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RO 127511 B1

Inventia se refera la un procedeu de biofortifiere cu seleniu, care se aplica la cultura
graului, fiind destinat cresterii valorii nutritive a recoltei de grau provenite din zonele cu deficit
de seleniu in sol.

Sunt cunoscute mai multe procedee de biofortifiere cu seleniu a recoltei diferitelor
plante de culturd, inclusiv grau. Aceste procedee implica aplicarea diferitelor compozitii, pe
baza de diferiti compusi ai seleniului, in diferite stadii de vegetatie, pentru cresterea nivelului
de seleniu in recolta utila. Procedeele si compozitiile dezvoltate au ca scop suplimentarea
cu seleniu a lantului alimentar din zonele cu deficit de seleniu, si sunt destinate rezolvarii pro-
blemelor tehnice rezultate din necesitatea aplicarii foarte precise si uniforme a unor doze mici
de compusi foarte toxici. Cererea internationala de brevet WO 99/29639 descrie o combina-
tie de sare solubila de seleniu (selenit, 6...36 g) si de uree (20...40 kg/ha). Aceasta combina-
tie este destinata aplicarii foliare, si are rolul de a asigura concomitent suplimentarea nutritiei
cu seleniu si cu azot. Tratamentul foliar cu aceasté compozitie, diluata in volumul de apa
corespunzator normelor de aplicare, permite distribuirea uniforma a dozelor mici de compusi,
dar cercetarile efectuate (trecute recent in revistd de Zu s.a., 2009, Trends in Plant
Science, 14, 436-442) au aratat ca selenitul aplicat foliar are o ratd mica de translocare in
recolta utila (boabele) de grau.

Brevetul US 6058648 se refera la o compozitie pe baza de saruri solubile de seleniu
(de exemplu, selenat de sodiu) si polimeri hidrosolubili (de exemplu, amestec de poliacetat
de vinil/dextrina sau copolimer de acetat de vinil/etilena), destinata tratarii semintelor. Aplica-
rea ca tratament al semintei permite, de asemenea, o distribuire uniform& a unor doze mici
de produs, iar selenatul aplicat radicular este translocat prin floem si se acumuleaza sub
formé& de compusi organo-seleniati in bobul de grau format din plante astfel tratate. insa sele-
natul de sodiu afecteaza germinatia semintelor unora dintre varietatile de plante cultivate
(inclusiv a celor de grau), ca si cresterea si dezvoltarea sistemului radicular. De asemenea,
selenatul aplicat ca tratament al semintei poate influenta eficacitatea produselor de protectia
plantelor aplicate ca tratament la samanta.

Pentru a reduce fenomenele de fitotoxicitate asociate aplicarii formelor solubile de
seleniu, cererea de brevet WO 2009/111986 revendica prepararea unei nanostructuri de
fertilizant seleniat cu eliberare controlata. Procedeul de preparare implica amestecul unei roci
carbono-silicioase, care contine 30...95% nanoparticule, si in care continutul de seleniu este
mai mare de 0,5 g/kg, cu un lichid cu pH 8...10, obtinut din dizolvarea in apa a KOH, K,CO,
$i 20% amoniacin proportie de 10:1:2. Brevetul nu prezinta procedee prin care sa se asigure
aplicarea uniforma a acestui nano-fertilizant pe baza de seleniu revendicat. De asemenea,
brevetul nu furnizeaza informatii referitoare la biodisponibilitatea speciilor de seleniu eliberate
controlat din structura fertilizantului.

Pentru a mari biodisponibilitatea seleniului introdus in sol, brevetul CN 10126011 pre-
zintd o compozitie pe baza de 40...60% acid humic, 5...20% selenit de sodiu si 20...40%
bioxid de siliciu. Brevetul nu descrie procedee de aplicare uniforma a acestei compozitii (in
doze care sunt de ordinul kg/ha). Studiile recente (Chopin s.a., 2009, European Journal
of Soil Science, 60, 369-376) au demonstrat ca acizii humici cresc gradul de adsorbtie a
selenitului pe complecsii din sol, reducand nivelul de regasire a acestuia in solutia solului (de
unde este preluat de sistemul radicular al plantelor). Deci acizii humici pot, in unele tipuri de
sol, sa reduca biodisponibilitatea seleniului.

Pentru a se asigura formarea unei recolte de grau cu un continut ridicat de seleniu,
brevetul CN 101347074 (A) propune un procedeu in care se aplica fertilizanti cu seleniu atat
ca tratament la sol, cét si ca tratament foliar. Initial, inainte de semanatul graului, se aplica
la sol o doza de 10...20 kg/mu (echivalent 150...300 kg/ha) de fertilizant solid, obtinut din
30...50 parti bagasa, 0,5...2 parti selenit de sodiu si 2...5 parti de sulfat de amoniu.



RO 127511 B1

Tratamentul foliar se face cu un amestec de selenit de sodiu, sulfat de amoniu si fosfat
monopotasic, in proportie de 1:1:1. Amestecul descris se aplica in concentratii cuprinse in
intervalul 0,05...2%, de trei ori in timpul vegetatiei graului: la infratire, la inceputul perioadei
de formare si maturare a boabelor, i la mijlocul perioadei de formare si maturare a boabelor.
Aplicarea uniforma a 150...300 kg de fertilizant solid pe 1 ha nu se poate realiza decét prin
utilizarea intensiva a unei forte de munca extrem de constiincioase, neexistand dispozitive
pentru aplicarea mecanizata a unei cantitati atat de reduse. Asa cum s-a aratat si mai sus,
selenitul aplicat foliar are o ratd mica de translocare in boabele de grau; aplicarea concomi-
tenta de sulfat reduce suplimentar metabolizarea selenitului de sodiu aplicat foliar, seleniul
competitionand cu sulful pentru incorporareain (Se) cisteina, (Se) metionina si (Se) cistina.
Cererea de brevet KR 20090055379 (A) se refera la o metoda de cultivare a culturilor con-
tinand seleniu, fara utilizarea fertilizantilor chimici, folosind un fertilizant ecologic si balegar.
Metoda de cultivare constéin aplicarea unui fertilizant pe baza de molasa, ciuperci continand
lactobacilus, drojdie, bacterii de fotosintez3, si actinomicete, la care se adauga faina de orez,
faina de peste, faina de oase, faina de ricin, pulbere de scoici, selenit de sodiu si, dupa o
perioada de 20 de zile de imbatranire, se aplica fertilizantul obtinut prin pulverizarea unei
cantitati de 3000 kg/ha. O compozitie asemanatoare se mentine timp de 5...6 luni pentru a
obtine un ingragsamant lichid bogat in aminoacizi, care se dilueaza cu apa si se utilizeaza
pentru fertilizare, pentru imbogatirea continutului de seleniu. De asemenea, in cererea de
brevet CN 101054564 (A) este descrisé obtinerea unei pulberi liofilizate, a unui fertilizant
lichid si a unui fertilizant solid, constituit dintr-un agent bacterian care fixeaza azotul imbo-
gatit cu seleniu, compus din selenit de sodiu, peptona, drojdie, solutie apoasa de pamanturi
rare, clorurd de sodiu, apa etc. Fertilizantul bacterian lichid este obtinut din trei tulpini, si
ulterior poate fi liofilizat in vid, rezultand pulberea liofilizata. Pentru a obtine fertilizantul solid,
se mai adauga dejectii de pui, ghips, paméanturi rare, fosfat diacid de potasiu, selenit de
sodiu.

Un dezavantaj comun al tuturor brevetelor de mai sus este faptul ca nuinclud praguri
limita pentru incarcarea cu seleniu a diferitelor zone. Seleniul este un element potential toxic,
cu o fereastré fiziologica foarte ingusta. In cazul subiectilor umani, la o doza zilnica ingerata
(RDI) de 20 pg/zi se produc carente (cardiomiopatii grave). Dozele mai mici de 40 pg/zi sunt
asociate unor cresteri semnificative ale incidentei unor boli cronice. La o ingerare (supra-
optimald) de 200 pg/zi se reduce incidenta a numeroase cancere, iar RDI care produce
intoxicatie cronica este consideratd de OMS ca fiind de 400 pg/zi. Practic exista un singur
ordin de marime intre valorile benefice si cele toxice, iar aplicarea oricarui procedeu de
suplimentare a lantului alimentar trebuie asociata cu un sistem corespunzator de suport al
deciziei, care sa includa si un subsistem de managementul riscurilor de supradozare.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este limitarea fenomenului de fitotoxici-
tate si mentinerea unei biodisponibilitati ridicate a seleniului adaugat in functie de necesitatile
solului, determinate cu sprijinul unui sistem informatic de suport al deciziei.

Procedeul de biofortifiere cu seleniu a recoltei de grau, conform inventiei, inlatura
dezavantajele mentionate prin aceea ca se obtine un volum de 9...22 | solutie prin dizolvarea
in apa proaspata de fantana, adusa la temperatura mediului ambiant, a 3 g/l zaharoz;
0,5 g/l K,HPQO,, 0,2 g/l MgSO,x 7H,0; 0,1 g/ NaCl; 7 g/l plasmolizat de drojdie suplimentat
cu 100 £ 5 mg Se/100 g plasmolizat, 0,5 g/l glutamat de sodiu, 0,2 g/l K;MoQ,, la care se
adauga un volum de 900...2,2 ml de suspensie de bacterii inoculante Serratia plymuthica
Ps33 sau Bacillus amiloliquefaciens B100, cu un continut de minimum 108 ufc/ml, iar suspen-
sia rezultata se dilueaza cu apa proaspata de fantana, pana la realizarea unor norme de apli-
care cuprinse in intervalul 90...220 I/ha, si se aplica in brazda concomitent cu semanatul, la
presiuni de lucru de 0,5...3 bar a echipamentului de aplicare prin pulverizare in brazda, sila
o viteza medie de deplasare a agregatului de semanat de 7 km/h.

3

11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

49



11

13

15

17

19

21

23

25

27

29

31

33

35

37

39

41

43

45

47

RO 127511 B1

Sistemul de suport al deciziei de aplicare a procedeului de biofortifiere cu seleniu a
recoltei de grau este constituit dintr-o baza de cunostinte, care contine acele informatii si pro-
ceduri care provin de la expert, printr-un modul de achizitie a cunoasterii, 0 baza de fapte
prin care utilizator sistemului expert furnizeaza datele particulare proprii, un mecanism de
interferenta prin care baza de date si baza de fapte sunt utilizate pentru generarea unei
concluzii, care este compilatd prin modulul explicativ si apoi transferatd interfetei cu
utilizatorul.

in particular, modulul de achizitie a cunostintelor contine:

- datele privind seleniul din sol al zonei considerate (seleniu total din sol si seleniu
mobil);

- datele privind factorii solului care influenteaza asimilarea seleniului de catre planta
de grau (pH);

- date privind continutul de seleniu in recolta de grau;

- limitele pentru domeniul parametrului considerat, conform careia se ia decizia de
interventie pentru suplimentarea lantului alimentar cu seleniu;

- procedurile de prelucrare a datelor pentru adaptare la stocare si luare de decizii de
catre motorul de inferenta.

Procedeul de biofortifiere, conform inventiei, are urmatoarele avantaje:

- limitarea fitotoxicitatii seleniului, prin reducerea dozelor, $i complexarea respectivei
cantitati de seleniu intr-un suport de plasmolizat de drojdie, suport recunoscut si larg utilizat
pentru reducerea toxicitatii seleniului;

- aplicarea ca suspensie apoasa, si folosirea ca agent de diluare a apei de fantana,
material larg accesibil, fapt care asigura uniformitatea dozei de seleniu aplicate;

- mentinerea unei biodisponibilitati ridicate a diferitelor specii de seleniu, prezente in
sol sau formate ca urmare a aplicarii compozitiei de mai sus, datorita inocularii in brazda cu
tulpini de bacterii care au o actiune doveditd de mentinere a unei biodisponibilitati ridicate
a seleniului, prin echilibrul indus intre speciile moleculare de fosfor si sulf din solutia solului,
care, pe de o parte, competitioneaza cu speciile de seleniu pentru sistemele de transport
activin celulele radiculare ale plantelor, iar pe de alta, dezlocuiesc speciile de seleniu adsor-
bite pe complecsii organo-minerali din sol;

- lipsa de interactie dintre compozitia aplicata pe sol, continand seleniu si microorga-
nisme inoculante, si produsele de protectia plantelor aplicate ca tratament al semintei,
intrucét aplicarea compozitiei se face pe brazda;

- favorizarea actiunii microorganismelor inoculante atat asupra solului, cat si asupra
plantei de cultura, datorita aplicarii pe brazda in momentul semanatului.

Sistemul de suport al deciziei de aplicare a procedeului de biofortifiere cu seleniu a
recoltei de grau prezintd urmatoarele avantaje:

- nu necesita interventia expertului pentru luarea deciziei de biofortifiere a lantului
alimentar;

- genereaza solutia de biofortifiere in functie de situatiile particulare semnalate de
catre utilizator;

- din partea utilizatorului necesita doar localizarea pe harta (cunostinte elementare
de geografia zonei de interes);

- este flexibil, expertul putand modifica numarul variabilelor de decizie, cu generarea
de raspunsuri pentru cazurile generate.

In continuare, inventia va fi descrisa in detaliu, cu referire si la figura ce reprezinta
schema de principiu a sistemului expert pentru luarea deciziei de biofortifiere.

4
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Exemplu

Datele necesare pentru suportul deciziei de biofortifiere sunt obtinute prin procedee
de esantionare si analiza in laborator a solului si recoltei din zona considerata, cu localizarea
precisa a recoltarii prin coordonatele esantionarii (coordonate geografice sau proiectie).
Esantioanele georeferentiate prin coordonate sau proiectii sunt sursele primare pentru infor-
matie. Cu aceste informatii se obtin, prin interpolare Kriging, distributiile pe teritoriul consi-
derat al parametrilor considerati ca variabile de decizie (pH, Se total din sol, Se mobil din sol,
Se total din recolta de grau). Cu ajutorul limitelor parametrilor se determina domeniile pentru
care valoarea parametrului respectiv este acceptata corespunzator sau necorespunzator
(valoarea 1 sau 0), rezultdnd pentru fiecare parametru cate o harta (proiectie) cu zone pentru
valoarea 0 sau 1. Luand in considerare n parametri ca variabile de decizie, rezulta 2" situatii
pentru care trebuie generata céte o procedura de interventie. Prin suprapunerea hartilor se
obtine o harta rezultanta, cu o scara de la 0 la 2"- 1 a parametrilor de decizie. Cu ajutorul
valorilor binare obtinute pentru fiecare parametru, se genereaza valoarea parametrului de
decizie (caz). Cu ajutorul tabelului de proceduri de interventie se obtin cele 2" raspunsuri ale
sistemului expert (functia de transfer a mecanismului de inferenta). Pentru fiecare pixel al
hartii rezultante va exista un raspuns al sistemului expert. Harta rezultata este stocatd in
baza de cunostinte.

Prin interfata cu utilizatorul se introduce de catre utilizator locul de pe harta pentru
care se solicita raspunsul sistemului expert. Acest loc se traduce in mecanismul de inferenta
prin localizarea pe harta rezultanta din hartile parametrilor considerate ca variabile de decizie
(valoridela0la2"- 1). Mecanismul de inferenta va genera raspunsul sistemului, prin functia
de transfer. Raspunsul este trimis catre interfata cu utilizatorul prin modulul explicativ, ca un
mesaj scris.

In cazul in care este necesara biofortifierea cu seleniu, se aplicd urmatorul procedeu.
Serealizeaza un volum de 9...22 | de solutie de aplicare prin dizolvarea in apa proaspata de
fantana, incalzita la temperatura mediului ambiant, a cantitatilor de substante corespun-
zatoare urmatoarelor concentratii: 3,0 g/l zaharoz§; 0,5 g/l K,HPQO,; 0,2 g/l MgSO, x 7H,0;
0,1 g/l NaCl; 7 g/l plasmolizat de drojdie suplimentat cu 100 + 5 mg Se/100 plasmolizat
0,5 g/l glutamat de sodiu; 0,2 g/l K;MoQO,.

Plasmolizatul seleniat de drojdie se realizeaz& dupa cum urmeaza: 500 parti drojdie
pentru panificatie (26% substantd uscata) se emulsioneaza cu 2400...2500 parti apa, se
mentine 30 min la 70...75°C, se sterilizeaza 20 min la 105°C, se raceste la 30...35°C, se tra-
teaza cu 0,08...0,1 parti metabisulfit de sodiu (Na,S,0;), iar dupa 30 min se adauga 16...18
parti selenat de sodiu (Na,SeQO,). Se omogenizeaza la presiune medie (150...200 bari) si se
deshidrateaza prin atomizare la temperaturd joasa (130...140°C intrare agent uscare,
70...75°C iesire agent uscare).

Peste solutia preparaté ca mai sus se aduce un volum de 900...2200 ml de suspensie
de bacterii inoculante Serratia plymuthica Ps33 sau Bacillus amiloliquefaciens B100, cu un
continut de minimum 10° ufc/ml.

Suspensia de microorganisme de mai sus se dilueaza in solutie de aplicare cu apa
proaspata de fantana, pana la realizarea unor norme de aplicare cuprinse in intervalul
90...220I/ha. Se aplica suspensia rezultata in brazda concomitent cu semanatul, prin utiliza-
rea de echipamente agricole specifice de aplicare solutii in brazda, la presiuni de lucru
cuprinse in intervalul 0,5...3 bar a echipamentului de aplicare prin pulverizare in brazda, si
la o viteza medie de deplasare a agregatului de semanat de 7 km/h.
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Revendicare

Procedeu de biofortifiere cu seleniu a recoltei de grau, caracterizat prin aceea ca
se obtine un volum de 9...22 | solutie prin dizolvarea in apa proaspata de fantana, adusa la
temperatura mediului ambiant, a 3 g/l zaharoza, 0,5 g/l K,HPO,, 0,2 g/l MgSO, x 7H,0;
0,1 g/l NaCl, 7 g/l plasmolizat de drojdie suplimentat cu 100 + 5 mg Se/100 g plasmolizat,
0,5 g/l glutamat de sodiu, 0,2 g/l K,;MoQ,, la care se adauga un volum de 0,9...2,2 ml de sus-
pensie de bacterii inoculante Serratia plymuthica Ps33 sau Bacillus amiloliquefaciens B100,
cu un continut de minimum 10° ufc/ml, iar suspensia rezultata se dilueaza cu apa proaspata
de fantana, pana la realizarea unor norme de aplicare cuprinse in intervalul 90...220 I/ha, si
se aplica in brazda concomitent cu semanatul, la presiuni de lucru cuprinse in intervalul
0,5...3 bar a echipamentului de aplicare prin pulverizare in brazda, si la o viteza medie de
deplasare a agregatului de semanat de 7 km/h.
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