si 10,43% la B2R2. Dinamica reliefata
de modulul imagistic, pentru LT si ILS este prezentata in figura 48 — 64.

Astfel, dinamica cresterii in lungime totald a busuiocului este prezentatd in cadrul figurilor 48-55. Astfel, se poate observa o dinamica apropiata de o
evolutie liniara in cadrul BIR1 si B2R1, in special in a doua jumatate a ciclului de productie, comparativ cu restul variantelor experimentale. Variantele
A1RI1, A1R2, A2R1 si B2R2 prezinti o stagnare in dezvoltare a busuiocului in cadrul ultimelor 10 zile ale ciclului de productie. Un caz atipic se regaseste
in cadrul A2R2 unde biomasa de busuioc prezintd semne de stres manifestate prin curbura plantei, fapt ce explica valorile descendente ale inaltimii,
surprinse de modulul imagistic in ultimele 5 zile ale perioadei experimentale (Figura 51). Astfel, pentru biomasa de busuioc din cadrul A1R1 a fost
inregistratd o valoare medie a LT la sfarsitul perioadei experimentale de 21,94+6,09cm, inferioard valorii inregistratd in cazul A1R2 (29,32+15,24cm).
Acest fapt este confirmat si in cazul A2R1 (22,94+6,86cm), comparativ cu A2R2 (25,74+12,76cm). Astfel, se poate concluziona faptul ca parametrii
hidraulici superiori, utilizati in cadrul scenariilor tehnologice A1-A2 sunt recomandati a fi aplicati in vederea maximizarii cresterii LT la nivelul biomasei
de busuioc. Cu toate acestea, Tn cazul scenariilor tehnologice B1-B2 situatia este diametral opusa, parametrii hidraulici inferiori asigurand o potentare mai
buna a nutrientilor in vederea sustinerii cresterii in indltime a busuiocului (Figura 48-51). Astfel, valorile LT a busuiocului inregistrate in BIR1 si B2R1
sunt superioare celor raportate de modulul imagistic in cazul BIR2 si B2R2 (Figura 52-55). Dinamica cresterii biomasei foliare a busuiocului (Figura 56
— 63) indica o dinamica ascendenta in cadrul BIR1, BIR2, B2R1 (Figura 60-62), fapt ce confirma atingerea conditiilor optime din punct de vedere
tehnologic Tn cazul acestor 3 scenarii tehnologice. Cu toate acestea, modulul imagistic a sesizat o dinamica relativ stagnantd a ILS (Figura 56-59, 63), fapt
ce poate fi asimilat cu unul din primele semne de aparitie a situatiilor cauzatoare de stres, ce se manifesta prin incetinirea vitezei de dezvoltare. Cu toate
cd input-ul de nutrienti este mai ridicat in cazul scenariilor tehnologice A1-A2, comparativ cu B1-B2, stresul poate fi asociat cu acumularea de substanta
organica la nivelul substratului GM R, fapt ce inhiba activitatea bacteriilor autotrofe, nitrificatoare, propulsand dezvoltarea bacteriilor heterotrofe. Astfel,
valorile medii cele mai ridicate ale ILS sunt asociate B1R2 (5039,74+3078,54 cm?), B2R1(5045,26+2988,26 cm?) si BIR1 (5138,58+3078,54 cm?).
Biomasa individuald media a busuiocului (IW) la sfarsitul ciclului de productie a inregistrat valori superioare in cadrul scenariului tehnologic B1-B2
pentru variantele cu parametrii hidraulici de valori reduse HLR = 6 m/zi (R1), comparativ cu R2 (HLR de 10,74 m/zi). Astfel, pentru B1R1 avem asociat
un IW mediu al busuiocului de 43,88g, B2R1 (41,53g), in timp ce la B2R2 se consemneazd IW = 33,7g, respectiv BIR2 (37,10g). Cu toate acestea, In
cazul A1-A2 nu au fost observate diferente semnificative din punct de vedere statistic in ceea ce priveste IW a busuiocului.

Concentratia de elemente (Ca, Mg, Fe si K) la nivelul biomasei foliare a busuiocului confirma cele constatate in urma analizei performantelor de crestere.
Astfel, concentratia de P din biomasa foliara inregistreaza o valoare maxima in cazul variantei BIR1 (60,13+8,91 mg/100gFW), urmat fiind de B2 R1
(58,73+7,07 mg/100gFW), in timp ce valori scazute sunt inregistrate in cazul AI1R1 si A2R1, de 47+6,35 mg/100gFW, respectiv 45+9,11 mg/100gFW.
in cazul concentratiei de K, valori de 271,73+24.85 mg/100gFW sunt asociate BIR1, in timp ce in cazul A2R1 se raporteazi cea mai scizuta valoare, de
231,58+44.17 mg/100gFW. Elementele Ca si Mg inregistreaza cea mai crescutd concentratie la nivelul biomasei foliare a busuiocului crescut in BIR1
(66,13+7,03mg Mg/100gFW, 114433,16 mg Ca/100gFW). Fierul este un factor limitativ si in cazul prezentului studiu. Cu toate acestea, concentratiile de
Fe din biomasele foliare ale busuiocului s-au situat peste valoarea de 2,78mg/100g FW in cazul tuturor scenariilor tehnologice.
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Evaluarea bundstarii biomasei piscicole: Datoritd faptului c¢a in cadrul unui sistem recirculant de acvaculturd, in cazul nostru acvaponic, orice perturbare
a conditiilor de mediu coroborate cu alti factori tehnologici ce pot conduce la aparitia stresului, a devenit necesara pe langa evaluarea performantei
tehnologice si evaluarea biomasei de culuturd din punct de vedere al stirii de confort tehnologic. in tabelul 3 sunt prezentate rezultatele parametrilor
hematologici si biochimici ai sdngelui obtinuti in cadrul celei de-a doua secvente tehnologice. Fatd de momentul initial se observa la final o crestere a
numdrului de eritrocite, hematocritului, a activitatii lizozimului si o reducere a constantelor eritrocitare, a glucozei si cortizolului.

Tabelul 12. Profilul hematologic si parametri biochimici ai sangelui la inceputul si finalul secventei tehnologice

Parametru analizat
. Nr. Eritr.

Secventa Scenariu . . . . - .
. : (eritr./ul Hematocrit Hemoglobi CHEM Glucoza Proteine Lizozim Cortisol
fehnologica I | tehnologic | %) na (g/dL) VEM (L) HEM (pg) (g/dL) (mgidl) | totale (L) | (UimL) (ng/dL)

10°)

il B 0,61:0,06 26,14=1,36 7,42:0,70 | 433,68:44,85 | 122,81+13,08 | 28,32t1,10 | 84,34%3,65 4,69:0,28 9,380,79 45,82+1,51
nitia B 0,60£0,04 23,70£2,01 6,77:0,20 | 393,53+2156 | 112,98%8,54 28,87£3,45 | 89,93%1,12 4,9130,16 9,7430,57 47,32+1,62
AL 0,79:0,02 29,3420,65 6,95:042 | 371,38£2,10 | 87,98+3,72 23,69+1,08 | 82,17+2,18 4,73+0,20 10,84%0,15 | 41,40+1,28
Final | P2 0,7720,02 26,3522,06 7,43:058 | 356,98+19.11 | 96,7915,66 27,02:2,48 | 84,68+2,89 4,87£0,19 10,1310,33 | 43,13+1.21
BL 0,8120,04 27,3821,70 7513023 | 326,01x1549 | 92,93%5,86 28,49£0,59 | 85,4310,47 4,93+0,07 10,070,29 | 43,12+0,93
B2 0,75:0,11 22,531,75 7,83:053 | 30554+21,04 | 106,53£10,58 | 34,81+1,37 | 86,44%0,83 5,20:0,43 9,85£0,52 45,310,938
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Conform tabelului 12 s-a inregistrat o valoare superioara a numarului de eritrocite in scenariul B1, urmat de A1 comparativ cu scenariile A2 si B2, cu
valorile initiale. Hematocritul a Inregistrat o crestere cu 12,25%, respectiv cu 15,53% in scenariul A1, respectiv B1 fatd de momentul initial. La finalul
secventei tehnologice concentratia de hemoglobini a inregistrat valoarea maxima in scenariul B2, iar concentratia minima in scenariul Al. Tn ceea ce
priveste constantele eritrocitare valorile minime au fost inregistrate in scenariul B2 pentru VEM, scenariul A1 pentru HEM si CHEM, iar valorile maxime
in scenariul A1 pentru VEM si in scenariul B2 pentru HEM si CHEM (Tabelul 12). Concentratia minima de glucoza s-a obtinut in scenariul Al si A2, iar
pentru cortizol Tn scenariile A1, A2 si B1 (Tabelul 12). Referitor la proteinele totale, la finalul secventei tehnologice concentratia a fost superioara in
scenariul B2, comparativ cu scenariul Al in care s-a obtinut valoarea minima (Tabelul 12). Totodata, s-a observat si o intensificare a activititii lizozimului
fata de momentul initial in toate cele 4 scenarii tehnologice. Activitatea lizozimului fiind mai mare fata de valoarea initiala cu 15,57% in scenariul Al,
8,00% Tn scenariul A2, cu 3,39% n scenariul B1, respectiv cu 1,13% Tn scenariul B2 (Tabelul 12). in urma analizei profilului hematologic si a biochimiei
sangelui putem spune ca cele 4 scenarii au condus la imbunatatirea starii de confort tehnologic a speciei A. baerii, insa intr-o mai mare masura scenariul
Al, A2 siBI.

Cercetarile recente au aratat faptul ca introducerea in concetratii relativ mici a vitaminelor, probioticelor, prebioticelor si mai nou a fitobioticelor, in dieta
pestilor poate conduce la asigurarea unor cerinte specifice sau poate influenta in mod pozitiv bunastarea materialului biologic (inclusiv prin reducerea
stresului oxidativ) si totodata performanta de crestere (Denev, 2008; , Cristea et al., 2012; Antache et al., 2014; Antache et al., 2013a; Antache et al.,
2013b; Maurilio et al., 2011). Tn tabelele de mai jos sunt prezentate rezultatele pentru parametrii stresului oxidativ dar si continutul de proteina din fiecare
tesut analizat la momentul initial (Tabelul 13) si la finalul secventei tehnologice (Tabelul 14).

Tabelul 13. Parametrii stresului oxidativ la inceputul si finalul celei de-a doua secvente tehnologice din tesut muscular (M), ficat (F) si intestin (I)

Parametru analizat A (ALTA2) B (B1+B2)
M F | M F |
Proteina (mg/mL) 15,68+0,19 18,562+1,57 20,12+1,54 15,2+1,35 12,21+1,85 7,97+1,1
CAT (U/mg proteina) 19,14+2,31 41,2+1,18 72,53+3,51 17,52+1,96 31,12+4,05 36,15+2,59
SOD (U/mg proteina) 0,84+0,27 0,98+0,44 2,17+0,56 0,48+0,36 0,49+0,41 0,71+0,18
MDA (nmoli/mg proteina) 51,94+5,12 154,22+18,41 269,27+41,2 86,37+1,18 214,22+35,71 459,31+51,87
TAC (mM Trolox) 15,64+1,57 12,34+0,78 17,95+2,46 14,07+0,64 11,52+0,63 17,02+1,01

Conform rezultatelor se poate observa o tendinta de crestere a continutului de proteina de la nivelul fiecarui tesut (muschi, ficat, intestin) din momentul
initial si pana la finalul secventei tehnologice. Valoarea maxima de la nivelul muschiului si ficatului s-a inregistrat in scenariul Al, iar cea minima in

scenariul B2, iar la nivelul intestinului cea maxima in scenariul A1, iar cea minima in scenariul B1.
Tabelul 14. Parametrii stresului oxidativ la inceputul si finalul celei de-a doua secvente tehnologice din tesut muscular (M), ficat (F) si intestin (I)

Parametru analizat Al A2 Bl B2
M F | M F | M F | M F |
Proteina (mg/mL) 16,98+1,15 |21,67+2,97 | 24,96+0,98 |16,76+2,76 |18,47+2,13 | 19,61+3,74 |14,84+1,32 |14,94+3,22 | 9,02+0,71 |13,83+2,31 |12,05+0,62 | 9,46+2,48
ICAT (U/mg proteina) [22,54+5,47 |53,48+2,96 | 99,77+4,47 |20,7+5,56 |42,93+6,03 |80,86+21,23 | 20,9+1,27 |40,76+2,53 |57,37+10,38 | 18,1+7,56 |35,75+6,23 | 44,95+2,55
ISOD (U/mg proteina) 1,26+0,38 | 1,73+0,63 2,92+0,7 1,07+0,77 | 1,3+0,48 2,350,02 0,51+0,40 0,63+0,5 1,05+0,29 0,69+0,49 | 0,60+0,43 0,86+0,18
MDA (nmoli/mg proteina) [44,03+6,96 ]135,39+6,00 [234,66+29,47 [65,73+0,32 [139,7+26,12 [257,38+51,74 |73,72+17,23 |167,01+8,78 [312,01+18,04 [88,97+14,75 [05,4+54,26 [391,08+42,81
[TAC (mM Trolox) 16,23+1,02 |14,02+40,88 | 21,35+3,41 |15,87+0,99 [13,87+0,67 | 20,78+1,84 [15,69+1,12 |13,79+0,38 | 20,02+1,4 |14,99+0,89 |13,41+0,45 | 19,35+0,91

Catalaza, superoxid dismutaza si capacitatea antioxidanta totald au inregistrat o activitate superioara la nivelul tesutului muscular, ficatului si
intestinului in scenariul A1, iar o activitate mai redusa in ficat si intestin in scenariul B2, iar in tesutul muscular in scenariul B1. Aceste rezultate fiind
invers proportionale cu indicele de peroxidare lipidica (MDA) ceea ce inseamna ca o reducere a MDA -ului si o intensificare a CAT, SOD si TAC conduce
la reducerea stresului oxidativ prin diminuarea radicalilor liberi din organism.

Dinamica concentratiei de amoniu (NH4*) de la nivelul apei tehnologice, pe parcursul secventei monitorizate, a consemnat valoarea medie
maxima in variantele Al (0,241 mg/L) si A2 (0,213 mg/L), urmata de B1 (0,187 mg/L) si B2 (0,179 mg/L) (Figura 1, Anexa 9). De asemenea, in urma
monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitdtilor acvaponice (efluentul de acvacultura Al, A2, B1,
respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, A1R2, A2R1, A2R2, B1R1, B1R2, B2R1, B2R2), fapt ce reliefeaza capacitatea de
epurare acestora (Figura 1, Anexa 9). in ceea ce priveste dinamica concentratiei de azotiti (NO2") de la nivelul apei tehnologice, pe parcursul secventei
monitorizate, aceasta a consemnat valoarea medie maxima in variantele Al (0,04 mg/L) si A2 (0,029 mg/L), urmata de B1 (0,028 mg/L) si B2 (0,024
mg/L). De asemenea, in urma monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitatilor acvaponice (efluentul de
acvacultura A1, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, A1R2, A2R1, A2R2, B1R1, B1R2, B2R1, B2R2), fapt ce
reliefeaza capacitatea de epurare acestora (Figura 2, Anexa 9). Dinamica concentratiei de azotati (NOsz’) de la nivelul apei tehnologice, pe parcursul
secventei monitorizate, a inregistrat valoarea medie maxima in variantele A1 (49,68 mg/L) si A2 (50,77 mg/L), urmata de B1 (43,38 mg/L) si B2 (41,31
mg/L). De asemenea, In urma monitorizarii acestui parametru S-au evientiat valori mai ridicate 1n sursa de alimentare a unitatilor acvaponice (efluentul de
acvaculturd A1, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unititilor acvaponice (A1R1, A1R2, A2R1, A2R2, BIR1, BIR2, B2R1, B2R2), fapt ce
reliefeazi capacitatea de epurare acestora (Figura 3, Anexa 9). in cazul dinamicii concentratiei de ortofosfati (PO4-) de la nivelul apei tehnologice, pe
parcursul secventei monitorizate, s-a inregistrat valoarea medie maxima in variantele A2 (6,20 mg/L) si Al (5,22 mg/L), urmata de B1 (4,88 mg/L) si B2
(4,13 mg/L). De asemenea, In urma monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitatilor acvaponice
(efluentul de acvaculturd Al, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, A1R2, A2R1, A2R2, BIR1, B1R2, B2R1,
B2R?2), fapt ce reliefeazd capacitatea de epurare acestora (Figura 4, Anexa 9). Dinamica potentialului de hidrogen de la nivelul apei tehnologice, pe
parcursul secventei monitorizate, a inregistrat valoarea medie maxima in variantele B2 (7,51 unitati pH) si B1 (7,36 unitati pH), urmata de A1 (6,74 unitati
pH) si A2 (6,45 unitati pH). De asemenea, in urma monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitatilor
acvaponice (efluentul de acvaculturd A1, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, AIR2, A2R1, A2R2, B1R1, B1R2,
B2R1, B2R2), fapt ce reliefeaza capacitatea de epurare acestora (Figura 5, Anexa 9). Dinamica concentratiei de TDS de la nivelul apei tehnologice, pe
parcursul secventei monitorizate, a inregistrat valoarea medie maxima in variantele A2 (1724,5 mg/L) si Al (1669,38 mg/L), urmata de B2 (1546,56
mg/L) si Al (1469,06 mg/L). De asemenea, in urma monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitatilor
acvaponice (efluentul de acvaculturd A1, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, AIR2, A2R1, A2R2, B1R1, B1R2,
B2R1, B2R2), fapt ce reliefeaza capacitatea de epurare acestora (Figura 6, Anexa 9). Dinamica conductivitatii manifestata la nivelul apei tehnologice, pe
parcursul secventei monitorizate, a inregistrat valoarea medie maxima in variantele Al (1686.56 pS/cm) si A2 (1684,31 puS/cm), urmata de B1 (1502
uS/ecm) si B2 (1466 puS/cm). De asemenea, in urma monitorizarii acestui parametru s-au evientiat valori mai ridicate in sursa de alimentare a unitatilor
acvaponice (efluentul de acvaculturd A1, A2, B1, respectiv B2) comparativ cu evacuarea unitatilor acvaponice (A1R1, A1R2, A2R1, A2R2, BIR1, B1R2,
B2R1, B2R2), fapt ce reliefeazi capacitatea de epurare acestora (Figura 7, Anexa 9). in ceea ce priveste rata de retentie de NH4+, s-a inregistrat o valoare
medie de 25% in cazul scenariului tehnologic A1R1, in cazul scenariului A1R2 s-a consemnat o ratd de 41%, in cazul A2R1 o rata de 23%, in cazul A2R2
o ratd de 34%, in cazul BIRI o ratd de 39%, in cazul BIR2 o ratd de 58%, in cazul B2R1, respectiv B2R2 o ratd de 41% (Figura 8, Anexa 9). Tnurma
calcularii ratei de retentie de NO2-, se constata o valoare medie de 25% in cazul scenariului tehnologic AI1R1, in timp ce in cazul scenariului A1R2 s-a
consemnat o rata de 41%, in cazul scenariului A2R1 o rata de 25%, in cazul scenariului A2R2 o rata de 21%, in cazul scenariului B1R1 o rata de 22%,
in cazul scenariului BIR2 o rati de 15%, in cazul scenariului B2R1 o ratd de 36% iar in cazul scenariului B2R2 o rati de 37% (Figura 9, Anexa 9). Tn
urma calculdrii ratei de retentie de NO3-, se constatd o valoare medie de 14% in cazul scenariului tehnologic A1R1, in timp ce in cazul scenariului A1R2
s-a consemnat o ratd de 21%, in cazul scenariului A2R1 o ratd de 15%, in cazul scenariului A2R2 o rata de 23%, in cazul scenariului BIR1 o rata de
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10%, in cazul scenariului BIR2 o rata de 17%, in cazul scenariului B2R1 o rata de 31% iar in cazul scenariului B2R2 o rata de 30% (Figura 10, Anexa
9).

Profitabilitatea economica in conditii industriale a utilizarii sistemului multi-trofic integrat, concomitent cu aplicarea tehnologia de administrare a
fitobioticelor in furajul destinat biomasei sturionicole, prin intermediul analizelor cost — beneficiu:

Tabel 15. Cost investitie Tabel 16. Cost operational, venituri si indicatori economici

Nr. Cost investitie . Cost operational Cost operational
ort. Componenta per m? (euro) 1. Componenta cost operational Iunar: {euro) anu:l {euro)
1 Camera Intel Real Sense plan@ 141,67 Cost electricitate 16,23 194,76

2 Camera Intel Rez?l Sense pesti 98,34 Cost aditivare furaj 0,72 8,64

3 C.amera Rpi F’_'a”t9 21,74 Cost personal 0,81 9,72

4 S|§tem portabil Rp! 8.1 Cost rasaduri 0,34 4,08

5 Microcontroler Rpi 12,3

6 Prize timer 58 TOTAAL - 18,1 217,2

7 Sistem prindere modul imagistic biomasé pisicola 12,3 2. Venituri Lunar Anual

8 Sistem prindere modul imagistic biomasa sturionicold 17,22 Plante 23,12 277,44

9 Server, rooter si sistem de comunicatie 11,67 Pesti 1,2 14,4

10 Transport si prelucrare substrat GM R 0,6 TOTAL 24,32 291,84
11 Module acvaponice 31,7 3. Indicator economic Annual

12 Sistem alimentare/evacuare si pompe de recirculare 21,23 Profit brut anual per m2 74,64

13 Sistem iluminat 23,67 Profit net anual per m2 62,70

14 Cost forta munca 4,7 Recuperare investitie (ani) 6,76

15 Cost infrastructura necesara prelucrare furaj aditivat 13 Rentabilitate 0,21

TOTAL 424,04 Rata profit (%) 14,79

4. Raport de descriere a parametrilor de extractia uleiului din biomasa de busuioc obtinuta in regim acvaponic si de caracterizarea chimica
a acestuia in vederea identificirii compusilor bioactivi (realizare finali).
5. Raportdeevaluare in-vitro a efectului antimicrobian al compusilor biologic activi ai extractului obtinut din biomasa de busuioc crescuti
in regim acvaponic si de descriere a antioxidantilor enzimatici si nonenzimatici (realizare finala).

4.1 Extractia selectiva a componentelor bioactive din biomasa de busuioc.
Obtinerea extractelor vegetale.Produsul vegetal uscat si pulverizat (1,5 — 2 g radacind/parte aeriana) a fost extras cu 100 mL metanol timp de 30 min., la
temperatura camerei, sub agitare continua (agitator magnetic FALC F-30 ST). Extractele metanolice au fost filtrate si apoi concentrate la sec la presiune
redusa si 40 °C (Rotavapor Biichi R-210, reglator de presiune Biichi V-850, pompa de vid Biichi V-700, baie termostatata Biichi B-491).
Pentru efectuarea analizelor au fost analizate un numar de 26 probe de Ocimum basilicum L. (busuioc) crescute Tn sistem acvaponic: 1 - Planta RA —
radacing; 2 - Plantd HA — radacina; 3 - Planta RB —radacina; 4 - Plantda HB — radacing; 5 - Planta A1R1 — radacing; 6 - Planta A1R2 —radacina; 7 - Planta
A2R1 —radicina; 8 - Planta A2R2 —radacina; 9 - Plantda BIR1 — radacina; 10 - Planta BIR2 — radacing; 11 - Planta B2R1 — radacing; 12 - Planta B2R2 —
radacing; 13 - Planta comert crescutd pe sol — radicing; 14 - Plantd RA — tulpind; 15 - Plantd HA — tulpind; 16 - Plantd RB — tulpina; 17 - Plantd HB —
tulpina; 18 - Plantd A1R1 — tulpina; 19 - Plantd A1R2 — tulpina; 20 - Plantd A2R1 — tulpind; 21 - Planta A2R2 — tulpind; 22 - Plantd BI1R1 — tulpina; 23 -
Plantd BIR2 — tulpind; 24 - Planta B2R1 — tulpin4; 25 - Plantd B2R2 — tulpind; 26 - Planta comert crescuta pe sol — tulpina.
Izolarea uleiurillor volatile. Uleiurile volatile au fost izolate din partea aeriana provenitd de la planta care a inregistrat cel mai mare continut in polifenoli
totali, respectiv proba 20 (planta din A2R1). Uleiurile volatile au fost izolate prin antrenare cu vapori de apa folosind un aparat de tip NeoClevenger (Carl
Roth, Germania). Materialul vegetal uscat si maruntit (100 g) a fost supus hidrodistildrii cu 1000 mL apa timp de 4 ore (Lungu Apetrei et al., 2013).
Ambele uleiurile volatile izolate, de culoare galbuie, au prezentat miros caracteristic (busuioc).
Analiza chimica calitativa §i cantitativa a uleiurilor volatile. Compozitia chimica a uleiurilor volatile a fost analizata prin gaz-Cromatografie cu detectie
prin ionizare in flacara (GC-FID) si spectrometrie de masa (GC-MS). Analiza GC-MS a uleiurilor volatile s-a realizat folosind un gaz-cromatograf Agilent
7890A cuplat cu un spectrometru de masa Agilent 5975C si o coloana capilara Teknokro TR-520232 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Analiza GC-FID a
uleiurilor volatile s-a realizat folosind un gaz-cromatograf Agilent 6890 echipat cu un detector prin ionizare in flacara si acelasi tip de coloana. Programul
de temperaturd comun in ambele analize a fost: 4 °C/min. de la 60 la 220 °C, 20 °C/min. de la 220 la 320 °C. Volumul de injectie a fost de 0,2 pL ulei
volatil, iar debitul fazd mobile (He), de 0,5 mL/min. Indicii de retentie au fost stabiliti prin analiza in aceleasi conditiii a unei solutii standard de n-alcani
(C8-C20). Compusii au fost identificati prin compararea spectrelor de masa obtinute cu cele din biblioteca Wiley si a indicilor de retentie corespunzatori
cu cei mentionati in literatura (Lungu Apetrei et al., 2013).
4.2 Determinarea cantitativa a grupelor majore de principii active din fiecare extract./ 5.3.4naliza antioxidantilor enzimatici (superoxidismutaza,
catalaza, peroxidaza) prezenti in extract, cdt si a antioxidantiolor non-enzimatici (polifenoli totali, flavonoide, capacitatea antioxidanta).
Analiza antioxidantilor enzimatici (superoxid dismutaza, catalaza, peroxidaza) prezenti in extract.
Extractia de enzime si antioxidanti neenzimatici. Plantele de busuioc (partea aeriana) au fost mojarate si antrenate cu tampon fosfat disodic (pH-7) iar
omogenatul obtinut a fost folosit pentru determinarea activitatii superoxid dismutazei (SOD), catalazei (CAT) si glutation peroxidazei (GPx). Pentru
polifenolii totali, capacitatea antioxidanta si flavonoide probele de busuioc au fost uscate, iar extractia s-a realizat cu metanol 80%.
Activitatea superoxid dismutazei (SOD) a fost determinatd conform metodei Winterbourn (1975) cu modificari minore, pe baza capacitatii enzimatice de
a inhiba reducerea Tetrazolium Nitro Blue (NBT) de catre radicalii superoxid generati in amestecul de reactie prin fotoreducerea riboflavinei. Toate
variantele au fost expuse la iluminare pentru exact 5 minute folosind lampa de neon de 20W la o distantd de 10 cm. Gradul de inhibitie produs de enzima,
in conditii standard, este estimat prin determinarea extinctiilor probei si a martorului la 560 nm. O unitate de activitate SOD a fost definita ca cantitatea
de enzima necesara pentru a inhiba 50% reducerea fotochimica a NBT.
Activitatea catalazei (CAT) a fost evaluata prin procedeuli Sinha (1972) pe baza determinarii acidului cromic obtinut prin reducerea K2Cr207, in mediu
acid, in prezenta H202 nedescompusa, la A=570nm.
Activitatea peroxidazei (PER) a fost masurata utilizand kitul de testare a activitatii celulare GPx CGP-1 (Sigma Chemicals). Aceasta metoda indirecta se
bazeaza pe oxidarea glutationului (GSH) in glutation oxidat (GSSG), care este catalizat de GPx si cuplat cu reciclarea GSSG la GSH de cétre glutation
reductaza (GR) in prezenta NADPH. Scaderea NADPH la 340 nm in timpul oxidarii la NADP+ este un indicator al activitatii GPx.
Analiza continutului de proteine solubile.Continutul de proteine solubile a fost evaluat utilizand tampon Tris-HCI 50 mM, pH 7, conform metodei Bradford
folosind albumina sericda bovina ca standard (Bradford, 1976). Analiza consta in legarea Coomassie Brilliant Blue G-250 la radicalii de aminoacizi
aromatici si masurarea absorbtiei la A=595nm. Rezultatul a fost exprimat in mg proteina/g greutate proaspata.
Analiza pigmentilor clorofilieni (Chl "a”, Chl "b”) si a carotenoizilor. Extractia pigmentilor clorofilieni si a carotenoizilor din busuioc s-a realizat cu
ajutorul metanolului, iar citirile s-au determinat spectrofotometric (662nm, 645nm pentru clorofila si la 470nm pentru carotenoizi) (Velichkova si Sirakov,
2018).
Determinarea cantitativa a polifenolilor totali din extractele metanolice s-a realizat prin metoda Folin-Ciocélteu (Wangensteen et al., 2004; Singleton et
al., 1999). Extractul vegetal (20 pL, 20 mg/mL in DMSO) a fost amestecat cu 3,16 mL apa ultrapura si 0,2 mL reactiv Folin-Ciocalteu (Merck, Darmstadt,
Germania). Dupa 5 min. s-au adaugat 0,6 mL solutie de carbonat de sodiu 20%. Dupa 2 ore repaus, a fost masuratd absorbanta amestecului de reactie la
765 nm (spectrofotometru SPECORD 210 PLUS, Analytik Jena, Germania). Tn paralel, s-a realizat o curbi etalon din solutii de concentratii diferite de
acid galic (1000 — 31,25 pg/mL). Continutul in polifenoli totali al extractelor vegetale s-a exprimat in echivalenti de acid galic (mg acid galic/g extract).
Determinarile au fost efectuate in triplicat. Rezultatele au fost exprimate ca media a trei determinari + deviatia standard.
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Analiza continutului de flavonoide. Continutul de flavonoide a fost masurat prin metoda spectrofotometricda DEWANTO (2002). Solutiei de culoare roz
rezultatd a fost cititd la 510 nm fatd de blanc. Continutul de flavonoide a fost exprimat ca mg echivalent catechind (mg CE/g) (R2=0,98). Au fost efectuate
trei citiri pentru fiecare proba si rezultatul mediat.

Studiul actiunii antioxidante. Actiunea antioxidanta a extractelor vegetale a fost evaluata prin determinarea capacitatii de inactivare a radicalului liber 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germania) prin reducerea acestuia la difenilpicrilhidrazina, reactie insotita de un viraj de
culoare de la violet la galben (Wangensteen et al., 2004; Molyneux, 2004). Tn acest scop, extractul vegetal (50 L, 20 mg/mL in DMSO) a fost amestecat
cu 2,95 mL solutie metanolici DPPH (Asi7nm = 1,00 + 0,05). Absorbanta amestecului de reactie la 517 nm a fost determinatd dupa 5 min. Capacitatea de
inactivare a radicalului liber DPPH (%) a fost calculata dupa formula: (Ai-Af)/Ai x 100, unde Ai este absorbanta solutiei de DPPH inainte de addugarea
probei (extract vegetal) si Af este absorbanta amestecului de reactie dupa 5 min.. Determinarile au fost efectuate in triplicat.

Analize statistice. Datele au fost prezentate ca medii si erori standard (SE). Toate probele au fost analizate in trei repetitii; media si erorile standard SE au
fost calculate folosind Excel pachete software.

Generarea de specii reactive de oxigen (ROS) poate fi indusa de diverse tipuri de stres abiotic, precum cel salin, secetd, caldura sau stresul metalelor grele.
ROS este un termen colectiv folosit atat pentru radicalii liberi, cum ar fi radical hidroxil (*OH), anion superoxid (*O2-) si radicali alcoxi (RO¢), precum
si pentru forme (moleculare) precum peroxidul de hidrogen (H202) si oxigenul singlet (102) (Vanhoudt et al., 2011; Ozgur et al., 2013). Pentru a face fata
diferitelor tipuri de stres de mediu, plantele au dezvoltat diverse strategii. Astfel, ca raspuns la supraproductia de ROS, celulele tesuturilor vegetale
activeazd mecanisme enzimatice endogene de aparare impotriva stresului oxidativ (Mittler et al., 2004). Pentru a mentine echilibrul nivelurilor de ROS,
plantele sintetizeaza diversi antioxidanti enzimatici si neenzimatici care echilibreaza dar nu elimina ROS, deoarece eradicarea completd a ROS inseamna
pierderea unui al doilea mesager important in cascade de semnalizare intracelulara (Afzal et al., 2014). Excesul de ROS poate duce la disfunctii metabolice
ireparabile si chiar moartea celulard prin atacul direct asupra pigmentilor fotosintetici, lipidelor membranare, proteinelor si acizi nucleici (Bailey-Serres
si Mittler, 2006).

e Dintre enzimele antioxidante care intervin in mecanismul stresului oxidativ pentru indepartarea radicalilor liberi, superoxid dismutaza (SOD) (EC
1,15,1,1) este prima enzima care are un rol important in dismutarea radicalilor superoxid in apa oxigenata, Rezultatele obtinute Tn acest experiment au
evidentiat cd activitatea SOD a variat intre 0,45 U/mg proteina si 1,15 U/mg proteind, in cadrul primei secvente tehnologice (Tabelul 17).Dintre scenariile
tehnologice din cadrul celei de-a doua secvente tehnologice concentratiile de SOD s-au inregistrat in intervalul 0,88 — 3,04 U/mg proteina. Cele mai bune
valori obtinandu-se in scenariul B (respectiv BIR1 urmat de B2R1, BIR2, B2R2 si apoi de A1R2) fata de scenariul A (Tabelul 18).

Tabel 17. Activitatea catalazei (CAT), superoxid dismutazei (SOD), peroxidazei (PER) si continutul de malondialdehida (MDA) si proteind solubila
n plante de busuioc provenite din acvaponie in cazul primei secvente tehnologice (A-B)

Parametru analizat RA HA RB HB
CAT (U/mg proteind) 7,76+0,32 7,55+2,43 3,32+2,38 3,08+3,98
SOD (U/mg proteind) 0,86+0,41 0,61+0,02 0,50+0,069 0,49+0,073
PER (U/mg proteind) 0,19+0,08 0,16+0,07 0,13+0,13 0,0912+0,07
MDA (nmoli/mg proteind) 67,33+3,91 68,77+27,82 94,52+33,46 98,39+5,84
Proteina (mg/mL) 2,60+0,63 2,39+0,43 2,11+0,16 2,22+0,61

Tabel 18. Activitatea catalazei (CAT), superoxid dismutazei (SOD), peroxidazei (PER) si continutul de malondialdehida (MDA) si proteind solubila
n plante de busuioc provenite din acvaponie in cazul celei de-a doua secvente tehnologice (A1-A2-B1-B2)

Parametru analizat AlR1 A2R1 AlR2 A2R2 B1R1 B1R2 B2R1 B2R2 Busuioc comert
CAT (U/mg proteina) 9,27+1,03 7,82+2,39 13,81+5,12 | 13,64+1,42 | 25414474 | 14,67+2,63 16,47+6,08 | 14,31+2,32 12,74+1,72
SOD (U/mg proteina) 1,16+1,1 1,14+0,36 1,42+0,34 1,35+0,97 2,21+1,18 1,95+0,46 1,95+0,46 1,49+0,53 1,32+0,47
PER (U/mg proteina) 0,25+0,05 0,25+0,01 0,30+0,03 0,27+0,05 0,51+0,12 0,36+0,1 0,43+0,01 0,3340,03 0,05+0,01
MDA (nmoli/mg proteind) | 65,67+12,79 65,35+1,63 | 59,79+0,06 | 62,62+0,09 | 42,50+1,89 | 46,25+5,46 41,31+4,86 | 47,65+6,45 48,67+2,52
Proteina (mg/mL) 2,75+0,05 2,63+0,49 3,56+0,02 3,38+0,13 4,95+0,37 3,64+0,06 4,31+0,46 3,60+0,55 3,52+0,01

e Catalaza (CAT) (EC 1,11,1,6,), enzima implicata in indepartarea speciilor reactive de oxigen (ROS), converteste H202 (care este toxic), care rezulta
din reactia catalizata de SOD, in H20 si Oz in peroxizomi. Activitatea CAT poate fi modificata semnificativ cu participarea moleculelor de semnalizare,
H202 nu este doar o moleculd de semnalizare, ci si singurul substrat pentru catalazi. in acelasi timp, efectul sau asupra activititii catalazei la plante este
dual deoarece, in functie de concentratie poate stimula sau inhiba activitatea catalazei. in prima secventa tehnologica, nivelul activitatii catalazei in partile
aeriene de busuioc a variat intre 0,27 si 9,27 U/mg proteina (Tabelul 18). Tn cea de-a doua secventi tehnologica, nivelul activitatii catalazei in partile
aeriene de busuioc a variat intre 6,13 si 28,76 U/mg proteina. Concentratiile cele mai bune s-au Tnregistrat in scenariul tehnologic notat cu B1, respectiv
B2 (BIR1>B2R1>B1R2>B2R2) (Tabelul 18). in cazul plantei crescute pe sol, din comert, activitatea catalazei a in registrat o valoare mai mici fata de
cea inregistrata in scenariile tehnologice B1 si B2 (Tabelul 18).

e Peroxidaza (EC 1,11,1,9) este implicatd in oxidarea multor substrate, in prezenta H202 cu producerea de H20:AHz + H202 — A+ 2H20. Aceasta
enzimi este stimulatd de acumularea de H20, fiind capabili de a indepirta acest compus toxic. In comparatie cu CAT, peroxidaza posedi o afinitate
crescuta fata de H202, dar are o ratd scazuta de procesare.

Activitatea peroxidazei a fost extrem variata in cadrul scenariilor tehnologice, valoarea minima fiind obtinuta in scenariul tehnologic HB (0,0912+0,07
U/mg proteind) (Tabelul 17) din prima secventa tehnologicd, iar cea mai mare intensitate a activitatii peroxidazei s-a inregistrat in cazul scenariilor BIR1
(0,51+0,12 U/mg proteina) si B2R1 (U/mg proteina) din cea de-a doua secventa tehnologica (Tabelul 18).

e Malondialdehida. Peroxidarea lipidelor indusa de radicalii liberi este de asemenea importanta in deteriorarea membranelor celulare. Nivelul peroxidarii
lipidelor indusa de ROS, masurat prin continutul in MDA, a fost considerat un indicator al deteriordrii membranelor la nivel celular induse de diferite
tipuri de stres. Continutul scazut de MDA 1in plantelele de busuioc oferd dovezi ale deteriorarii mai scazute a membranei celulare cauzate de stres.
Continutul de MDA 1in cazul primei secvente tehnologice a variat intre 49,10 si 118,18 nmoli/mg proteina, stresul asupra plantelor de busuioc fiind mai
mic in cazul scenariului tehnologic RA (67,33+3,91 nmoli/mg proteind) (Tabelul 17). Tn cazul celei de-a doua secvente tehnologice (Tabelul 18), continutul
de MDA a variat in cadrul scenariilor tehnologice intre 37,09 si 102,52 nmoli/mg proteind. Cele mai mici concentratii s-au fnregistrat Tn cazul scenariilor
tehnologice B2R1 si BIR1, iar cele mai mari concentratii s-au obtinut in cazul A1R1 si A2R1 (Tabelul 18). Continutul de MDA 1in busuiocul crescut pe
sol din comert este asemanitor celui obtinut in cadrul scenariului tehnologic B2R2 (Tabelul 18).insi, valoarea minimi, respectiv maximi a continutului
de MDA finregistrata in cadrul scenariului B2R2 a fost 43,09 nmoli/mg proteina, respectiv 52,22 nmoli/ mg proteind, iar in cazul plantei din comert a fost
46,89 nmoli/mg proteina, respectiv 50,45 nmoli/mg proteina.

e Continutul de proteine solubile la variantele de busuioc analizate a prezentat concentratia minima in scenariul tehnologic RB (2,11+0,16 mg/mL) din
prima secventa tehnologica (Tabelul 17), si in scenariul A2R1 (2,63+0,49 mg/mL) din cea de-a doua secventi (Tabelul 2). in prima secventi tehnologica
valorile s-au incadrat n ecartul 1,80 — 3,04 mg/mL, iar Tn cea de-a doua secventi in ecartul 2,72 — 4,95 mg/L. Tn cazul busuiocului din comert, continutul
n proteine s-a incadrat in intervalul 3,51 — 3,53 mg/mL cu o medie de 3,52+0,01 (Tabelul 18). Rezultatul obtinut in cazul busuiocului din comert fiind
apropiat de cel obtinut in scenariul tehnologic A1R2 (Tabelul 18).

e Clorofila ”a”. Din rezultatele obtinute se observa faptul ca un continut mai mare de clorofila ”a” s-a Tnregistrat in cadrul celei de-a doua secvente
tehnologice in scenariile tehnologice BIR1, BIR2, B2R1 si B2R2 (Tabelul 20), iar in prima secventd tehnologica valorile mai mari s-au Tnregistrat in
scenariile RA si HA (Tabelul 19). In ceea ce priveste busuiocul din comert (0,62+0,17 g/L) acesta a avut un continut de clorofili a” asemanitor celui
obtinut in scenariul A2R2 (0,61+0,07 g/L).
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Tabel 19. Clorofila a, b si carotenoizii in plante de busuioc provenite din acvaponie in cazul primei secvente tehnologice (A-B

Parametru analizat HA RA HB RB
Chla (g/L) 0,49+0,27 0,51+0,12 0,46+0,19 0,48+0,15
Chl b (g/L) 0,15+0,11 0,16+0,17 0,10+0,21 0,11+0,14
Caroteni (g/L) 0,17+0,15 0,19+0,2 0,16+0,13 0,18+0,11

Tabel 20. Clorofila a, b si carotenoizii Tn plante de busuioc provenite din acvaponie in cazul celei de-a doua secvente tehnologice (A1-A2-B1-B2)

Parametru analizat AlR1 AlR2 A2R1 A2R2 B1R1 B1R2 B2R1 B2R2 Busuioc comert
Chl a (g/L) 0,59+0,18 | 0,75+0,18 0,58+0,13 0,61+0,07 0,95+0,12 0,86+0,15 0,79+0,09 0,78+0,11 0,62+0,17
Chlb (g/L) 0,20+0,09 | 0,22+0,08 0,19+0,11 0,21+0,12 0,31+0,05 0,28+0,1 0,30+0,07 0,23+0,14 0,23+0,07
Caroteni (g/L) 0,20+0,12 | 0,21+0,14 0,20+0,08 0,22+0,15 0,31+0,17 0,27+0,13 0,27+0,15 0,24+0,14 0,22+0,09

® Clorofila ”b”, la nivelul primei secvente tehnologice a inregistrat cea mai mare valoare in scenariul RA (0,51+0,12 g/L) si cea mai mica valoare in
scenariul HB (0,100,21 g/L). Tn cazul celei de-a doua secvente continutul cel mai mare de clorofild ”b” s-a Tnregistrat in scenariul B1R1 (0,31+0,05), iar
cea mai micd concentratie in cazul scenariului A2R1 (0,19+0,11). Referitor la concentratia de clorofila ”’b,, din busuiocul din comert 0,23+0,07 g/L) acesta
a avut un continut de clorofild ”a” asemanator celui obtinut in scenariul B2R2 (0,23+0,14 g/L), respectiv A1R2 (0,224+0,08 g/L).
e Concentratia de caroteni a prezentat cele mai bune valori in scenariul RA si RB (Tabelul 19) in cadrul primei secvente tehnologice. In cadrul celei de-
a doua secvente cele mai mari concentratii de caroteni s-au intalnit in scenariile BIR1 (0,31+0,17 g/L) si B2R1 (0,27+0,15 g/L), iar cele mai mici
concentratii in cazul scenariilor A1R1 (0,20+0,12 g/L) si A2R1 (0,20+0,08 g/L) (Tabelul 20). In cazul busuiocului din comert (0,22+0,09 g/L) concentratia
de caroteni a fost la fel ca in scenariul A2R2 (0,22+0,15 g/L) in care rata hidraulica a fost mai mare (Tabelul 20).
Obtinerea si studiul extractelor metanolice. Randamentele de obtinere si continutul in polifenoli totali al extractelor vegetale sunt redate in Tabelul
21.
Randamentele de obtinere ale extractelor din radécini (5,55 — 17,49%) au fost mai mici decat cele ale extractelor din parti aeriene (12,22 —31,19%). Pentru
extractele din radacini, randamentul cel mai ridicat (17,49%) a fost obtinut pentru proba 5 (reprezentand radacina plantei din A1R1 conform codificarii
primite de la furnizor). in cazul extractelor din parti aeriene, randamentul cel mai ridicat (31,19%) a fost obtinut pentru proba 21 (reprezentind partea
aeriand a plantei din A2R2 conform codificarii primite de la furnizor). Un randament ridicat (29,04%) a fost obtinut si pentru proba 15 (reprezentind
partea aeriana a plantei din HA conform codificarii primite de la furnizor).

in ceea ce priveste continutul in polifenoli totali, se remarci

Tabel 21. Randamentele de obtinere si continutul in polifenoli totali al extractelor metanolice extractele obtinute din radacinile probelor 9 (reprezentind partea

Randament Continut in Continut in - L . G

Probd | de obtinere polifeﬁoli totali flavonoide (mg antiﬁ;it:i\g;?;e(% ) ?S:;?Izlgra Pliulltel din BIE{I conform c.odlvﬁcaru prl_ml_t ¢ de la
(9%) (mglg extract) CE /g extract) ) si 11 (reprezentand partea aeriand a plantei din B2R2

1 5,95 12,34+ 0,74 0.104+0.001 12,44 + 0,64 conform codificarii primite de la furnizor) si partile aeriene ale
2 11,79 12,17 £ 0,57 0.101:+0.002 16,67 + 0,56 probelor 20 (reprezentnd partea aeriand a plantei din A2R1
3 9,46 941+0,28 0.084+0.001 14,70+ 0,58 conform codificarii primite de la furnizor) si 16 (reprezentand
4 8,37 7,69+ 0,42 0.081+0.001 30,42 £ 0,61 partea aeriand a plantei din RB conform codificarii primite de la
5 17,49 16,30 + 0,88 0.108+0.001 24,83 + 0,68 furnizor) pentru care au fost determinate valori de 50,40, 48,93
? 17 4,3526 iig;i 823 8152888; ig;ii 82(7) si r.especti.v, 28156. 51 30,13 mg polifens)li/g ex.tr.e.lct. Extracte?e
8 8.96 17.10% 042 0.124+0.001 17.25+ 0,51 obtinute d{n radacini de.busul.oc crescut in conditii de acvaponie
9 5,55 50,40 + 1,22 0.174+0.001 22,86 + 0,55 au fost mai sarace In polifenoli totali decat extractele obtinute din
10 7,75 40,23 + 0,92 0.159+0.001 22,80 + 0,53 radacini de busuioc crescut pe sol (proba 13). In schimb,
11 9,83 48,93 + 1,08 0.165+0.002 21,59+ 0,51 extractul metanolic obtinut din partile aeriene ale probei 20 a fost
12 11,87 2888+ 0,75 0.160+0.001 2317+ 0,25 de peste doud ori mai bogat in polifenoli totali decat extractul
13 9.19 119,28 + 2,57 0.816+0.014 89,93+ 045 metanolic obtinut din partile aeriene provenite de la exemplare
1‘51 ;g:gi 56,2258106,1;8 8:82‘?28;882 1&747;0%%0 crescute pe sol (proba 16) (78,56 vs. 36,25 mg polifenoli/g
16 19.23 30.132 057 0,024£0.004 16,01 0,68 extract). (Ea urmare, S(FEH?I’IU| tehnologlc aplicat propel ,29
17 12,22 23,09 + 0,55 0,023+0.001 16,30 + 0,25 (reprezentand partea acriana a plantel A2R1 conform codificarii
18 18,80 20,41 * 0,82 0,066 + 0,004 5,75 + 0,53 primite de la furnizor) a determinat o crestere importanta a
19 23,93 25,43 + 0,28 0,069 + 0,004 9,80 + 0,46 continutului in polifenoli totali in partile aeriene, dar nu si in
20 19,42 78,56 + 1,02 0,064 + 0,001 7,06 + 0,51 radacini (proba 7 — radacina plantei din A2R1 conform
21 31,19 9,35£ 0,30 0,068 + 0,005 10,90 £ 0,31 codificarii primite de la furnizor cu un continut de 14,02%).
22 21,94 19,73+ 067 0,089 £ 0,003 8741041 Referitor la continutul in flavonoide, s-au remarcat extractele de
gi igg; ;giéf (1)22 ggggf 888; igiif 82; la nivelul radacinii in cazul probelor P9, P11 si P12 (respectiv
25 17.76 20,97 £ 0.50 0.074 £ 0,0001 18,04 + 0.80 din §cenar|!le tehnologice B1R1, B2R1, B1R2), iar la nlvelyl
26 14,90 36,25 + 1,37 0,086+0.011 91,72+ 0,73 partilor aeriene s-au remarcat probele P22, P24, P23, respectiv

P25 (din scenariile tehnologice B1R1, B2R1, B1R2, respectiv
B2R2) (Tabelul 21).

Generarea de specii reactive de oxigen (ROS) poate fi indusa de diverse tipuri de stres abiotic, precum cel salin, secetd, caldura sau stresul metalelor grele.
ROS este un termen colectiv folosit atat pentru radicalii liberi, cum ar fi radical hidroxil (*OH), anion superoxid («O2-) si radicali alcoxi (RO*), precum
si pentru forme (moleculare) precum peroxidul de hidrogen (H202) si oxigenul singlet (102) (Vanhoudt et al., 2011; Ozgur et al., 2013). Pentru a face
fatd diferitelor tipuri de stres de mediu, plantele au dezvoltat diverse strategii. Astfel, ca raspuns la supraproductia de ROS, celulele tesuturilor vegetale
activeaza mecanisme.

Antioxidantii sunt substante vitale care poseda capacitatea de a proteja membrana celulara de daune cauzate de stresul oxidativ indus de radicalii liberi
(Rao et al., 2010). Astfel, este un interes din ce In ce mai mare pentru antioxidantii naturali, de exemplu, polifenoli, prezent in plantele medicinale si
aromatice, care ar putea ajuta la prevenire deteriorarea oxidativa (Wojdylo et al., 2007, Filip, 2017). Polifenolii poseda o chimie structurald ideald pentru
activitatea de captare a radicalilor liberi si s-a dovedit a fi antioxidanti mai eficienti in vitro comparativ cu tocoferolii si ascorbatul. Proprietatile
antioxidante ale polifenolilor provin din reactivitatea lor ridicata ca donatori de hidrogen sau electroni si din capacitatea polifenolului, radical derivat
pentru a stabiliza si delocaliza electronul nepereche (functia de rupere a lantului) si din capacitatea lor de a chela tranzitia ionii metalici (Rice-Evans et
al., 1997).

Activitatea antioxidantd a extractelor obtinute din probe de busuioc crescut in conditii de acvaponie (atat radacini, cat si parti aeriene) a fost mai redusa
decat activitatea antioxidantd a extractelor obtinute din busuiocul crescut pe sol. Astfel, extractele metanolice obtinute din radacinile si partile aeriene de
busuioc crescut pe sol (probele 13 si 26) au inactivat radicalul liber DPPH in proportie de 89,93% si respectiv, 91,72% in timp ce efectele antioxidante
ale extractelor obtinute din probele de busuioc crescut in conditii de acvaponie au variat intre 4,84% si 30,42%. Activitatea antioxidanta a extractelor nu
variaza direct proportional cu valoarea continutului in polifenoli totali ceea ce sugereaza prezenta unor polifenoli cu bune efecte antioxidante in proportii
diferite in extractele analizate.

4.3 Analiza uleiurilor volatile prin gaz cromatografie, cuplata cu spectrometrie de masa.

Randamente de obtinere a uleiurilor volatile: 0,44 mL ulei volatil/100 g produs vegetal (parti aeriene de busuioc crescut pe sol — P13) si 0,22 mL ulei
volatil/100 g produs vegetal (parti aeriene de busuioc crescut in conditii de acvaponie — P20). Analiza compozitiei chimice a uleiurilor volatile din probele
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de busuioc a evidentiat 46 compusi in proba P13 (ulei volatil izolat din parti aeriene de busuioc crescut pe sol) ceea ce reprezintd 92,91% din totalul
uleiului volatil si 39 compusi in proba P20 (ulei volatil izolat din parti aeriene de busuioc crescut in conditii de acvaponie), reprezentand 78,56% din
componenta totala a uleiului volatil (Tabelul 22).
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Fig. 65. Gaz-cromatograma uleiului volatil SR
izolat din parti aeriene de busuioc crescut pe sol (P1)

Fig. 66. Gaz-cromatograma uleiului volatil

izolat din parti aeriene de busuioc crescut in conditii de hidroponie (P2)

Compusii majori identificati in probele P13 si P20 sunt: estragol (54,79 si respectiv, 4,87%), eugenol (0,94 si respectiv, 19,08%), metileugenol (6,84 si
respectiv, 17,78%), linalool (4,79 si respectiv, 16,56%), eucaliptol (5,16 si respectiv, 2,15%), z-cadinol (1,41 si respectiv, 5,91%), a-bergamoten (1,23
si respectiv, 3.12%) si f-cariofilen (2,26 si respectiv, 1,10%). Uleiul volatil izolat din parti aeriene de busuioc crescut pe sol (proba P13) se caracterizeaza
prin predominanta componentelor aromatice (63,42%) si a monoterpenelor oxigenate (18,04%). in uleiul volatil izolat din parti aeriene de busuioc crescut
in conditii de acvaponie (proba P20) componenta aromatica este mai redusa (42,95%) in timp ce procentul de sescviterpene (hidrocarburi si compusi
oxigenati) este mai ridicat decét in proba P13 (22,43% vs. 8,88%) (Tabel 22). Se remarcd o reducere considerabila a nivelului de estragol si cresterea
nivelelor de linalool si derivati de eugenol in proba P20 fatd de proba P13 (4,87% vs. 54,79%, 4,79 vs. 16,56% si respectiv, 7,78% vs. 36,86%) (tabelul
6).

Tabelul 22. Compozitia chimica a uleiurilor volatile din probe de busuioc (TR, timp de retentie; KI, Kovats retention index)

TR Kl Compus % TR Kl Compus %
(min) P1 P2 (min) PL P2
7,32 928 a-tuien 0,04 - 24,05 1422 1,2,3,4-tetrametil-benzen - 0,17
7,55 936 a-pinen 0,46 0,06 24,39 1432 B-cariofilen 2,26 1,10
7,98 952 camfen 0,06 - 24,75 1443 a-bergamoten 1,23 3,12
8,20 959 benzaldehida 0,07 - 24,92 1448 a-guaien - 0,60
8,65 975 sabinen 0,21 - 25,28 1459 (E)-B-farnesen - 1,24
8,80 981 B-pinen 0,60 0,14 25,50 1466 humulen 0,92 1,57
9,07 990 B-mircen 0,14 0,11 25,76 1474 B-copaen 0,09 N
9,98 1019 | 4-caren 0,08 - 25,78 1474 | (+)-epibiciclo- - 0,22
10,22 1026 o-cimen 0,12 - sescvifelandren
10,40 1031 | D-limonen 0,34 0,07 26,37 1492 | germacren D 0,74 1,71
10,52 1035 eucaliptol 516 2,15 26,58 1498 a-selinen R 0,19
10,79 1043 benzenacetaldehida 0,11 - 27.06 1514 B-bisabolen 0,18 B
10,93 1046 ﬁ-OCimen 0,13 - 27,15 1517 S'QUaien _ 1,10
1137 | 1060 | y-terpinen 0,22 - 2738 | 1524 | y-muurolen 0,42 1,81
12,44 1091 | fencona 0.28 - 27,63 1532 (E)-calamenen - 0,63
1278 | 1101 | linalool 479 16,56 2813 | 1548 | a-bisabolen 113 0,71
B o o 2869 | 1566 | nerolidol 011|041
! metilciclohexen ! ' 30,47 1624 humu!en epoxid - 0,50
14,48 1149 | camfor 0,30 0,46 31,32 1652 | w-cadinol 141 591
15,64 1181 | terpinen-d-ol 0,63 0,11 31,738 1666 | p-eudesmol u 1,30
16,10 1194 a-terpineol N 0,55 32,09 1678 met!l-p-metoxmlnamat - 0,31
16,59 1210 | estragol 54,79 | 4,87 3247 | 1691 | ocbisabolol 0,07 0.20
17.21 1225 acetat de fenchil 590 N 36,80 1845 hexghldrofarnesn acetona | 0,07 0,43
39,53 1950 izofitol - 0,12
1800 | 1247 | carvona 0,27 - 4265 | 2117 | fitol 0.12 1,91
18,20 1253 chavicol 0.15 " 43,89 : '2%21 fltol‘acetat - 0,06
18,83 1271 citral 0,05 N Clasa chimica de compusi (%)
19,45 1288 | anetol 0,10 - Monoterpene _ 2,28 0,38
1953 1290 | acetat de bornil 0,21 0,14 Monoterpene oxigenate 1804 | 19,97
2010 | 1307 | cinamat de metil 0,30 0,74 Sescviterpene 7,29 14,11
21,80 1356 o-cubeben 0,21 N Sescvner_pene ox!gfenate 1,59 8,32
21,95 | 1360 | eugenol 0,94 19,08 Compusi aromatici 6342 | 42,95
2314 1394 B-bourbonen 0.11 - Compusi alifatici 0,17 0,54
Altele 0,12 2,09
23,30 1399 | B-elemen - 0,11 Total (%) ool 8335
23,60 1408 metileugenol 6,84 17,78 : *

in concluzie, cultura in conditii de acvaponie a determinat o crestere a biosintezei de linalool si derivati de eugenol, dar si o reducere importanti a
biosintezei de estragol. Eugenolul are proprietati antibacteriene, antifungice, antivirale, antiinflamatoare, antitumorale si antioxidante. Linaloolul are un
profil farmacologic complex dezvoltand efecte antiinflamatoare, antioxidante, anestezic locale, analgezice, sedative, anxiolitice si anticonvulsivante
(Aprotosoaie et al., 2014; Stanescu et al., 2018).

4.4 Analiza extractelor nevolatile prin cromatografie in faza lichida de inalta performanta cu detectie UV-VIS

Extractele din ridacini si parti aeriene au fost analizate prin cromatografie in faza lichida de inaltd performanta cu detectie UV-VIS si prin spectrometrie
de masa (ionizare prin electrospray si analizor quadrupol al timpului de zbor, HPLC-DAD-ESI-Q-TOF MS/MS). S-a utilizat un sistem HPLC Agilent
1200 cuplat cu un spectrometru de masa Agilent G6530B (coloana cromatografica Phenomenex C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 microm); faza mobila: A) 1%
acid formic si B) acetonitril cu 1% acid formic; gradient: 0 min — 10% B, 5 min — 10% B, 55 min — 60% B, 75 min — 95% B, 85 min — 95% B, 110 min —
100% B; detectie 280 nm; volum injectat 20 microL; debit 0,6 mL/min; mod de ionizare pozitiv; voltaj capilar 4200 V; energie de fragmentare 200 V;
energie de coliziune 40 V; skimmer 65 V; debit gaz uscare 12 L/min; temperatura gaz 300°C; m/z 100-1700 (Singleton et al., 1999; Ullah, 2022). Analiza
a indicat spectre polifenolice asemanatoare ale extractelor din radacini, pe de o parte, si ale extractelor din parti aeriene, pe de alta parte. Inainte de
injectare, extractele au fost dizolvate in methanol in concentratie de 20 mg/mL si filtrate prin filtre Whatman Spartan (30 mm, celuloza regenerata, 0.45
microm) (Anexa 8 figura 3). Pe baza procedeului EIC (Extracted lon Chromatogram, extractia [M+H]+ pentru diferiti polifenoli), au fost identificati
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urmatorii compusi: In extractele metanolice din radacini: acizii clorogenici si acidul galic; n extractele metanolice din parti aeriene: catehina, acidul cafeic
(Anexa 8 figurile 4-9).

5.1.Testarea activitatii antimicrobiene al extractului obtinut in cadrul A. 2.4., fata de specii Gram-pozitive si Gram negative.

Materialul biologic a fost reprezentat de 26 de probe din radicini si parti aeriene de Ocimum basilicum L. in tabelul 1 sunt prezentate codificarile
extractelor. Pe langa busuiocul provenit din acvaponie s-a analizat si busuioc crescut pe sol achizitionat din comert.

Materialul microbiologic a fost reprezentat de culturi de Escherichia coli ATCC 25922 si Staphyloccocus aureus ATCC 25923, utilizate in determinarea
activitatii antibacteriene a uleiurilor esentiale si a extractelor metanolice de Ocimum basilicum L., obtinute din colectia de microorganisme a Laboratorului
de Microbiologie de la Facultatea de Biologie din cadrul Universitatii ,,Alexandru Toan Cuza” din lasi.

experiment la actiunea uleiurilor volatile si a extractelor de Ocimum basilicum L. s-a determinat in vitro, realizandu-se pe baza diametrului zonei de
inhibitie rezultat in urma utilizdrii metodei difuzimetrice Kirby - Bauer, completatd cu metoda dilutiilor seriate (C.M.I.) adoptatd de CLSI M07-A11
(Clinical & Laboratory Standard Institute, 2021).
rezistentei antimicrobiene (Subhash, 2012; Balouiri et al., 2016; Dumitrescu et al., 2021). Citirea rezultatelor se face cu ochiul liber, masurand diametrul
zonelor de inhibitie de 2 - 3 ori in diferite directii cu ajutorul unei rigle gradate (mm). La citire s-a inclus in masuratori si discul de hartie de filtru (6 mm)
(Figura 67). Daca in apropierea discului nu s-au observat zone de inhibitie aceasta a fost raportata ca fiind de 0 mm.

] Metoda dilutiilor seriate (determinarea concentratiei

Microorganism de Dise de antibiotic s

cultivat (S. aurens 8
Y e .::":::’I:r"ﬁ‘.‘"l"" } B— minime inhibitorii - C.M.L) este definita ca cea mai mica
\7/ b — @& e concentratie a unui agent antimicrobian care inhiba
——— - o e cresterea microorganismelor in tuburi sau godeuri de
Ly S7C hirkien : microdilutie, fiind detectatd cu ochiul liber. Cele mai
difuza I agar) recunoscute standarde sunt furnizate de CLSI (The

Clinical and Laboratory Standards Institute) si EUCAST
(European Committee on Antibiotic Susceptibility
Testing), oferind o procedura uniforma de testare care
: este practicd si efectuatd in majoritatea laboratoarelor

Figura 67.Diagrama schematica a testarii sensibilittii la  Figura 68. Reprezentarea schematici a stabilirii  clinice (Figura 68).

antibiotice prin metoda difuzimetrica Subhash, 2012) C.M.1. (Wang et al., 2017)

Citirea se realizeaza cu ochiul liber, observandu-se o virare a culorii in roz pentru cresterea bacteriand sau in albastru - violet cdnd nu prezinta o dezvoltare
bacteriana. C.M.I. pentru tulpina testata este data de concentratia solutiei antibacteriene din ultimul godeu fara crestere evidenta a culturii.
Rezultatele acestui studiu, privind testarea activitatii antimicrobiene prin metoda difuzimetrica Kirby - Bauer pentru extractele si uleiurile volatile de
Ocimum basilicum L. evidentiazd urmatoarele:
e Tn cazul extractelor metanolice de Ocimum basilicum L. in concentratie de 10 pL/mL, activitatea antimicrobian evidentiata prin metoda difuzimetrica
Kirby - Bauer, aratd ca din totalul de 30 de probe, cinci probe au prezentat activitate antimicrobiana in cazul testarii speciei Escherichia coli ATCC
25922si o proba in cazul testarii speciei Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figurile 12 - 21, Anexa 10; Tabelul 23):
- cod 2: busuioc radacina (sistem acvaponic, avand drept material sturionicol sturioni) -cu diametrul zonei de inhibitie de 8 mm la Escherichia coli ATCC
25922;
- cod 16: busuioc parte aeriana (sistem acvaponic, avand drept material sturionicol sturioni) -cu diametrul zonei de inhibitie 9 mm la Escherichia coli
ATCC 25922;
- cod 17: busuioc parte aeriana (sistem acvaponic, avand drept material sturionicol crapi) - cu diametrul zonei de inhibitie 9 mm la Escherichia coli ATCC
25922,
- cod 19:busuioc parte aeriana (sistem acvaponic, avand drept material sturionicol sturioni) - cu diametrul zonei de inhibitie 7 mm la Escherichia coli
ATCC 25922;
- cod 26: busuioc parte aeriana - proba crescuta pe sol - cu diametrul zonei de inhibitie de 7 mm la Escherichia coli ATCC 25922 si 9 mmla Staphylococcus
aureus ATCC 25923,
e 1Tn cazul controlului pozitiv (Gentamicina 10 pg/mL - antibiotic de referinta) diametrul zonei de inhibitie inregistrat a fost 15 mm in cazul testrii
speciei Staphylococcus aureus, respectiv de 14 mm in cazul testarii speciei Escherichia coli. Testarea probei control negative, reprezentata de DMSO 3
%, a confirmat absenta zonei de inhibitie in cazul acestei probe (Figurile 69-71).

v
Disc fari creyterea zoncide m
inhibitic (microorganismul = ¢
este rezistent la agentul
antimicrobian)

Disc cu zond de inhibitie

(organismul este sensibil
la agentul antimicrobian)

20 W Staphylecoceus aureus
(ATCC 25923)
W Escherichia coli
(ATCC 25922)

Diametrul zonei de inhibitie (mm)

Proba codificata

Figura 71. Diametrul zonei de inhibitie (mm) evidentiat prin metoda Kirby -
Bauer a extractelor metanolice de Ocimum basilicum L.(codificarea 2, 16,
17, 19, 26 si a controlului pozitiv (C+)

Figura 69.Metoda de difuzie calitativa (Kirby =~ Figura 70.Metoda de difuzie calitativa (Kirby -
- Bauer)a controlului pozitiv (C+: Bauer)a controlului pozitiv (C+: gentamicind) si
gentamicina) si negativ (C-: DMSO 3 %) fata  negativ (C-: DMSO 3 %) fata de S. aureus

de E. coli

Prin metoda Kirby — Bauer a extractelor metanolice de O. basilicum L. s-a evidentiat activitatea antimicrobiand, in special in cazul bacteriei Gram negative
(E. coli).

n cazul probelor de ulei volatilde Ocimum basilicum L. testate (parti aeriene - proba crescuti pe sol - M si planta care a prezentat cele mai bune rezultate
— planta A1R2 — P), s-a realizat diluarea acestora in DMSO 3 %, obtinandu-se o concentratie de 25uL/mL, rezultatele obtinute sunt prezentate in Figurile
72- 74, evidentiindu-se urmatoarele:uleiul volatil de O. basilicum L. (cod 26) — induce un diametru al zonei de inhibitie de 14 mm pentru specia Escherichia
coli si 12 mm pentru specia Staphylococcus aureus; iar uleiul volatil de O. basilicum L. (cod19) — induce un diametru al zonei de inhibitie de 20 mm
pentru specia Escherichia coli si 13 mm pentru specia Staphylococcus aureus. Se poate observa ca in cazul uleiului volatil din proba cu codul 19 activitatea
antimicrobiand evidentiatd a fost mult mai fata de uleiul volatil obtinut din partile aeriene de O. basilicum crescut pe sol, efect confirmat de zonele de
inhibitie dezvoltate in urma incubdrii microoganismelor (Figura 74).
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Tabelul 23.Testarea activitatii antibacteriene prin metoda difuzimetrica Kirby — Bauer
a extractelor metanolice de Ocimum basilicum L. si a probelor de control

Diametrul zonei de inhibitie (mm)
Cod (notare . .
o Denumirea probei
conventionala)

1 Plantd RA - radacina 0 0

2 Plantd HA - radacina 0 8

3 Planta RB - radacina 0 0

4 Plantd HB - radacind 0 0

5 Plantd AIR1 - radacind 0 0

6 Planta A1R2 - radacina 0 0

7 Plantd A2R1 - radacind 0 0

8 Planta A2R2 - radacind 0 0 Figura 72. Metoda de difuzie calitativa Figura 73. Metoda de difuzie calitativa
9 Plantda BIR| - radécina 0 0 (Kirby - Bauer) a uleiurilor volatile de (Kirby - Bauer) a uleiurilor volatile de O.
10 Plantd BIR2 - radacina 0 0 Ocimum basilicum L. (M - plantd crescutd  basilicum L. (M - planti crescuta pe sol; P
11 Plantd B2R1 - raddcina 0 0 pe sol; P —planta A1R2) fata de E. coli — planta A1R2) fata de S. aureus

12 Plantd B2R2 - radacina 0 0

13 Planta comerf crescutd pe 0 0 = 20 u ::r':_{’_ﬁ ""f,’_‘l‘;’.““

sol - raddcina z 25923)

14 Plantd RA - tulpina 0 0 bt B Escherichia coli

15 Plantd HA - tulpind 0 0 = 15 (ATCC 25922)

16 Plantd RB - tulpina 0 9 £

17 Plantd HB - tulpina 0 0 8

18 Plantd AIR1 - tulpind 0 0 <

19 Plantd A1R2 - tulpina 0 7 E

20 Plantd A2R1 - tulpina 0 0 g

21 Plantd A2R2 - tulpind 0 0 -E 5

22 Plantd BIR1 - tulpind 0 0 E

23 Plantd BIR2 - tulpind 0 0 =

24 Plantd B2R1 - tulpind 0 0 8 0

25 Plantd B2R2 - tulpina 0 0

Planta comert crescuta pe
%6 sol - tL;Ipiné ' o l Proba
C+ 15 14 Figura 74. Diametrul zonei de inhibitie (mm) evidentiat prin metoda Kirby - Bauer a
C- 0 0 uleiurilor volatile de Ocimum basilicum L. (M - planta crescuta pe sol; P — planta A1R2)
Legenda:

C+ - control pozitiv; C- - control negativ
5.2.8tabilirea concentratiei minime inhibitorii a fitobioticului utilizat fata de bacteriile Gram-pozitive si Gram-negative.
Testarea calitativa a activitatii antibacteriene a fost completatd cu testarea cantitativa, prin care a fost evaluata concentratia minima inhibitorie (C.M.I.) a
uleiurilor volatile si extractelor metanolice de OC|mum basmcum L pentru flecare microorganism tes (Tabelul 24).

Tabelul 24. Testarea activitatii antibacteriene prin ¢ e

C.M.1 a extractelor metanolice de Ocimum " n "
basilicum L. (codificarea 2, 16, 17, 19, 26) fati o o e
de S. aureus si E. Coli ; . : .
Probi C.M.I. (uL/mL) i
notare :
conventionali I ! J“ . I ) N - R
Figura 75.Stabilirea Figura 76. Stabilirea TR e "
2 - 1,25 (_:on_ce_ntrz_l_giei minime Qon.ce.ntrzfl_giei minime ‘p«-ba;nﬂln Figura 78. Concentratia minima
16 - 0,019 eTt':;lglttec::)I: g%zn':)'l)ise Iunlz:glrtcl);:l\ft():la“t/lllézjs Figura 77. Concentratia minima inhibitorie (C.M.l.) a uleiurilor
17 - 2,5 de O. basilicum L.: Ocimum basilicum L. inhibit_orie (C.N_I.I.) a extr_af:telor volatile de Ocimum basilicum L:
19 - 0,019 (codificarea 2, 16, 17, fata de Staphylococcus metanolice de Ocimum t_)asmc_u_m L fag de Stgphylocqccus aureus si
19, 26) fata de S. aureus si Escherichia fata de S. aureus si E. coli (codificarea Escherichia coli (M - planta
26 10 1,25 al.;reus si,E coli coli (M si P) 2,16, 17, 19, 26) crescutd pe sol; P — plantda AR2)

La determinarea C.M.1. pentru uleiul volatil din partile aeriene de O. basilicum L. (crescutd pe sol) (proba M) si din planta din AIR2 (proba P), de
concentratie 25 pL/mL, s-au inregistrat urmatoarele valori (Figura 28-31): Proba P — valoarea 0,781 puL/mL pentru specia S. aureus si valoarea 0,195
pL/mL pentru specia E. coli; respectiv Proba M — valoarea 0,195 pL/mL pentru specia S. aureus si valoarea de 6,25 unL/mL pentru specia E. coli.
Concluzii. Tn urma analizei rezultatelor experimentale privind activitatea antibacteriana a uleiurilor volatile si a extractelor metanolice de Ocimum
basilicum L. crescute in sistem acvaponic fatd de doud bacterii testate (S. aureus si E. coli) se pot desprinde urmatoarele concluzii:

e Studiul a 26 de extracte metanolice (aduse la sec) de O. basilicum L. demonstreaza prezenta activitatii antibacteriene la 5 din probele testate fata de
E. Coli (busuioc radacina si partea aeriand, sistem acvaponic, avand drept material sturionicol sturioni Acipenser sp. si o proba (busuioc parte aeriana -
proba crescutd pe sol) cu activitate fatd de ambele microorganisme (S. aureus si E. coli).

e Uleiul volatil de O. basilicum L. provenit din planta din AIR2 a prezentat o activitate antimicrobiana semnificativ mai mare fatd de proba de ulei de
O. basilicum L. (planta crescuta pe sol) pentru ambele tulpini bacteriene testate.

o Bacteriile Gram-negative s-au dovedit a fi mai sensibile la activitatea antimicrobiana a extractelor metanolice si a uleiului volatil de Ocimum sp. fata
de bacteriile Gram-pozitive, fenomen corelat cu arhitectura deosebitd a peretelui celular careconditioneaza permeabilitatea selectiva a invelisului bacterian
si mecanismele de sinteza ale acestuia, cu consecinte in ceea ce priveste sensibilitatea si/sau rezistenta bacteriilor la diversi compusi bioactivi.

e Evaluarea cantitativa a activitatii antibacteriene prin stabilirea concentratiei minime inhibitorii (C.M.1.) a evidentiat valoarea de 10uL/mL pentru S.
aureus la proba de busuioc (crescut pe sol), iar pentru E. coli valori ce variaza intre 0,019 pL/mL si 2,5 pL/mL.

e S-au stabilit valorile concentratiilor minime inhibitorii (C.M.L.) pentru uleiurile volatile obtinute din probele reprezentate de partile aeriene (crescute
pe sol) 0,195 pL/mL pentru S. aureus si 6,25 pL/mL pentru E. coli, precum si pentru amestecul de probe (parti aeriene) obtinute prin cultivarea in sistem
acvaponic 0,781 pL/mL pentru S. aureus si0,195 pL/mL pentru E. coli.

6.Dezvoltarea unei aplicatii software in scopul diseminirii ciitre mediul industrial a noilor tehnologii dezvoltate, precum si a posibilelor
viitoare tehnologii dezvoltate sau optimizate (realizare finala).
Aplicatia software are drept deziderat diseminarea, contra cost, a noilor tehnologii dezvoltate ca urmare a activitatii de cercetare dezvoltare ce a fost
intreprinsa de catre SILURUS MARKET in cadrul prezentului proiect si urmeaza a fi dezvoltata de-a lungul urmatorilor ani, folosind infrastructura,
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cunoasterea si know-how-ul dobandit in perioada de implementare. Astfel, aplicatia poate fi accesata prin https://multiaquaiot.com. Structura aplicatiei
este bazata pe trei pagini principale si anume Acasa, Tutorial utilizare platforma si Platforma tehnologii. (Figura 79). Aplicatia are o optiune de login ce
oferd posibilitatea de a conecta si debloca continut nou disponibil doar pentru persoanele cu rolul de administrator. Pagina Tutorial utilizare platforma
reprezintd o demonstratie a cum platforma functioneaza. Acesta propune niste alegeri default care, cumulativ, rezulta la selectia unei tehnologii. Dupa
confirmarea selectiilor default, platforma redirectioneaza utilizatorul cétre o alta pagina pe care se afla tehnologia potrivitd, corespunzatoare alegerilor
selectate, insa blurata. Pentru a o putea debloca este necesar urmdtorul pas si anume accesarea butonului “Deblocheaza Tehnologia” care ne explica exact
pasii necesari a fi parcursi pentru a obtine fisierul, acestia fiind: Plata, completarea cu adresa de email si submit. Urmatorul element al navigatiei este
“Platforma Tehnologii”, mai exact, testul de descoperire al variantei tehnologice si tehnice care se potriveste specificului clientului, pe baza propriilor
selectii ale acestuia. Daca va fi gasita o platforma care sa se potriveasca cu valorile selectate, acesta va prelua comportamentul din sectiunea de Tutorial,
afisand tehnologia blurata si buton cu informatii exacte despre cum se poate obtine. De asemenea, utilizatorul este asistat cu informatii legate de avantajele
si dezavantajele eventualelor decizii luare in vederea identificarii solutiei care se pliaza cel mai bine nevoilor acestuia. Platforma cuprinde informatii
tehnice despre modul de proiectare a sistemelor multi-trofice integrate, tehnologice si economice. Se recomanda accesarea link-ului mentionat mai sus
pentru familiarizarea cu structura aplicatiei software.

T :

Figura 79. Structurd aplicatie software pentru diseminare date

Proiectul a fost realizat prin framework-ul Laravel, unul dintre cele mai folosite pentru dezvoltare web, alaturi de Symfony si este gazduit pe o platforma
de shared Hosting. Fiecare tabela dispune de propria sa migrare (ceea ce inseamna ca niciodata nu se va putea pierde structura bazei de date, schema
acesteia fiind pastrata in fisiere, alaturi de tipul si proprietatile coloanelor. Valorile mama (optiunile superioare) sunt conectate de cele secundare prin chei
straine, de aici si legatura din acestea. Fiecare tabel, de asemenea, are asociat un model in cadrul céruia pot fi trecute, ulterior, asocieri dintre tabele care
ne pot ajuta pentru o extractic mai facila a informatiei. Figura 79 ilustreazd schema tabelei “users”, coloanele acesteia sunt: id, name, email,
email_verified_at (data si ora la care s-a validat adresa de email, id admin (precizam daca userul este sau nu admin, in cazul in care se va decide
inregistrarea clientilor pentru a-si accesa propriile date din “Contul meu”, “Password” (parola care este cryptata in baza de date). In ANEXA 10 este
prezentata partea conceptuald, de arhitectura de cod, a platformei.

6. Diseminarea rezultatelor finale ale proiectului
Diseminarea intreprinsa in cadrul etapei a constat intr-un numar de 6 articole publicate (un articol in Q1 — zona rosie cu IF 3,408, un articol in Q3 — zona
alba cu IF 2,690 si 4 articole indexate ISI), 5 articole acceptate spre a fi publicate (un articol in Q2 — zona galbena cu IF 5,411, 3 articole indexate ISI si
un articol BDI), 2 articole aflate Tn evaluarea (un articol Th Q1 — zona rosie cu IF 4,658, respectiv un articol in Q2 — zona galbena cu IF 3,847), 12 lucrari
comunicate in cadrul Conferintelor Internationale (din care 7 conferinte indexate ISI), 1 platformad web pentru diseminarea rezultatelor tehnologice catre
mediul industrial), 1 cerere de brevet si 1 produs inovativ realizat si transferat catre mediul economic. ANEXA XIII prezintd pe larg rezultatele diseminate.

7. Scrierea si depunerea cererii de brevet pentru echipamentul inteligent bazat pe tehnici inteligente de recunoastere vizuala pentru
estimarea Tn timp real a biomasei sturionicole, validat si demonstrat la nivel industrial prin noile tehnologii de crestere obtinute in urma
optimizarii.

Cerere brevet inventie depusi cu titlul SISTEM ACVAPONIC CU SUBSTRAT PENTRU CRESTEREA DURABILA A BUSUIOCULUI (OCIMUM
BASILICUM) SI A STURIONULUI SIBERIAN (ACIPENSER BAERII) ”, Cerere de brevet depusa OSIM nr. A00671 / 24 octombrie 2022. (ANEXA XII)

Directii viitoare de dezvoltare: utilizarea tehnicilor de recunoastere vizuala pentru studiul comportamentului biomasei sturionicole in vederea asocierii
acestuia cu diverse situatii de stres la care biomasa sturionicold poate fi supusa de-a lungul unui ciclu indelungat de productie.

Prezentul raport cuprinde un numar de 13 ANEXE, atasate pe platforma Evoc UEFISCDI.

Director Proiect: ing. Razvan DROGEANU

Responsabil Partener 1: S.L. dr. ing. ec. Stefan-Mihai PETREA

v
Responsabil Partener 2: conf. univ. dr. Licrimioara OPRICA /

Czjr/g?& "w-

Responsabil Partener 3: prof. univ. dr. Anca MIRON
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