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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o compozitie pentru tratamentul
culturilor agricole, care stimuleaza cresterea plantelor,
amelioreaza rezistenta plantelor la stres, in special la
stresul hidric, i, In cazul addugérii de seleniu, chelatat
in aminoacizi, imbun&tateste raspunsul plantelor la
stresurile abiotice gi/sau biofortifiazd recolta, si la un
procedeu de obtinere a acestei compozitii din biomasa
de microalge, cu addugarea unui compus cu seleniu.
Compozitia conform inventiei este alcdtuitd din
79,3...83,4 parti hidrolizat de proteine algale, continand
5,9...6,3 parni prolind, sau, respectiv, 55,8...58,7 pari
hidrolizat proteic din alge, continand 4,2..4,4 parti
prolind si 23,5...24,7 parti hidrolizat de proteine algale
in care este chelatat seleniu, continand 1,2...1,25 parti
seleniu, n cazul suplimentdrii cu seleniu chelatat,

2...2,1 parni betaine totale, 0,1...0,11 parti citochinine,
echivalent activitate kineting, 8,2...8,7 parti carbohidrati,
apd pand la 100 de parti. Procedeul conform inveniiei
constd Tn liza biomasei microalgale printr-un tratament
combinat, cu amestec de hidrolaze microbiene i ultra-
sonare, concentrarea osmoprotectantilor si fitohor-
monilor din extract prin ultrafiltrare tangentiald, hidroliza
proteinelor din retentat cu proteaze, chelatarea
seleniului Tntr-o parte din hidrolizatul proteic in cazul
supliment&rii cu seleniu, amestecarea concentratului de
la osmoprotectanti si fitohormoni cu hidrolizatul proteic,
eventual gi cu cel suplimentat cu seleniu, Si uscarea
prin pulverizare a amestecului.
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COMPOZITIE PENTRU TRATAMENT LIL CULTURILOR AGRICOLE Si
PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se refera la o compozitie pentru tratamentul culturilor
agricole, care stimuleaza cresterea plantelor, amelioreaza rezistenta plantelor la
stres, Tn special la stresul hidric, $i, in cazul adaugarii de seleniu, chelatat in
aminoacizi, imbunatateste raspunsul plantelor la stresurile abiotice si/sau
biofortifiaza recolta, ca si la un procedeu de obtinere a acestei compozitii din
biomasa de micro-alge, cu adaugarea unui compus cu seleniu atunci cand este
cazul.

Sunt cunoscute compoziti care stimuleaza cresterea plantelor si/sau
imbunatatesc absorbtia unor elemente nutritive pentru plante si/sau amelioreaza
rezistenta plantelor la stres, obtinute din biomasa de alge. Multe dintre compozitiile
disponibile comercial de mai bine de 60 ani utilizeaza extracte de macro-aige
marine, in care biotestele au relevat concentratii semnificative de fitohormoni, si in
special citochinine (a se vedea de ex. trecerea in revista realizata de Craig, 2011,
J. Appl. Phycol., 23:371-393). Cererea de brevet WO2009129596 (A1) descrie un
procedeu de obtinere a unui extract alcalin de Ascophyllum nodosum, o alga
bruna din familia Fucaceae, comuna in Atlanticul de Nord. Extractele in solventi
organici, respectiv metanol, cloroform si acetat de etil, s-au dovedit a fi eficiente in
reducerea stresului salin in plantele cultivate, datorita modificarilor tiparului de
expresie a genelor implicate in rezistenta la stresul salin sub actiunea compusilor
prezenti in extractul obtinut din A. nodosum. Cererea de brevet W0O2005094581
(A1), se refera la folosirea ulvanilor, extrasi din macroalge verzi, apartinand
genurilor Ulva sau Enteromorpha, sau la oligozaharide derivate din ulvani, ca
activatori ai mecanismelor de absorbtie a azotului si de sinteza a proteinelor.
Inventia include si un fertilizant care contine ulvani si un procedeu de tratare a
plantelor.

Biomasa de micro-alge a fost si ea folosita ca sursa de compusi biologic
active pentru plante. Brevetul JP5021883 (B) dezvaluie un inhibitor de coacere
care inhiba evolutia etilenei in organismul plantei, intarziind coacerea si
senescenta, obtinut prin extractia cu un solvent apos, la 50...150°C, pentru 0,5
..120 min, a biomasei de microalge de preferat din genurile Scenedesmus,
Dunaliela sau Spirulina. Extractul in apa fierbinte este separat de resturile celulare

prin centrifugare $i contine o gama de compusi, zaharide, proteine, polizaharide,
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acizi nucleici, care au o masa moleculara cuprinsa intre 1 KDa si 1000 KDa.
Brevetul US2012094831 revendica un procedeu prin care sunt folosite celule de
Chlorella, si/sau fragmente din biomasa de Chlorella obtinute prin orice mijloace,
pentru a modifica sau imbunatati calitatea, starea de sanatate, fertilitatea, aspectul
estetic sau culoarea plantelor. Procedeul este exemplificat prin pulverizarea
gazonului cu celule de Chlorella, si desi sunt revendicate si compozitii continand
cantitati efective de pigmenti, coloranti, componenti ai colorantilor, fragmente sau
particule de biomasa de Chlorella, sau orice parte de materie din Chlorella
obtinuta prin mijloace cunoscute, nu este prezentata o compozitie in care sa fie
precizate respectivele cantitati considerate efective, din compusi bio-activi
precizati, care sa asigure efecte reproductibile ale tratamentelor asupra culturilor
agricole si/fsau ornamentale.

Biomasa de micro-alge contine cantitati semnificative de fitohormoni,
inclusiv citochinine (Ordog et al., 2004, J. Phycol. 40:88-95), ca si de
osmoprotectanti, ca de ex. glicinbetaina (Spielmayer et al., 2011, Mar. Chem.,
124:48-56). Aplicarea de tratamente cu glicinbetaina creste rezistenta plantelor la
stresul abiotic, in special la stresul hidric (Chen si Murata, 2008, Trends Plant Sci.
13:499-505). In biomasa de alge se acumuleaza si proteine, care contin prolina,
un aminoacid care are si el actiune osmoprotectanta, manifestata si in cazul
aplicarii ca tratament al culturilor agricole (Ashrat si Foola, 2007, Environ. Exp.
Bot, 59:206-216), astfel incat hidrolizatele proteinelor din microalge, inclusiv
datorita prezentei prolinei, au o actiune complementara celorlalti osmoprotectanti
existenti in extractele de biomasa de alge. Hidrolizatele proteice reprezinta ele
insele un biostiostimulant pentru culturile agricole (a se vedea de ex. trecerea in
revistd Maini 2006, Fertilitas agrorum, 1:29-43), nu numai datorita prolinei, ci si
altor aminoacizi, precursori pentru auxine si poliamine (poliaminele fiind si ele
implicate in rezistenta plantelor la stresurile abiotice — a se vedea de ex. trecerea
in revista Alcazar, 2010, Planta, 231:127-1249). Studiile din ultimii 15 ani au
dovedit ca seleniul, desi nu este larg recunoscut ca un micro-element esential
pentru plante, stimuleaza cresterea plantelor (Hartikainen si Xue, 1999, J. Environ.
Qual. 28:1372-1375) si are un rol semnificativ in protectia plantelor fata de stresul
oxidativ (Xue et al., 2001, Plant Soil 237:55-61) si in reducerea stresului hidric
(Wang, 2011, J. Plant Nutr. Soil Sci., 174: 276-282; Wang et al., 2011, J. Plant
Growth Regul., 30:436-444), deci adaugarea unor mici cantitati de seleniu ar

potenta actiunea de stimulare a cresterii plantelor si de ameliorare a rezistentei
2
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plantelor la stres, in special la stresul hidric combinat cu cel oxidativ (care apare
inclusiv in cazul secetei asociate temperaturilor ridicate). Pentru manifestarea
optimd a interactiilor pozitive dintre compusii bioactivi prezenti in extractele de
micro-alge, fitohormoni si osmoprotectanti, si hidrolizatele proteice din alge
continand prolind, si eventual si seleniu ca microelement anti-oxidant, este
necesara definirea unor compozitii in care diferitele ingrediente active sa se
regaseasca in rapoarte si limite precizate, care la aplicare sa asigure realizarea
dozelor care determina efecte reproductibile in culturile agricole tratate.

Problema tehnica pe o rezolva inventia consta in obtinerea unei compozitii
bine caracterizate din biomasa de micro-alge, cu efecte reproductibile atunci cand
sunt utilizate pentru tratamentul culturilor agricole, pentru a stimula cresterea
plantelor, a ameliora rezistenta plantelor la stres, in special la stresul hidric, si, in
cazul suplimentarii cu seleniu, si pentru a biofortifia recolta prin tratamente in
timpul vegetatiei.

Este un alt obiect al solutiei tehnice de a dezvalui un procedeu prin care sa
se obtina respectivele compozitii din biomasa de micro-alge, asigurand regasirea
ingredientelor bioactive in concentratii bine precizate. Este un obiect derivat al
solutiei tehnice de obtinere de a descrie un procedeu prin care sa se asigure,
atunci cand se suplimenteazd compozitia cu seleniu, formarea unor chelati ai
seleniului in care acesta sa fie prezent exclusiv in forma chelatata.

Compozitia conform inventiei este alcatuita din 79,3...83,4 parti hidrolizat
de proteine algale, continand 5,9... 6,3 parti prolina, sau respectiv 55,8...58,7 parti
hidrolizat proteic din alge continand 4,2 ... 4,4 parti prolina, si 23,5 ... 24,7 parti
hidrolizat de proteine algale in care este chelatat seleniu, continand 1,2 ...1,25
parti seleniu, in cazul suplimentarii cu seleniu chelatat, 2,0...2,1 parti betaine
totale, 0,1...0,11 parti citochinine, echivalent activitate kinetina, 8,2 .. 8,7 parii
carbohidrati, apa pana la 100 parti.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

- Separarea biomasei de mediul de cultura prin filtrare si lizarea celulelor
printr-un tratament combinat, cu amestec de hidrolaze microbiene si ultrasonare,
si eliminarea debriurilor celulare prin centrifugare;

- Absorbtia pigmentilor clorofilieni din supernatant cu carbune activat si
separarea prin centrifugare a adaosului de carbune activ;

- Concentrarea osmoprotectantilor si a fitohormonilor din extract prin

ultrafiltrare pe o membrana cu limitd de excludere de 1 KDa, pana la atingerea
3
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unei concentratii de circa 1% betaine totale in permeat, controlata prin dozarea
prin cromatografie de inalta presiune a glicinbetainei, si verificarea ulterioara a
activitatii citochininelor cu ajutorul unui biotest;
- Hidroliza enzimatica a proteinelor retinute in retentat, cu un amestec de
proteaze microbiene, endo-proteaze si amidopeptidaze, pana la atingerea unui
randament maxim in aminoacizi liberi si di/tri-peptide si separarea prin ultrafiltrare
a aminoacizilor liberi si a oligopeptidelor;
- Concentrarea prin evaporare la presiune redusa a hidrolizatului proteic din
permeat, pana la 10% substantd uscata, adaugarea acestui concentrat de
hidrolizat peste concentratul de osmoprotectanti si fitohormoni, si uscarea prin
pulverizare a amestecului;
- in cazul suplimentarii compozitiei cu seleniu chelatat in aminoacizi,
prelevarea a 30% din concentratul de hidrolizat proteic, complexarea aminoacizilor
din hidrolizat cu seleniu eliberat treptat dintr-un compus insolubil, intr-o reactie
accelerata prin ultrasonicare, centrifugarea excesului de compus insolubil al
seleniului si adaugarea solutiei de seleniu chelatat in hidrolizat proteic, impreuna
cu restul de 70% din concentratul de hidrolizat proteic, peste concentratul de
osmoprotectanti si fitohormoni, si uscarea prin pulverizare a amestecului
Aspectele preferate pentru realizarea procedeului de mai sus sunt:
- Obtinerea unei biomase umede care contine 10% substanta uscata prin
filtrare din mediul de cultura si liza biomasei umede cu amestec de enzime litice
din Trichoderma harzianum, care include B-glucanaza, celulaze si proteaze,
aplicate in doza de 0,1 g de enzima, cu activitatea de 200 unitati 3-glucan Botrytis
per g, pentru 1 kg de biomasa umeda si ultrasonarea amestecului cu 400 W timp
de 45 min la 45°C, urmata de eliminarea debriurilor prin centrifugare fa 7000 x g;
- Adaugarea peste supernatant de carbune activ, in proportie de 4%, pentru
absorbtia pigmentilor clorofilieni si separarea prin centrifugare la 5000 x g a
adaosului de carbune activat;
- Hidroliza materialului proteic din retentat, cu un amestec de proteaze
microbiene, 0,1 g endo-proteaze avand activitatea specifica de 2,4 unitati Anson
(AU) per gram si 0,1 g amidopeptidaze, cu o activitate de 500 LAPU/g adaugate la
1000 ml de retentat, la pH neutru si temperatura de 55 ... 60°C, timp de 16...20
ore, urmata de ultrafiltrarea hidrolizatului cu indepartarea moleculelor cu o masa

moleculara mai mare de 1 kDa;
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- Concentrarea prin evaporare la presiune redusa a hidrolizatului enzimatic
pana la 10% substanta uscata, adaugarea acestui concentrat de hidrolizat peste
concentratul de osmoprotectanti si fitohormoni, in raport de 8 parti concentrat de
hidrolizat proteic la 2 parti concentrat de osmoprotectanti si fitohormoni, si uscarea
prin pulverizare a amestecului, la o temperatura de intrare de 140... 145°C si o
temperatura de iesire de 80 ... 85°C.

In cazul suplimentarii cu seleniu a compozitiei procedeul include
urmatoarele completari, cu urmatoarele aspecte preferate de realizare:
- Din concentratul de hidrolizat proteic se preleveaza 30%, care se aduce
peste selenit de magneziu hexahidrat, in raport de 100 ml hidrolizat la 1,37 g de
selenit de magneziu hexahidrat, se ultrasoneaza amestecul cu 400 W timp de 30
min la 55°C, se centrifugheaza excesul de compus insolubil al seleniului,
supernatantul de seleniu chelatat in hidrolizat proteic se adauga impreuna cu
restul de 70% din concentratul de hidrolizat, peste concentratul de
osmoprotectanti si fitohormoni, in raport de 24 parti solutie seleniu hidratat la 56
parti concentrat de aminoacizi si 20 parti concentrat de osmoprotectanti si
fitohormoni, amestecul rezultat fiind uscat prin pulverizare a amestecului la o
temperatura de intrare de 140... 145°C si o temperatura de iesire de 80 ... 85°C.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:
- Asigura reproductibilitatea efectelor asupra plantelor de cultura datorita unei
compozitii definite, cu rapoarte precizate intre ingredientele active, fitohormoni, si
in special citochine, osmoprotectantanti, betaine si prolina din hidrolizatul de
proteine algale, aminoacizi precurori de auxine si poliamine din hidrolizatul de
proteine algale, eventual seleniu chelatat in aminoacizi, adaugat in cazul
suplimentarii cu seleniu;
- Stimuleaza cresterea plantelor, datorita continutului de fitohormoni si a
aminoacizilor precursori de fitohormoni;
- Amelioreaza rezistenta plantelor la stres, in special la stresul hidric, datorita
compusilor osmoprotectanti, betaine si prolina din hidrolizatul de proteine algale, si
a aminoacizilor precursori de poliamine, din hidrolizatul de proteine algale;
- Valorificad potentialul de compusi osmoprotectanti din alge prin hidroliza
enzimatica a proteinelor algale, din care se elibereaza prolina, compus cu actiune
osmoprotectantda complementara glicin-betainei;
- In cazul suplimentarii cu seleniu amelioreaza raspunsul plantelor la stresul

hidric combinat cu cel oxidativ si biofortifica recolta;
5
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- Suplimentarea cu seleniu se realizeaza cu seleniu chelatat in aminoacizi,
care prezinta o biodisponibilitate crescuta si o toxicitate mai redusa;

- Procedeul de chelatare, care utilizeaza seleniu eliberat treptat dintr-un
compus insolubil, asigura regasirea ulterioara a seleniului exclusiv sub forma
chelatatd;

- In unele situatii oligozaharidele formate in cursul procesului de liza celulara
sub actiunea enzimelor litice din T. harzianum, concentrate impreunda cu
fitohormonii si osmoprotectantii in prima etapa de ultrafiltrare, activeaza sistemele
de aparare din plante.

In continuare inventia va fi descrisa prin prezentarea unor exemple de
realizare.

Exemplu 1. Biomasa de micro-alge este separata de mediul de cultura prin
filtrare. In sedimentul rezultat substanta uscata este determinata dupa uscare la
105°C pentru 4 ore si cantarire la o balanta electronica. Biomasa umeda se aduce
la 10% (masa/volum) substanta uscata prin adaugare de apa. Un volum de
biomasa de alge de 1 litru, corespunzand la 100 g de substanta uscata algala este
adaugat intr-un balon de 2500 ml cu fund plat, echipat cu condensatori de refiux,
palnie de adaugare si termorezistenta pentru monitorizarea temperaturii. pH-ul
este corectat la 4,5 cu solutie 6 M HCI . Se adauga Glucanex 200 G (Novozyme
A/S, Bagvaerd, Danemarca), un amestec de enzime litice din Trichoderma
harzianum, care include R-glucanaza, celulaze si proteaze, in doza de 100 mg
enzima, cu activitatea de 200 unitati B-glucan Botrytis per g. O unitate [3-glucan
Botrytis este definita ca fiind acea cantitate de enzima care, in conditii standard, la
30,0°C, pH 4,4, timp de 10 min, elibereaza 1 mmol de grupari reducatoare
carbohidrati (calculate ca glucoza) per min. Suspensia este amestecata energic cu
un agitator magnetic, si incalzitd pana la 45°C. Se scoate palnia de adaugare si se
introduce o sonda ultrasonica. Suspensia de alge cu enzima este sonicata timp de
45 min cu 400 W timp la 45°C. Dupa finalizarea ciclului de sonicare, se trece
cantitativ biomasa in tuburi de centrifuga si se separa lizatul de debriurile celulare
prin centrifugare la 7000 x g. Supernatul se reia, se masoara, se trece intr-un
flacon erlenmeyer de 2000 ml si se adauga carbune activat (Darco® G-60, Norit
Americas, Marshall, TX, SUA), in proportie de 4%, masa / volum, pentru absorbtia
pigmentilor clorofilieni. Se agita timp de 30 min cu agitator magnetic la
temperatura camerei si apoi se trece Tn cupe de centrifuga si se separa prin

centrifugare la 5000 x g carbunele activat.
6
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Supernatantul se reia si este ultrafiltrat tangential pe un sistem de
ultrafiltrare tangentiala Prostak (Merck Millipore, Billerica, MA, SUA) prevazut cu o
membrana Ultracel PLAC (Merck Millipore) din celuloza regenerata, cu limitd de
excludere de 1 KDa. Concentrarea osmoprotectantilor si a fitohormonilor in
permeat este continuata pana la atingerea unei concentratii de 1% (masa / volum)
betaine totale in permeat, controlatd prin dozarea prin cromatografie de Tnalta
presiune a betainelor. Din permeat se preleveaza probe in care se analizeaza
periodic pentru continutul de betaine folosind metoda descrisd de MacKinnon et
al., 2010, J. Appl. Phycol., 22:489-494, pe un sistem Agilent 6224 Accurate Mass
TOF LC/MS-MS (Agilent, Santa Clara, CA, SUA). Ultrafiltrarea se opreste la
atingerea nivelului de concentratie de 1% betaine totale in permeat. In permeat se
verifica continutul Tn citochinine, prin folosirea biotestului pe cotiledoane de
Amaranthus caudatus propus de Kubota et al., 1999, J. Plant Physiol., 155:133-
155, folosind kinetina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SUA) ca standard, si se
obtine o valoare de 50 mg%(masa / volum) echivalent kinetina in concentrat.

Retentatul de la ultrafiltrare se trece intr-un balon de 2500 ml cu fund plat,
echipat cu condensatori de reflux, palnie de adaugare si termorezistenta pentru
monitorizarea temperaturii. pH-ul este corectat la 7 cu solutie 6 M NaOH. La 1000
ml retentat se adauga 0,1 g Alcalase AF 2.4 L (Novozyme), endopeptidaza
bacteriana din Bacillus licheniformis, cu subtilizind/serin endo-peptidazad ca
principal component enzimatic, avand activitatea specifica de 2,4 unitati Anson
(AU) per gram si 0,1 g de Flavourzyme 500 MG (Novozyme), un complex de
amidopeptidaze / exopeptidaze si endo-proteaze, obtinut din Aspergillus oryzae,
cu o activitate de 500 LAPU/g. O unitate Anson este definita ca fiind acea cantitate
de enzima care, in conditii standard, digera hemoglobina cu o viteza initiala care
produce intr-un minut o cantitate de compusi solubili in acid tricloracetic care dau
aceeasi culoare cu reactivul Folin-Ciocéalteu ca si 1 miliechivalent de tirozina. O
unitate LAPU, unitate leucind aminopeptidazica, este cantitatea de enzima care
hidrolizeaza 1 pmol de leucin-p-nitroanilid/min. Orice tip de combinatie de
endoproteaze si amidopeptidaze/exo-proteaze poate fi folosita, cu conditia de a
asigura o activitate enzimaticad similara in amestec. Amestecul suspensie de
proteine algale — enzime este mentinut timp de 16 ore, la 60°C, este racit la 40°C
si apoi este ultrafiltrat printr-o membrana de 1 kDa, Prostak (Merck Millipore)

prevazut cu o membrana Ultracel PLAC (Merck Millipore) din celuloza regenerata.
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La 1 ml de permeat/ultrafiltrat sunt adaugati 3 ml de solutie 5% acid
tricloracetic acid (TCA). Nu rezultd un precipitat, iar aceasta demonstreaza ca in
permeat sunt numai aminoacizi liberi si di/ tri-peptide. Permeatul este concentrat
prin evaporare sub vid pana la 10% substanta uscata (determinata refractometric).
Acest concentrat de hidrolizat se adauga peste concentratul de osmoprotectanti si
fitohormoni, in raport de 8 parti concentrat de hidrolizat proteic la 2 pari
concentrat de osmoprotectanti si fitohormoni, si se usuca prin pulverizare
amestecul, la o temperatura de intrare de 140... 145°C si o temperatura de iesire
de 80 ... 85°C.

in produsul uscat final se determina aminoacizii totali cu ninhidrina (Lee si
Takahashi, 1966, Anal Biochem. 14.71-77), prolina (Abraham et al., 2010, in R.
Sunkar ed., Plant Stress Tolerance, Methods in Molecular Biology 639:317-331,
Spinger, Berlin) si carbohidratii totali cu antrona (Hedge si Hofreiter, 1962 in:
Whistler R.L. si Be Miller J. N. eds, Carbohydrate Chemistry 17, Academic Press
New York), ca si betainele totale si activitatea citochininelor folosind metodele deja
prezentate. Rezultatul aplicarii inventiei conform acestui exemplu este o
compozitie alcatuita din 79,3...83,4 parti hidrolizat de proteine algale, continand
5,9... 6,3 parti prolina, 2,0...2,1 parti betaine totale, 0,1...0,11 parti citochinine,
echivalent activitate kinetina, 8,2 .. 8,7 parti carbohidrati, apa pana la 100 parti.

Exemplu 2. Se procedeaza la fel ca in exemplul 1 pana la obtinerea
concentratului de hidrolizat proteic. Din acest concentrat de hidrolizat proteic se
preleveaza 30%, care se aduce peste selenit de magneziu hexahidrat, in raport de
100 ml hidrolizat 1a 1,37 g de selenit de magneziu hexahidrat. Cristalele cubice de
MgSe0O3.6 H,0O, insolubile in apa, se prepara prin adaugare lenta si treptata, sub
agitare, a 44 ml acid selenios, H,SeO3;, puritate 98%, densitate 3,004 g/ml, si a
204 ml solutie 10% MgCl,.6H,O peste 95 ml solutie 10% Na,COs;. Precipitatul
format se filtreaza, se spala pe filtru cu apa bidistilata pana cand conductivitatea
apei este de sub 2 mS/cm si se usuca la etuva sub vid la 45°C timp de 72 ore. Din
compusul insolubil astfel obtinut se cantaresc cu precizie 4,11 g care se transfera
cantitativ intr-un balon cu trei gaturi de 1000 ml. Peste cele 4,11 g se adauga 300
ml suspensie, care este amestecata energic cu un agitator magnetic si incalzita
pana la 45°C. Se scoate palnia si se introduce o sonda ultrasonica. Hidrolizatul si
selenitul de magneziu hexahidrat sunt sonicate pentru 60 min la 400 W. Datorita
folosirii unui compus insolubil riscul ca Se*™ sa fie redus la seleniu elementar Se°,

insolubil si fara biodisponibilitate, este foarte redus. Lipsa aparitiei culorii rosii
o
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specifice  seleniului Se® in timpul reactiei de complexare reprezintd dovada
neformarii seleniu elementar. Dupa finalizarea reactiei se separa prin centrifugare
la 5000 x g excesul de compus insolubil al seleniului. Supernatantul de seleniu
chelatat in hidrolizat proteic se adaugad impreund cu restul de 70% din
concentratul de hidrolizat, peste concentratul de osmoprotectanti si fitohormoni, in
raport de 24 parti solutie seleniu hidratat la 56 parti concentrat de aminoacizi si 20
parti concentrat de osmoprotectanti si fitohormoni, amestecul rezultat fiind uscat
prin pulverizare a amestecului la o temperatura de intrare de 140... 145°C si o
temperatura de iesire de 80 ... 85°C.

In produsul uscat final se determina aminoacizii totali, prolina, carbohidratii
betainele si activitatea citochininelor folosind metodele deja prezentate. In plus se
determina si seleniul, prin spectrofotometrie de absorbtie atomica cu generare de
hidruri (Tinggi et al., J. Food Comp. Anal. 5, 269-280). Compozitia care rezulta
este alcatuita din 55,8...58,7 parti hidrolizat proteine din alge continand 4,2 ... 4,4
parti prolind, si 23,5 ... 24,7 parti hidrolizat de proteine algale in care este chelatat
seleniu, continand 1,2 ...1,25 parti seleniu, 2,0...2,1 parti betaine totale, 0,1...0,11
parti citochinine, echivalent activitate kinetina, 8,2 .. 8,7 parti carbohidrati, apa
pana la 100 parti.

Exemplu 3. Compozitiile realizate conform ex. 1 si ex.2 au fost testate in
conditi de sera, pe plante de tomate. Plantele de tomate (Lycopersicum
esculentum cv. Cristal F1), radsaduri de 60 zile, au fost transplantate in vase de
vegetatie de 25 cm si 50 cm inaltime, in care s-au introdus cate 5 litri de substrat
de crestere imbogatit cu nutrienti pentru primele saptamani de crestere (Canna
Terra Professional Plus, Canna International BV, Oosterhout, Olanda). Vasele de
vegetatie au fost mentinute in conditii de sera, la 22+2°C in timpul zilei si 17+2°C
in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 ore, suplimentatd cu lumina cu
intensitatea de 160 mcE/m?%s, provenita din lampi cu halogen, atunci cand
intensitatea luminoasa scadea sub 500 mcE/m?%/s. Experimentul a durat 56 zile.
Substratul continea rezerve de nutrienti initiale, astfel incat plantele au fost
fertilizate numai o singura data, dupa 28 zile de la transplantare, prin aplicarea a
100 ml de solutie nutritiva 1 g/l de ingragsamant 20—-8-20 (N-P,0s—K,O, Eurofertil,
TimacAgro Romania). Experimentul a fost organizat in bloc randomizat cu cate 4
repetitii pentru fiecare varianta, fiecare repetitie incluzand cate 5 plante. Variantele
testate experimental au inclus si martori stropiti cu apa, stresat hidric si nestresat,

si un produs de referinta, Maxicrop Original (MaxiCrop, Corby, Marea Britanie),
9
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care contine 8% substantd uscatd extrasa din Ascophyllum nodosum. Aceste
variante experimentale au fost:

V4 — martor nestresat hidric, tratat cu apa; 2 tratamente x 2 ml per planta
echivalent 100 I/ha;

V, — martor stresat hidric, tratat cu‘apé, 2 tratamente x 2 ml per planta
echivalent 100 |/ha;

V3 — nestresat hidric, tratat cu Maxicrop Original, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,48% per planta, echivalent 6 litri cu 8% s.u. in 100 I/ha

V, — stresat hidric, tratat cu Maxicrop Original, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,48% per planta, echivalent 6 litri cu 8% s.u. in 100 I/ha;

Vs — nestresat hidric, tratat cu produs cf. ex.1, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 I/ha

Vs — stresat hidric, tratat cu produs cf. ex.1, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 I/ha;

V; — nestresat hidric, tratat cu tratat cu produs cf. ex.2, 2 tratamente x 2 ml
solutie 0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 I/ha

Vg — stresat hidric, tratat cu produs cf. ex.2, 2 tratamente x 2 ml solutie
0,5% per planta, echivalent 0,5 kg in 100 I/ha.

Tratamentele s-au aplicat in a 2-a si a 29-a zi dupa transplantare, prin
stropirea fiecarei plante cu ajutorul un atomizor de sticla cu dop metalic si para de
cauciuc (model 15-RD, DeVilbiss Healthcare, Somerset, PA, SUA). Martorul
nestresat hidric a fost udat o data la cinci zile la 100% capacitate de camp, iar
variantele stresate hidric au fost udate la doua saptamani la 100% capacitate de
camp. La sfarsitul celor 8 saptamani de la transplantare s-a desfiintat experienta,
determinandu-se parametri morfologici ai plantelor, respectiv inaltimea plantelor,
lungimea radacinii, numarul de frunze si suprafata frunzelor, ca si masa de fructe
coapte per planta. In recolta de rosii s-a determinat seleniul, prin spectrofotometrie
de absorbtie atomica cu generare de hidruri (Tinggi et al., J. Food Comp. Anal. 5,
269-280). Datele s-au prelucrat prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft,
Tulsa, OK, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1 de mai jos. Compozitiile realizate
conform inventiei stimuleazd cresterea plantelor si amelioreaza rezistenta

plantelor de tomate la stresul hidric.

10
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Tab. 1. Influenta tratamentelor cu compozitii realizate conform inventiei

asupra plantelor de tomate, stresate si nestresate hidric*.

Varianta experimentala

Tnaltime
plante (cm)

Lungime
radacini (cm)

Numar
frunze

Suprafata
frunze (mmz)

Productie
medie** (g
fructe coapte
/ planta)

Continut mediu
seleniu fructe
(mcg/kg s.p.)

V1 martor nestresat
hidric, tratat cu apa

568.16+1.74b

56.42+0.84b

32.00+5.2b

679.4716.12b

325142 ,4b

0,2910,06¢

V2 martor stresat hidric,
tratat cu apa

44.02+3.64c

38.76+3.12¢

25.50£2.2c

537.560+2.92¢

192432,6¢

0,440,06b

V3 nestresat hidric,
Maxicrop Original, 2x
0,48% echiv. 6 litri 8%
s.u. in 100 I/ha

64.30+3.42a

55.60+2.39b

34.00+2.1b

687.58+12.92ab

383+28,2a

0,37+0,07b

V4 stresat hidric,
Maxicrop Original, 2x
0,48% echiv. 6 litri cu
8% s.u. in 100 I/ha

56.5012,89b

54.20+1.93b

33.20+3.8b

673.1615.84ab

312+38,6b

0,3810,04b

Vs nestresat hidric,
tratat cu produs cf.
ex.1, 2x 0,5% echiv.
0,5 kg in 100 V/ha

66.25+1.49a

59.25¢1.22a

47.5014 .4a

719.2114.59a

374+22 4a

0,3210,05bc

Ve stresat hidric, tratat
cu produs cf. ex.1, 2 x
0,5% echiv. 0,5 kg in
100 I/ha;

54.50+4.64b

55.20£1.82b

34.01+2.6b

672.16x8.24b

309+35,6b

0,3640,06b

V7 nestresat hidric,
tratat cu tratat cu
produs cf. ex.2, 2 x
0,5% per planta,
echivalent 0,5 kg in 100
I/ha

67.52+3.49a

58.8511.34a

47.50+4.6a

719.2114.59a

394+30,9a

0,5510,04a

Vg stresat hidric, tratat
cu produs cf. ex.2, 2 x
0,5% echivalent 0,5 kg
in 100 \/ha

54.50+4.64b

54.601+2.12b

35.20+2.4b

681.16+17.42b

318125,6b

0,5910,06b

*Valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P>0,05; **Productia pe 30 zile ciclu de inflorire

- fructificare

Compozitia conform ex.1 are o activitate la nivelul produsului comercial

utilizat ca referinta, iar adaosul de seleniu imbunatateste raspunsul la stresul

hidric, probabil datorita unei mai bune protectii anti-oxidante. Nivelul de seleniu din

productia utila a plantele tratate prin aplicarea unei solutii de 0,5% compozitie cu

seleniu, echivalent cu o doza de 0,5 kg de compozitie cu adaos de seleniu,

respectiv la 6,0 ... 6,75 g Se/ha, aplicata intr-o norma de stropire de 100 I/ha,

creste semnificativ, dar nu influenteaza in mod semnificativ contributia adusa de

consumul de rosii in necesarul zilnic de seleniu, care este de 50 mcg/zi pentru

femei si de 70 mcg/zi pentru barbati.
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REVENDICARI

1. Compozitie conform inventiei caracterizata prin aceea ca este alcatuita din
79,3...83,4 parti hidrolizat de proteine algale, contindnd 5,9... 6,3 parti prolina, sau
respectiv 55,8...58,7 parti hidrolizat proteic din alge continand 4,2 ... 4,4 parti
prolina, si 23,5 ... 24,7 parti hidrolizat de proteine algale in care este chelatat
seleniu, continand 1,2 ...1,25 parti seleniu, in cazul suplimentarii cu seleniu
chelatat, 2,0...2,1 parti betaine totale, 0,1...0,11 parti citochinine, echivalent
activitate kinetina, 8,2 .. 8,7 parti carbohidrati, apa pana la 100 parti.

2. Procedeu conform inventiei caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: separarea biomasei de mediul de cultura prin filtrare si lizarea
celulelor printr-un tratament combinat, cu amestec de hidrolaze microbiene si
ultrasonare, si eliminarea debriurilor celulare prin centrifugare; absorbtia
pigmentilor clorofilieni din supernatant cu carbune activat si separarea prin
centrifugare a adaosului de carbune activ; concentrarea osmoprotectantilor si a
fitohormonilor din extract prin ultrafiltrare pe 0 membrana cu limita de excludere de
1 kDa, pana la atingerea unei concentratii de circa 1% betaine totale in permeat,
controlatd prin dozarea prin cromatografie de inaltd presiune a glicinbetainei, si
verificarea ulterioara a activitatii citochininelor cu ajutorul unui biotest; hidroliza
enzimatica a proteinelor retinute in retentat, cu un amestec de proteaze
microbiene, endo-proteaze si amidopeptidaze, pana la atingerea unui randament
maxim in aminoacizi liberi si di/tri-peptide si separarea prin ultrafiltrare a
aminoacizilor liberi si a oligopeptidelor, concentrarea prin evaporare la presiune
redusd a hidrolizatului proteic din permeat, pana la 10% substanta uscata,
adaugarea acestui concentrat de hidrolizat peste concentratul de osmoprotectanti
si fitohormoni, i uscarea prin pulverizare a amestecului; in cazul suplimentarii
compozitiei cu seleniu chelatat in aminoacizi prelevarea a 30% din concentratul de
hidrolizat proteic, complexarea aminoacizilor din hidrolizat cu seleniu eliberat
treptat dintr-un compus insolubil, intr-o reactie accelerata prin ultrasonicare,
centrifugarea excesului de compus insolubil al seleniului si adaugarea solutiei de
seleniu chelatat in hidrolizat proteic, impreuna cu restul de 70% din concentratul
de hidrolizat proteic, peste concentratul de osmoprotectanti si fitohormoni, i

uscarea prin pulverizare a amestecului.
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3. Etapa de lizd a biomasei umede conform procedeului din revendicarea 2,
caracterizata prin aceea ca este realizatd cu un amestec de enzime litice din
Trichoderma harzianum, care include R-glucanaza, celulaze si proteaze, aplicate
in doza de 0,1 g de enzima, cu activitatea de 200 unitati 3-glucan Botrytis per g,
pentru 1 kg de biomasa umeda si ultrasonarea amestecului cu 400 W timp de 45
min la 45°C, urmata de eliminarea debriurilor celulare prin centrifugare la 7000 x g.
4. Etapa de hidroliza materialului proteic din retentat conform procedeului din
revendicarea 2, caracterizata prin aceea ca este realizatd cu un amestec de
proteaze microbiene, 0,1 g endo-proteaze avand activitatea specifica de 2,4 unitati
Anson (AU) per gram si 0,1 g amidopeptidaze, cu o activitate de 500 LAPU/g
adaugate la 1000 ml de retentat, la pH neutru si temperatura de 55 ... 60°C, timp
de 16...20 ore, urmata de ultrafiltrarea hidrolizatului cu indepartarea moleculelor
cu o0 masa moleculara mai mare de 1 kDa.

5. Etapa de adaugare a concentratului de hidrolizat peste concentratul de
osmoprotectanti si fitohormoni, conform procedeului din revendicarea 2,
caracterizata prin aceea ca este realizata in raport de 8 parti concentrat de
hidrolizat proteic la 2 parti concentrat de osmoprotectanti si fitohormoni, si este
urmata de uscarea prin pulverizare a amestecului, la o temperatura de intrare de
140... 145°C si o temperatura de iesire de 80 ... 85°C.

6. Etapd eventuala de suplimentare cu seleniu a compozitiei conform
procedeului din revendicarea 2, caracterizata prin aceea ca este realizata prin
prelevarea a 30% din concentratul de hidrolizat proteic, care se aduce peste
selenit de magneziu hexahidrat, in raport de 100 mi hidrolizat la 1,37 g de selenit
de magneziu hexahidrat, ultrasonarea amestecului cu 400 W timp de 30 min la
55°C, centrifugarea excesului de compus insolubil al seleniului, fiind urmata de
adaugarea supernatantului continand seleniu chelatat in hidrolizat proteic
impreuna cu restul de 70% din concentratul de hidrolizat, peste concentratul de
osmoprotectanti si fitohormoni, in raport de 24 parti solutie seleniu hidratat la 56
parti concentrat de aminoacizi si 20 parti concentrat de osmoprotectanti si
fitohormoni, si de uscarea prin pulverizare a amestecului format la o temperatura

de intrare de 140... 145°C si o temperatura de iesire de 80 ... 85°C.
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