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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unui fertilizant din vinasa,
(co)produs de la utilizarea melasei in procese industriale fermentative, in special de la fabri-
carea (bio)etanolului din melasa, respectiv a unui fertilizant organo-mineral, care contine
acizi humici, si a unui fertilizant azotat cu actiune osmo-protectantd datorita prezentei
(glicin)betainei.

Sunt cunoscute diferite procedee prin care se urmareste valorificarea ca agro-fertili-
zanti a compusilor acumulati in vinasa, care au o valoare biologica ridicata pentru plante.
Potasiul, prezent in vinasa in cantitati care pot ajunge la peste 1%, reprezintd un element
nutritiv major pentru plante. (Glicin)Betaina, prezenta in melasa in cantitati mari, neutilizata
de catre drojdii in timpul fermentatiei alcoolice si concentrata in vinasa, este un donor de
grupari metil, implicat in accelerarea ciclului metioninei (metionina - S-Adenozil - metionina -
homocisteina - metionina). Acest ciclu al metioninei are rol in reglarea: (i) exprimarii genelor
prin metilare, inclusiv a raspunsului epigenetic la factorii de mediu, si (ii) lantului de molecule
semnal, intra- si inter-celular, poliamine - oxid nitric - peroxinitrit. Datorita acestei implicari
in reglarea metabolismului unor compusi cheie, (glicin)betaina este un compus versatil cu
importanta majora in raspunsul plantelor la factorii de stres biotici si abiotici (Ahmad et al.,
2013, Plant Biotech. Rep., 7: 49-57). Efectul osmoprotectant, de protejare a plantelor fata
de stresul hidric datorat lipsei de precipitatii, secetei si/sau salinitatii, are implicatii
semnificative Tn actualul context al schimbarilor climatice, caracterizat de schimbarea
tiparului precipitatiilor si cresterii riscului de seceta.

Problemele tehnice in utilizarea vinasei ca fertilizant/fertirigant sunt determinate de:
(i) instabilitatea microbiologica a vinasei, datorita prezentei drojdiei de fermentatie, inactivate
partial prin distilare, care face ca vinasa sa nu poata fi pastrata ca atare mai mult de 10 zile;
(i) clastogenitatea/mutagenitatea prin aberatii cromozomiale, determinata de melanoi-
dinele/compusii humici (solubili) formati si acumulati in timpul tratamentelor termice repetate,
incluse in procedeele tehnologice care duc la obtinerea melasei si apoi a vinasei (da Silva
et al., 2013, Environ. Monit. Assess., 185: 1627-1636); (iii) toxicitatea pentru organismele
acvatice a melanoidinelor solubile din vinasa aplicata ca fertirigant/fertilizant, care pot fi
spalati din sol in apele de suprafata (Botelho et al., 2012, Tox. Environ. Chem. 94:2035-
2045); (iv) modificarile nefavorabile ale caracteristicilor solurilor, ca urmare a aplicarii vinasei,
trecute recent in revista de Christofoletti et al., 2013, Waste Manag. 33:2752-2761, si in
special depletia Tn mangan; (v) riscul semnificativ de formare a unor compusi melanoidinici
toxici suplimentari, in cazul stabilizarii (microbiologice) prin concentrare cu evaporare a apei,
si riscul de Tncrustare a tevilor, din schimbatoarele de caldura si/sau concentratoarele prin
evaporare, datorita precipitarii sarurilor de calciu si magneziu prezente in vinasa; (vi)
cantitatii mari de carbon organic total, biodegradabil de catre flora microbiana, prezent in
unele compozitii de vinasa, care determina indisponibilizarea pentru plante a azotului prezent
in vinasa; (vii) necesitatea asigurarii unei viteze mari a procedeelor ridicate la scara, impusa
de cantitatile importante de vinasa formate la fabricarea (bio)etanolului din melasa - de
exemplu aproximativ 9 hl vinasa la 1 hl (bio)etanol.

Brevetul US 5851405 descrie un procedeu de clarificare si de recuperare a potasiului
si a betainei din vinasa. Clarificarea vinasei se realizeaza dupa corectarea pH-ului, de
preferat de la 6,51a 7,5, pe un separator centrifugal, la 9000 x g. Vinasa clarificata este con-
centratd intr-un evaporator circular, pana la un continut de solide de 59% péana la 65%.
Cristalele de sulfat de potasiu, care incep sa se formeze de la circa 40% substanta uscata
in vinasa concentrata, sunt indepartate prin decantare sifiltrare pe un filtru presa, cu pamant
de diatomee ca adjuvant de filtrare. Vinasa concentrata rezultata este diluata si supusa unei
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separari cromatografice de schimb ionic, pentru recuperarea betainei. Procedeul implica ope-
ratii de concentrare, urmate de diluarea vinasei concentrate si de reconcentrarea eluatului
cromatografic care contine betaina. Tn timpul procesului de concentrare, desfasurat la tempe-
raturi ridicate, riscul formérii de noi compusi melanoidinici (solubili) este ridicat. in cadrul
procedeului descris prin brevetul US 5851405, nu sunt revendicate etape prin care acesti
compusgi organici potential periculosi sa fie inactivati.

Cererea de brevet WO 2010/070622 descrie un procedeu de electro-flotatie/oxidare,
prin care se reduc carbonul organic total, consumul de oxigen si solidele totale din vinasa,
inclusiv. compusii melanoidinici potential periculosi, care implica urmatoarele etape:
introducerea vinasei in celule electrolitice prevazute cu electrozi de otel galvanizat, ajustarea
pH-ului vinasei la o valoare cuprinsa intre 7 si 14, de preferat intre 7 si 11, aplicarea unei
curent constant, la o densitate de curent cuprinsa intre 20 si 40 mA/cm?, injectarea, continua
sau secventiala, de peroxid de hidrogen in vinasa, in imediata vecinatate a electrozilor, intr-o
concentratie care este cuprinsa intre 10 i 67000 ppm H,O, pe litru de vinasa, de preferat
intre 1000 si 67000 ppm H,O, pe litru de vinasa, inlaturarea vinasei tratate din celula
electrolitica si separarea solidelor insolubile floculate prin gravitatie, filtrare sau centrifugare.

Un prim dezavantaj al procedeului descris mai sus este utilizarea unor cantitati relativ
mari de apa oxigenata, compus relativ scump si care necesita precautii in utilizare. n plus,
procedeul descris nu include etape ulterioare de utilizare a vinasei purificate prin procedeul
de electro-flotatie/oxidare.

Autorii au perfectionat procedeul descris in WO 2010/070622 in cadrul cererii
WO02011/158195, in care flocularea este favorizata prin adaugarea unui co-adjuvant, super-
natantul este reintrodus in faza de floculare pentru a reduce suplimentar carbonul organic
total, electrozii sunt de fier, otel, carbon, aluminiu, sau o combinatie a lor, pH-ul este in
domeniu acid, intre 4 si 5, incarcatura coulombiana a reactorului electrochimic este intre
5000 si 10000 C/I, la o densitate a curentului intre 0,3 si 2 mA/cm?, peroxidul de hidrogen se
reduce la maximum 5000 ppm, iar solidele obtinute prin floculare sunt folosite pentru obtine-
rea de (bio)combustibili sau agro-fertilizanti.

Procedeul perfectionat continua sa utilizeze cantitati importante de apa oxigenatsa,
de maximum 5000 ppm, nu valorifica Tn scopuri agronomice betaina, retinuta in supernatant
si supusa unor degradari oxidative repetate, si nu trateaza diferentiat compusii melanoidinici,
in functie de efectele lor benefice asupra plantelor sau potential (geno)toxice.

In documentul US 6022394, este prezentat un procedeu de fractionare a vinasei, pro-
cedeu n care valoarea pH-ului borhotului este redus prin adaugarea de acid, iar precipitatul
format se separa, in scopul de a obtine o fractie anorganica si o fractie organica. Din frac-
tiunea anorganica care contine in principal saruri de potasiu, se pot obtine ingrasaminte.
Fractiunea organica contine in principal acizi organici, $i se poate folosi ca aditiv in hrana
animalelor.

De asemenea, in documentul CN 101786916, este prezentat un bio-ingrasamant
produs prin fermentarea zgurii de otel, reziduuri de otet si de carbune in prezenta unor
microbi, si 0 metoda de preparare a acestora. Bio-fertilizatorul cuprinde urmatoarele com-
ponente, in procente de greutate: 15...20% de zgura de otel, 5...73% de reziduuri otet,
10...15% de carbune si 0,05...0,1% de microbi. Metoda de preparare cuprinde urmatoarele
etape: selectarea microbilor; activarea microbilor; amestecare; fermentare; obtinerea de pro-
duse finite; uscare la temperatura scazuta; ambalare. Zgura de otel, reziduul de otet si carbu-
nele sunt supuse la temperaturi ridicate de fermentare, prin utilizarea microbilor; oxizii
metalici din zgura de otel si acidul organic in reziduul de otet sufera reactia de neutralizare
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si genereaza un complex organic sub actiunea carbunelui si a microbilor, astfel incat se
imbunatateste eficienta ingragsamantului; metoda poate fi aplicata pentru diferite degeuri
industriale si agricole, cum ar fi funinginea intr-o centrala electrica, vinasa intr-o fabrica de
vin, gunoi urban si altele asemenea.

O parte din materia organica indepartata prin procedeul de electro-flotatie/oxidare
este reprezentata de compusi melanoidinici din categoria acizilor humici (Hatano et al.,
2008, Chemosphere, 71:1730-1737). Acizii humici au un rol semnificativ in formarea solului
(Tarchitzky et al., 2000, Soil Sci. 165, 328-342), si in favorizarea nutritiei si cresterii
plantelor (Nardi et al., 2002, Soil Biol. Biochem., 34: 1527-1536), inclusiv datorita unor
efecte asemanatoare fitohormonilor. Pentru a valorifica acesti compusi cu efect benefic
pentru plante, cererea de brevet WO 2009/129589 prezinta un procedeu de obtinere a unui
fertilizant organo-mineral granulat, alcatuit din urmatoarele etape: concentrarea prin evapo-
rare a vinasei pana la 65% substanta uscata, amestecarea vinasei concentrate cu namol de
filtrare de la obtinerea siropului de zahar, uscat de preferinta pana la 10...20% umiditate
reziduala, adaugarea de cenusa de la arderea bagasei de trestie de zahar si/sau a altor
resturi vegetale de trestie de zahar, adaugarea de macro-nutrienti, primari (N, P,K) si secun-
dari (Ca, Mg, S), si de micro-nutrienti (Zn, Fe, Cu, Cl, Bo, Mn, Mo), pentru a obtine diferite
formulari agrochimice organo-minerale corespunzatoare diferitelor tipuri de aplicatii necesare
cultivarii plantelor.

Procedeul descris mai sus este aplicabil numai in fabricile de (bio)etanol din trestie
de zahar, si nu se poate aplica si fabricilor de (bio)etanol obtinut din melasa, de trestie de
zahar si/sau sfecla de zahar, in care nu se produce namol de la filtrarea siropului de zahar
si cu atat mai putin bagasa de trestie de zahar. Procedeul implica etape in care consumul
de energie este ridicat, cum este, de exemplu, etapa de concentrare prin evaporare a
vinasei, si nu include masuri de evitare a formarii suplimentare de compusi melanoidinici
potential toxici.

Nici procedeul descris prin cererea de brevet WO 2009/129589 nu trateaza diferentiat
compusgii melanoidinici in functie de efectul lor, benefic in cazul acizilor humici, complexe
moleculare cu solubilitate redusa, sau (potential) toxic in cazul acizilor fulvici, melanoidine
cu solubilitate mai ridicata in ap&. in noua perspectivd asupra compusilor humici, reliefatd
de noile tehnici de investigatie, prezentata pe larg, de exemplu de Sutton si Sposito, 2005,
Environ. Sci. Technol., 39:9009-9015, acizii humici sunt complexe macromoleculare de
compusi melanoidinici, stabilizate de interactiuni hidrofobe si de legaturi de hidrogen,
insolubile la pH acid si solubilizate la pH bazic datorita destabilizarii interactiunii hidrofobe,
iar acizii fulvici sunt compusi melanoidinici solubili Tn apa, atat la pH acid, cat si la pH bazic,
cu o prezenta semnificativa a resturilor polare de (5 metil)-2-furfural, formate prin deshidra-
tarea termica a moleculelor de carbohidrati. Acizii humici, cu solubilitate scazuta si caracter
hidrofob mai pronuntat, au un efect benefic asupra structurarii si fertilitatii solului, ca si
asupra nutritiei si stimularii plantelor de cultura (Schnitzer si Moreal, 2011, Advan. Agron.,
113:139-213). In categoria denumitd generic acizi fulvici, compusi melanoidinici cu o
solubilitate pronuntata si care au si o capacitate mai ridicata de trecere prin diferitele bariere
de permeabilitate din diferitele organisme, suntincluse si melanoidinele solubile responsabile
de clastogenitatea/mutagenitatea prin aberatii cromozomiale gi de toxicitatea pentru
organisme acvatice a compusilor spalati din solurile fertilizate/fertirigate cu vinasa.

Vinasa are un continut ridicat de acizi fulvici si redus in acizi humici (Tejada si
Gonzalez, 2005, Europ. J. Agron. 23: 336-347). Rolul manganului in catalizarea humificarii
abiotice, demonstrata, de exemplu, de catre Jokic et al., 2001, Geophys. Res. Lett.,
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28: 3899-3902, explica si depletia in mangan a solurilor tratate cu cantitati mari de vinasa
cu acizi fulvici/melanoidine solubile, compusi incomplet humificati, care descresc continutul
de mangan din soluri, prin complexare si modificare a starii de oxidare, ca urmare a reactiilor
de humificare pana la acizi humici.

Este deci necesara dezvoltarea unui procedeu prin care sa valorifice si beneficiile
agronomice ale acizilor humici din vinasa, limitandu-se riscurile asociate compusilor mela-
noidinici solubili/acizilor fulvici din vinasa. Problema tehnica pe care o rezolva aceasta
inventie este de a descrie un astfel de procedeu, prin care sa se realizeze reactii de humifi-
care la acizi humici a acizilor fulvici din vinasa, si care sa permita valorificarea completa a
melanoidinelor din vinasa, prin obtinerea de agro-fertilizanti organici/organo-minerali, cu risc
redus de afectare a diferitelor componente ale mediului.

Procedeul conform inventiei cuprinde urmatoarele etape:

Separarea unui concentrat de drojdie din vinasa, care contine cel putin 10% drojdie,
prin utilizarea unui separator centrifugal, la minimum 8500 x g, omogenizarea sub presiune
a concentratului de drojdie, racirea omogenizatului si mentinerea lui la 4°C pana la utilizarea
ulterioara.

Aducerea pH-ului vinasei clarificate la valoarea 4 si adaugarea de zgura de otelarie,
in proportie de 2 parti zgura la 98 parti vinasa, si mentinerea la 60°C, sub agitare, 20 rpm,
si aerare, 0,2 | aer/l mediu/min, timp de 12 h, pentru a favoriza catalizarea reactiei de humi-
ficare de catre oxizii de mangan si fier prezenti in zgura de otelarie.

Récirea amesteculuila 25°C, modificarea pH-ului amestecului la 3,5 si adaugarea de
biocarbune, in raport de 2 parti biocarbune la 100 parti amestec vinasa - zgura de otelarie,
si mentinerea, sub agitare, 20 rpm, timp de 3 h;

Modificarea pH-ului amestecului vinasa - zgura de otelarie - biocarbune la 1,5 unitati
pH, mentinerea la 25°C sub agitare, 20 rpm, timp de 20 min, pentru finalizarea precipitarii
acizilor humici, preexistenti si formati prin cataliza mediata de oxizii de fier si mangan.

Filtrarea amestecului de vinasa - zgura de otelarie - biocarbune, pe un filtru rotativ
cu presiune, 0,6 MPa, cu separarea unuifiltrat F1, care este utilizabil ca fertilizant cu continut
ridicat de (glicin)betaina si a unui precipitat P.

Amestecarea precipitatului P retinut pe filtru, cu o umiditate reziduala de 20%, cu bio-
carbune cu umiditate reziduala de 6%, cu rumegus de lemn de rasinoase cu umiditatea
reziduala de 14% si cu omogenizat de drojdie cu umiditate de 85%, in raport de 6 parti
precipitat P:44 parti biocarbune:40 parti rumegus de lemn de conifere:10 parti omogenizat
de drojdie, si densificarea amestecului prin presare intr-o presa de peleti cu matrite orizon-
tale, pentru a forma peleti cu lungimea de aproximativ 15 mm si diametrul de 5...8 mm, care
reprezinta agro-fertilizantul organo-mineral F2.

Aspectele preferate ale procedeului descris mai sus sunt:

- omogenizarea concentratului de drojdie sub presiune, prin trecere printr-un
omogenizator cu piston la inalta presiune, prevazut cu o valva tip ,muchie de cutit", 2 cicluri
la 150 MPa si acidifierea omogenizatului la pH 2,0 cu acid fosforic;

- zgura de otelarie, utilizata pentru a cataliza oxidarea acizilor fulvici gi coagularea lor
in complexe de acizi humici, contine cel putin 2,5% oxid de mangan si 25% oxizi de fier;

- biocarbunele, cu un volum specific microporos, W) de cel putin 0,6 cm3 - g™ si cu
o suprafata specifica a microporilor, S, de minimum 450 m?- g, este obtinut prin piroliza
asistata de microunde a unui amestec de borhot de porumb, de la fabricarea alcoolului etilic,
situlei de porumb, 25...50% borhot de porumb, 50...75% tulei de porumb, iar piroliza asistata
de microunde se realizeaza prin expunerea la microunde, cu o putere incidenta de 1000 W
si o frecventa de 2450 MHz, timp de 20 min, a amestecului borhot de porumb - tulei de
porumb;
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- densificarea amestecului precipitat P: biocarbune: rumegus de lemn: omogenizat
de drojdie se face la o putere specifica de 1 kW pentru 0,015...0,02 m? suprafatd a matricei,
cu mentinerea temperaturii amestecului de peletizat la circa 65°C.

Procedeul, conform inventiei, prezintd urmatoarele avantaje:

- valorifica toti compusii din vinasa, care au valoare biologica ridicata pentru plante,
inclusiv drojdia de fermentatie, in agro-fertilizanti organici;

- asigura o stabilitate ridicata la pastrare pentru agro-fertilizantii rezultati, in cazul
fertilizantului F1 datorita stabilizarii prin reducerea pH-ului si prin inlaturarea unor substante
organice usor degradabile, iar in cazul fertilizantului organo-mineral F2 datorita peletizarii in
granule cu umiditatea de maximum 15%.

- reduce riscurile de mediu asociate melanoidinelor solubile, datorita: (i) humifi-
carii/oxidarii, urmata de asocierea in complexe de tip acizi humici, catalizate de oxizii de
mangan si fier din zgura de otelarie, si (ii) fixarii in structura spongioasa de biocarbune a
eventualelor melanoidine ramase solubile/incomplet humificate sub actiunea catalitica a
zgurii de otelarie;

- evita procedeele de stabilizare a vinasei prin tratamente termice de concentrare prin
evaporare, energofage si potential generatoare a unor noi melanoidine solubile;

- in fertilizantul F1 reduce raportul C:N, crescand biodisponibilitatea azotului pentru
plante;

- nu implica costuri investitionale foarte semnificative, pentru ca nu necesita utilaje
dedicate, ci utilaje care sunt folosite in diferite ramuri ale industriilor de proces, si care,
datorita unei piete diversificate, au costuri de vanzare mai reduse;

- permite ridicarea ugoara la scara si procesarea in timp real a unor cantitati mari de
vinasa.

In continuare, se prezintd un exemplu de realizare care ilustreaza inventia fard a o
limita.

Exemplu

Din vinasa colectata la distilarea melasei fermentate se separa un concentrat de
drojdie, care contine cel putin 10% drojdie $i 2% biocarbune, prin centrifugare pe o centrifuga
continua de laborator Westfalia Laboratory Separator, model SA 1-02-175 (GEA Westfalia
Separator Group, Oelde, Germania), care este operata la o viteza a discurilor de centrifugare
de 10000 rot/min, echivalent a 8500 x g; la o rata de alimentare de 1 |/min, cu separarea con-
tinua a vinasei clarificate si discontinua a concentratului, ajuns la o densitate de 1100 kg/m®.
Concentratul de drojdie se omogenizeaza intr-un omogenizator cu piston, GEA Niro Soavi
Arriete NS2006 (GEA Niro Soavi, Parma, Italia) prevazut cu o valva tip ,muchie de cutit", doua
ciclurila 150 MPa. Omogenizarea la inalta presiune determina inactivarea celulelor microbiene
prin liza indusa de variatiile de presiune gi trecerea prin valva tip ,muchie de cutit. Omo-
genizatul de drojdie se raceste, se acidifica la pH 2,0 cu acid fosforic si se mentine intr-un
recipient racit la 4°C pana la utilizare ulterioara.

intr-un vas de reactie de 150 | capacitate totala si 100 | capacitate de lucru, prevazut
cu agitare, se aduc 98 kg de vinasa clarificata, al carui pH se corecteaza la valoarea 4, prin
adaos de acid fosforic sau hidroxid de potasiu. Vinasa se aduce la temperatura de 60°C si
se adauga 2 kg zgura de otelarie. Se mentine la 60°C, sub agitare, 20 rot/min, si aerare, 0,2 |
aer/l mediu/min, timp de 12 h, pentru a favoriza catalizarea reactiei de humificare de catre
oxizii de mangan si fier prezenti in zgura de otelarie.

Zgura de otelarie utilizata contine cel putin 2,5% oxid de mangan si 25% oxizi de fier.
Continutul de oxizi de mangan si de oxizi de fier se determina, de exemplu, pe
un spectrometru de fluorescenta de raze X cu dispersie dupa energie, PW 4025 MiniPal
(PANalytical, Almelo, Olanda).
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Amestecul vinasa clarificata - zgura de otelarie se raceste la 25°C, pH-ul se modifica
la 3,5 si se adauga 2 kg de bio-carbune. Se mentine, sub agitare, 20 rot/min, timp de 3 h.

Biocarbunele folosit in amestecul de mai sus are un volum specific microporos, W,,
de cel putin 0,6 cm® - g, o suprafata specifica a microporilor, S,,,,, de minimum 450 m?- g™,
si este obtinut prin piroliza asistata de microunde a unui amestec de borhot de porumb, de
la fabricarea alcoolului etilic, si tulei de porumb.

Volumul microporos specific, W,, al bio-carbunelui activat a fost calculat din partea
lineara a functiei Dubinin-Radushkevich (Stoeckli et al., 2001, Carbon 39: 115-1116), dupa
determinarea unei izoterme de adsorbtie in azot lichid la 77 K, folosind un analizor de
fiziosorbtie (Micromeritics ASAP 2020, Micromeritics, Norcross, GA, SUA). Suprafata
specifica a microporilor a fost estimata raportand valorile obtinute pentru volumul microporos
specific la dimensiunea medie a porilor (Stoeckli, 1996, in: Patrick, J. (Ed.), Porosity in
Carbons - Characterization and Applications. Arnold, London, pp. 67-92).

Orice alt tip de (bio)carbune cu capacitati de absorbtie a compusilor melanoidinici,
care are caracteristicile mentionate mai sus, se poate folosi in cadrul acestui exemplu.

Se modifica pH-ului amestecului vinasa - zgura de otelarie - biocarbune la 1,5 unitati
pH, se mentine la 25°C sub agitare, 20 rot/min, timp de 20 min pentru finalizarea precipitarii
acizilor humici, preexistenti si formati prin cataliza mediata de oxizii de fier si mangan. Ames-
tecul de vinasa - zgura de otelarie - biocarbune se separa pe un filtru cu presiune (RPF T01,
BHS-Sonthofen, Sonthofen, Germania), la 0,6 MPa, separandu-se un filtrat F1, care este
utilizabil ca fertirigant cu continut ridicat de (glicin)betaina si un precipitat P. 6 kg din preci-
pitatul P retinut pe filtru, cu o umiditate reziduala de 20%, se amesteca intr-un malaxor FG3
(Unimec, Siena, Italia) cu 44 kg biocarbune cu umiditate reziduala de 6%, cu 40 kg rumegus
de lemn de confiere, cu umiditatea reziduala de 14% si cu 10 parti omogenizat de drojdie cu
umiditate de 85%. Amestecul rezultat se densifica folosind o presa (moara) de peleti cu
matrite orizontale, model Kahl 14-175 (Amandus Kahl, Reinbek/Hamburg, Germania), la o
putere specifica de 1 kW pentru 0,015...0,02 m?, cu mentinerea temperaturii amestecului de
peletizat la circa 65°C, pentru a forma peleti cu lungimea de aproximativ 15 mm si diametrul
de 5...8 mm, care reprezinta agro-fertilizantul organo-mineral F2.

Tn vinasa clarificata prin centrifugare si in filtratul F1 s-au determinat o serie de carac-
teristici chimice. Materia organica a fost determinata conform SR EN 13039:2012. Pentru a
determina acizii humici si fulvici din vinasa si din filtratul F1 au fost prelevate probe care au
fost extrase cu pirofosfat de sodiu 0,1 M si hidroxid de sodiu 0,1 M. Supernatantul a fost
acidifiat la pH 2 cu HCI si mentinut 24 h la temperatura camerei. Pentru a separa acizii
humici de acizii fulvici, solutia a fost centrifugata, iar precipitatul cu acizi humici a fost dizolvat
cu hidroxid de sodiu 2 M (Yeomans si Bremner, 1988, Comm. Soil Sci. Plant Anal.,
19:1467-1476). Continutul de carbon in acizii humici i in acizii fulvici a fost determinat prin
metoda Sims si Adonis, 1971, Soil Sci., 112:137-141. Fosforul total a fost determinat conform
SR EN 13346:2002, azotul total a fost determinat prin metoda Kjedahl, iar potasiul si sodiul
au fost determinati prin flamfotometrie. Continutul de betaina a fost determinat prin lichid
cromatografic de Tnalta presiune, conform metodei descrise de Chendrimada et al., 2002,
J. Sci. Food Agric, 82:1556-1563. Rezultatele sunt prezentate in tabelul 1 de mai jos.

Tabelul 1
Caracteristicile chimice ale vinasei clarificate si ale filtratului F1 (media a trei determinari)
Caracteristica Vinasa clarificata Filtrat F1
Materie organica (g.Kg™) 112,4 82,2
Acizi humici - C (g.Kg™) 0,6 0,03
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Tabelul 1 (continuare)

Caracteristica Vinasa clarificata Filtrat F1
Acizi fulvici - C (g.Kg™) 21,2 0,6
Azot total (9.Kg™) 6,4 58
Fosfor (mg.Kg™) 6,8 7.4
Potasiu (g.Kg™) 12,4 10,5
Sodiu (g.Kg™") 53 4.8
Betaina (g.Kg™”) 18,7 16,5

In filtratul F1, rezultat ca urmare a aplicarii procedeului descris mai sus, se constata
o reducere semnificativa a continutului de melanoidine, acizi humici si acizi fulvici. Continutul
de betaina se mentine ridicat, iar raportul C:N este favorabil actiunii ca fertilizant cu aport de
azot disponibil pentru plante.

In agro-fertilizantul organo-mineral F2 s-au efectuat determinari ale continutului de
acizi humici, folosind metodele prezentate mai sus. Continutul de acizi humici-C, determinat
in agro-fertilizantul F2, este de 15,7 g.kg'1, cu mult peste continutul de acizi humici determi-
nati in vinasa initiala, rezultat care demonstreaza humificarea melanoidinelor de catre zgura
de otelarie/oxizii de mangan si fier prezenti in zgura in cadrul procedeului prezentat mai sus.

S-a testat fitotoxicitatea vinasei clarificate si a filtratului F1, folosind biotestul plan-
tulelor de fasole mung (Vigna radiata). Boabele de V. radiata (cv. Pusa Bold) au fost sterili-
zate la suprafata prin spalari repetate cu hipoclorit de sodiu. Semintele au fost depuse Tn
placi Petri @ 25 cm, sterile, pe hartie de filtru sterilizata, umezita cu cate 10 ml de vinasa
clarificata si de filtrat F1. Placile Petri au fost mentinute la temperatura camerei, timp de 2
saptamani, dupa care s-au numarat frunzele formate si s-au efectuat determinari ale lungimii
masei umede si masei uscate, pentru tulpina si radacina plantulelor. Se contata ca, in urma
aplicarii procedeului si reducerii continutului de melanoidine solubile, fitotoxicitatea initiala
a vinasei clarificate este mult redusa - tabelul 2.

Tabelul 2
Influenta aplicérii vinasei clarificate si a filtratului F1 asupra plantulelor de fasole mung
(Vigna radiata ev. Pusa Bold)

Parametru plantula Vinasa clarificata Filtrat F1
Lungimea tulpinii (cm) 0,68 £ 0,05 512+ 1,28
Lungimea radacinii (cm) 1,62+ 0,83 3,52 £ 0,67
Masa umeda a radacinii (mg) 8,12+ 0,53 93,81 +5,12
Masa umeda a tulpinii (mg) 56,32 + 0,87 116,40 £ 10,78
Masa uscata a radacinii (mg) 1,65+ 0,08 38,71+ 18,29
Masa uscata a tulpinii (mg) 8,28 £ 0,12 137,83 + 18,67
Numar de frunze 0,50 £ 0,17 1,97 £ 0,16

S-au realizat determinari ale toxicitatii pentru organismele acvatice ale vinasei clarifi-
cate, ale filtratului F1 si ale unui levigat din fertilizantului organo-mineral F2. S-au efectuat
bioteste cu organisme acvatice model, cnidaria Hydra attenuata, alga verde
Pseudokirchneriella subcapitata (cunoscuta ca Selenastrum capricornutum), si
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(micro)crustaceele Daphnia magna si Daphnia similis. Pentru cultivare si determinarile
(eco)toxicologice pe P. subcapitata si H. attenuata s-au folosit procedurile descrise de
metoda OECD TG201-2006/1SO 8692-2005 [ENV/JM/MONO(2008)28] si, respectiv, Trottier
et al. 1997, Toxicol. Water Qual. 12, 265-271. Pentru determinarile ecotoxicologice cu D.
magna si D. similis s-a folosit metoda OECD TG202-2004/1SO 6341-2005
[ENV/JM/MONO(2008)28]. Toxicitatea a fost estimata prin metoda modificata Spearman-
Karber (Hamilton et al., 1977, Environ Sci. Techn. 11: 714-719), folosind o functie
adaugata la Excel Microsoft Office 2010 (Microsoft, Redmont, WA, SUA), si testul Tukey din
pachetul software SAS/STAT 12.2. (SA Institute, Carry, NC, SUA), pentru determinarea
nivelului de semnificatie P < 0,01. S-au obtinut diverse valori ale EC,,, LC,, si IC4,. Pentru
H. attenuata, valorile concentratiei efective (EC,,) au fost calculate pe baza aparitiei oricaror
modificari morfologice si efecte sub-letale pe 50% din populatia testata. Pentru D. Magna si
D. similis, concentratia letala (LCs,) este concentratia care determina imobilizarea si lipsa la
stimuli a 50% din populatia de micro-crustacee pe care s-a realizat experimental, iar pentru
P. subcapitata s-a calculat concentratia inhibitorie (ICs,), ca fiind concentratia care inhiba
cresterea a 50% din populatia testatd, comparativ cu un martor netratat.

Levigatul din fertilizantului organo-mineral F2 s-a obtinut prin spalarea repetata de
cinci ori a 100 g de fertilizant, cu 1 | de apa deionizata.

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3 de mai jos.

Tabelul 3
Valorile* IC,, LCy, si EC, ale vinasei clarificate, ale filtratului F1 gi ale unui levigat
fertilizant F2, fata de diferite organisme acvatice

Varianta P. capitata 1Cg, D. magna LC, D. simils LCg, H. attenuata ECg,
Vinasa clarificata 83 118 233 67
Filtrat F1 1023 1233 1411 1153
Levigat fertilizant 6833 7367 7867 6722
F2

*% din mediul de crestere al respectivelor organisme acvatice

Rezultatele demonstreaza eficacitatea procedeului propus conform inventiei in redu-
cerea toxicitatii determinate de compusi melanodinici prezenti in vinasa initiala. Toxicitatea
care apare in cazul filtratului F1 este determinata de reducerea pH-ului in mediul de crestere,
si nu de compusii melanoidinici. Efectele aparent toxice care au fost evidentiate in cazul levi-
gatului din fertilizantul organo-mineral F2 sunt determinate in principal de lipsa de hrana,
rezultata din diluarea excesiva a mediului de cultura, si nu ca urmare a levigarii unor compusi
melanoidinici toxici.

A fost testata eficacitatea fertilizantului F2 ca osmoprotectant, pentru protectia plan-
telor de tomate fata de stresul hidric. Plantele de tomate (Lycopersicum esculentum ev.
Cristal F1), rasaduri de 60 zile, au fost transplantate in vase de vegetatie de 25 si 50 cm
inaltime, in care s-au introdus céate 5 | de substrat de crestere imbogatit cu nutrienti pentru
primele saptamani de crestere (Canna Terra Professional Plus, Canna International BV).
Vasele de vegetatie au fost mentinute in conditii de serd, la 22 + 2°C in timpul zilei si
17 + 2°C in timpul noptii, cu o fotoperioada de 12 h, suplimentata cu lumina cu intensitatea
de 160 mcE/m?/s, provenita din lampi cu halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scidea
sub 500 mcE/m?/s. Experimentul a durat 60 zile. Substratul continea rezerve de nutrienti
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initiali, astfel incat plantele au fost fertilizate numai o singura data, dupa 30 zile de la trans-
plantare, prin aplicarea a 55 ml de solutie nutritiva 1 g/l de ingragamant 20-8-20 (N-P,O;-
K,O, Eurofertil, TimacAgro Roméania). Experimentul a fost organizat in bloc randomizat cu
cate 4 repetitii pentru fiecare varianta, fiecare repetitie incluzand cate 5 plante. Ca produs
de referinta a fost folosita glicinbetaina purificata (99%, Sigma Aldrich, St. Louis, Mo, SUA),
variantele testate experimental incluzand si martori tratati cu apa, stresat hidric si nestresat.
Tratamentele au implicat aplicarea de solutii de fertilizant 7,5% F1 si glicin-betainad 10 mM,
cate 55 ml/kg de substrat (echivalent a 300 m*/ha, pentru orizontul de sol 0...45 cm), de doua
ori, o data ca tratament al substratului de crestere, cu 5 zile Tnainte de transplantare, si a
doua oara dupa 30 zile, prin includere in solutia nutritiva de ingragamant mineral 20-8-20 (N-
P,0,-K,0), ca solutii de fertilizant 7,5% F1 si glicin-betaind 10 mM. Variantele experimentale
au fost:

V, - martor nestresat hidric, tratat cu apa; substrat initial tratat cu 55 ml apa per kg,
echiv. 300 m%ha, fertilizare 55 ml solutie 1 g/l ingragdmant mineral 20-8-20 (N-P,0,-K,0)
per kg substrat;

V, - martor stresat hidric, tratat cu apa, substrat initial tratat cu 55 ml apa per kg,
echiv. 300 m*/ha, fertilizare solutie 1 g/l ingrasdmant mineral 20-8-20 (N-P,0.-K,0) per kg
substrat;

V, - nestresat hidric, tratat cu glicinbetaina, substrat initial tratat cu 55 ml solutie
10 mM glicinbetaina per kg, fertilizare cu 55 ml solutie 1 g/l ingragamant mineral 20-8-20 (N-
P,0:-K,0) si 10 mM glicinbetaina, per kg substrat;

V, - stresat hidric, tratat cu glicinbetaina, substrat initial tratat cu 55 ml solutie 10 mM
glicinbetaina per, fertilizare cu 55 ml solutie 1 g/l ingrasamant mineral 20-8-20 (N-P,0,-K,0)
si 10 mM glicinbetaina, per kg substrat;

V; - nestresat hidric, tratat cu fertilizant F1, substrat initial tratat cu 55 ml solutie 7,5%
fertilizant F1, fertilizare cu 55 ml solutie 1 g/l ingrasamant mineral 20-8-20 (N-P,0;-K,0) si
7,5% fertilizant F1, per kg substrat;

V, - stresat hidric, tratat cu fertilizant F1, substrat initial tratat cu 55 ml solutie 7,5%
fertilizant F1, fertilizare cu 55 ml solutie 1 g/l ingrasamant mineral 20-8-20 (N-P,05-K,0) si
7,5% fertilizant F1, per kg substrat.

Martorul nestresat hidric a fost udat o data la cinci zile la 100% capacitate de camp
(55 ml/kg substrat), iar variantele stresate hidric au fost udate la 10 zile la 100% capacitate
de camp. La sfarsitul celor 60 zile de la transplantare, s-a desfiintat experienta, determi-
nandu-se parametri morfologici ai plantelor, respectiv inaltimea plantelor gi lungimea rada-
cinii. Datele au fost prelucrate prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft, Tulsa, OK, SUA).

Rezultatele sunt prezentate in tabelul 4 de mai jos. Fertilizantul F1, obtinut conform
exemplului de realizarea a inventiei, aplicat ca tratament prin udare a solului, in concentratia
de 7,5%, respectiv 1,23 g/l glicinbetaina, are o activitatea similara solutiei standard de glicin-
betaina purificata, in ceea ce priveste limitarea efectelor stresului hidric la plantele de tomate
si stimularea plantelor nestresate.

10
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Tabelul 4
Influenta tratamentelor cu compozitii realizate conform inventiei asupra
plantelor de tomate, stresate si nestresate hidric*
Varianta Tnaltime Lungime Numar frunze Suprafata Productie
experimentala plante (cm) radacini (cm) frunze (mm?) medie**
(g fructe

coapte/planta

)

V, martor nestresat 57,85+1,84a 54,24+3,78ab 32,00+3,1a 672,47+16,21a 307+58,6ab
hidric, tratat cu apa

V, martor stresat 44,04+4,42¢ 38,45+4,27¢ 25,00+3,2b 527,80+£12,93c 202+32,6¢
hidric, tratat cu apa

V, nestresat hidric, 58,30+2,42a 58,50£3,39a 34,00+2,1a 687,58+14,92a 353+28,2a
2 tratamente
glicinbetaina 10 mM

V, stresat hidric, 52,504£2,89b 49,80+4,88b 30,00+4,2ab | 563,16+15,84b 282+38,6b
2 tratamente
glicinbetaina 10 mM

V; ne-stresat hidric, 59,50+3,64a 57,20+2,82a 32,01+2,6a 682,16+8,24a 369+35,6a
2 tratamente solutie
7,5% fertilizant F1

V, stresat hidric, 51,80+2,42b 48,72+4,22b 29,01+3,6ab 572,1618,24b 279+35,6a
2 tratamente solutie
7,5% fertilizant F1
*Valorile urmate de aceeasi litera nu difera semnificativ pentru P > 0,05; **Productia pe 30 zile ciclu de inflorire-

fructificare

S-a realizat si un experiment de testare a eficacitatii agro-fertilizantului organo-
mineral F2 in nutritia plantelor ornamentale. S-a lucrat cu butasi de muscata hibrida
(Pelargonium x hortorum, ev. ,Moulin Rouge"). Butasii uniformi ca dezvoltare a radacinilor
si tulpinii au fost plantati Tn ghivece de plastic de 25 cm, contindnd un substrat de crestere
imbogatit cu nutrienti (Canna Terra Professional Plus, Canna International BV). Ghivecele
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 h, suplimentatd cu lumina cu intensitatea de 160 mcE/m?/s, provenita
din lampi cu halogen, atunci cand intensitatea luminoasa scddea sub 500 mcE/m?s.
Substratul continea rezerve de nutrienti initiale, astfel incat plantele au fost fertilizate numai
dupa trei saptamani de crestere, prin aplicarea a 55 ml/kg solutie nutritiva 1 g/l de ingra-
samant 20-8-20 (N-P,04-K,0, Eurofertil, TimacAgro).

Experimentul de testare a inclus urmatoarele variante:

V, - martor netratat cu agro-fertilizant organo-mineral;

V, - martor tratat cu un produs de referinta, obtinut prin peletizarea n conditii similare
a unui amestec de 2 parti zgura de otelarie, 48 kg biocarbune si 52 kg rumegus de lemn de
conifere, 4 g/kg de substrat, echivalent 21,6 t/ha;

V, - tratat cu agrofertilizant organo-mineral F2, 4 g/kg de substrat, echivalent
21,6 t/ha;

V, - tratat cu agrofertilizant organo-mineral F2, 6 g/kg de substrat, echivalent
32,4 t/ha.

Fiecare varianta a inclus 12 ghivece, care au fost aranjate in blocuri de cate trei per
repetitie, intr-o schema randomizata de tip patrat latin, 4 variante in 4 repetitii. La
12 saptamani de la transplantarea butasilor a fost cantarita masa proaspata si cea uscata
a radacinilor si a partilor aeriene ale plantelor de muscata. Datele au fost prelucrate statistic
prin analiza variantei (Statistica 10, StatSoft).
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Efectul tratamentelor cu agro-fertilizant organo-mineral asupra cresterii

plantelor de mugcata

Tabelul 5

Varianta experimentala

Masa radacing, g

Masa tulpina, g

proaspata uscata proaspata uscata
V, - martor netratat fertilizanti organo- 13,54b 1,74b 107,16¢ 14,83c
minerali
V, - 4 g/kg substrat produs referinta 14,08ab 2,34a 116,41b 16,35b
V, - 4 g/kg fertilizant organo-mineral 16,62a 2,45a 128,74a 18,24a
F2
V, - 6 g/kg fertilizant organo-mineral 16,68a 2,54a 126,41a 18,35a
F2
DL 5% 172 35 924 107

Rezultatele prezentate in tabelul 5 demonstreaza un efect de stimulare a cresterii
plantelor ornamentale de muscata, sub influenta tratamentelor cu fertilizant organo-mineral

F2.
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Revendicari

1. Procedeu de obtinere a unui fertilizant din vinasa, caracterizat prin aceea ca va
cuprinde urmatoarele etape:

- separarea unui concentrat de drojdie din vinasa, care contine cel putin 10% drojdie,
prin utilizarea unui separator centrifugal, la minimum 8500 x g, omogenizarea sub presiune
a concentratului de drojdie, racirea omogenizatului si mentinerea Iui la 4°C;

- aducerea pH-ului vinasei clarificate la valoarea 4 si adaugarea de zgura de otelarie,
in proportie de 2 parti zgura la 98 parti vinasa, si mentinerea la 60°C, sub agitare, 20 rot/min,
siaerare, 0,2 | aer/| mediu/min, timp de 12 h, pentru a favoriza catalizarea reactiei de humifi-
care de catre oxizii de mangan si fier prezenti in zgura de otelarie;

- racirea amestecului la 25°C, modificarea pH-ului amestecului la 3,5 si adaugarea
de biocarbune, in raport de 2 parti biocarbune la 100 parti amestec vinasa - zgura de
otelarie, si mentinerea, sub agitare, 20 rot/min, timp de 3 h modificarea pH-ului amestecului
vinasa - zgura de otelarie - biocarbune la 1,5 unitati pH, mentinerea la 25°C sub agitare,
20 rot/min, timp de 20 min pentru finalizarea precipitarii acizilor humici, preexistenti si formati
prin cataliza mediata de oxizii de fier si mangan;

- filtrarea amestecului de vinasa - zgura de otelarie - biocarbune, pe un filtru rotativ
cu presiune, 0,6 MPa, cu separarea unuifiltrat F1, care este utilizabil ca fertilizant cu continut
ridicat de (glicin)betaina si a unui precipitat P;

- amestecarea precipitatului P retinut pe filtru, cu o umiditate reziduala de 20%, cu
biocarbune cu umiditate reziduala de 6%, cu rumegus de lemn de rasinoase cu umiditatea
reziduala de 14% si cu omogenizat de drojdie cu umiditate de 85%, in raport de 6 parti
precipitat P:44 parti biocarbune:40 parti rumegus de lemn de conifere:10 parti omogenizat
de drojdie, si densificarea amestecului prin presare intr-o presa de peleti cu matrite orizon-
tale, pentru a forma peleti cu lungimea de aproximativ 15 mm si diametrul de 5...8 mm, care
reprezinta agro-fertilizantul organo-mineral F2.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca omogenizarea con-
centratului de drojdie are loc sub presiune, prin trecerea printr-un omogenizator cu piston la
inalta presiune, prevazut cu o valva tip ,muchie de cutit", 2 cicluri la 150 MPa si acidifierea
omogenizatului la pH 2,0 cu acid fosforic.

3. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca zgura de otelarie,
utilizata pentru a cataliza oxidarea acizilor fulvici si coagularea lor in complexe de acizi
humici, contine cel putin 2,5% oxid de mangan si 25% oxizi de fier.

4. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca biocarbunele utilizat,
cu un volum specific microporos, Wo, de cel putin 0,6 cm® - g™ si cu o suprafata specifica a
microporilor, S, de minimum 450 m? - g, este obtinut prin piroliza asistatd de microunde
a unui amestec de borhot de porumb de la fabricarea alcoolului etilic, si tulei de porumb,
25...50% borhot de porumb, 50...75% tulei de porumb, iar piroliza asistata de microunde se
realizeaza prin expunerea la microunde, cu o putere incidenta de 1000 W si o frecventa de
2450 MHz, timp de 20 min, a amestecului borhot de porumb - tulei de porumb.

5. Procedeu conform revendicarii, 1 caracterizat prin aceea ca densificarea
amestecului precipitat P: biocarbune:rumegus de lemn:omogenizat de drojdie se face la o
putere specificd de 1 kW pentru 0,015...0,02 m? suprafata a matricei, cu mentinerea
temperaturii amestecului de peletizat la circa 65°C.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
sub comanda nr. 607/2017
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