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COMPOZITIE BIOSTIMULANTA PE BAZA DE SILICIU PENTRU APLICARE
FOLIARA

Prezenta inventie se refera la o compozitie cu efect de biostimulare a
plantelor, pe baza de siliciu cu biodisponibilitate crescuta, destinata aplicarii prin
tratament foliar, pentru cresterea rezistentei plantelor la stresurile biotice si abiotice si
favorizarea acumularii de compusi biologic activi in culturile de plante nutraceutice.

Sunt cunoscute o serie de compoziti pe bazd de siliciu destinate aplicarii
foliare la plantele cultivate. Brevetul SUA 5183477 B descrie o compozitie destinata
tratamentelor foliare, pentru protectia plantelor impotriva agentilor fitopatogeni si a
daunelor produse de acestia, in care ingredientul activ este reprezentat de silicati
alcalini, de sodiu sau de potasiu. Penetrarea cuticulei hidrofobe care acopera
frunzele de catre silicati hidrofili este favorizatéd de pH-ul puternic alcalin al solutiilor
de silicati de sodiu sau de potasiu, care determina o hidroliza locala a cerurilor din
componenta cuticulei.

Un dezavantaj al unor astfel de compozitii, care contin numai silicati, este
determinat de reducerea bio-disponibilitidti, ca urmare a tendintei de precipitare,
inclusiv datoritd policondensérii acidului silicic eliberat din silicati. Brevetul
EP2371220 B1 se refera la o compozitie in care silicatii alcalini sunt stabilizati prin
addugare de osmoliti din trei categorii: (1) uree si polioli glucidici; (2) compusi N-
metilati si (3) compusi selectati din grupul reprezentat de taurina, creatina, sulfat de
colind, glicerofosforilcolina, diglicerol-fosfat, analogi sulfonici ai trimetilglicinei,
dimetilsulfoniopropionat, ectoind, hidroxil-ectoind, prolind, valind, acid aspartic,
izoleucina, glicind, alanina, glutamat, zaharoza, mio-inozitol, fructoza, maltoza,
trehaloza, putresceina, spermidind, spermind, cadaverind, sau combinatii ale
acestora sau ale sarurilor acestora. Compozitia include sub 10mM ioni de metale
multivalente, are un pH mai mare de 10,8 si o concentratie de siliciu cuprinséa intre
0,02Msi1,6 M.

Cererea de brevet SUA 2014 0116103 A1 prezintd o compozitie care include,

intr-o solutie apoasa, (a) un prim component, reprezentat de o sursa acceptata de

siliciu absorbit foliar; (b) un al doilea component selectat dintr-o sursa acceptata de
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physiology, 56, 177-179) si implica, in cazul plantelor care acumuleaza siliciu, si
formarea de fitolite cu rol analog unui endo-schelet (Schoelynck et al. 2014, Journal
of vegetation science, 25. 301-313). Aceasta functie structurald are si un rol de
aparare impotriva atacului de boli si daunatori, generand diferite bariere care
limiteaza patrunderea fitopatogenilor si au un efect repelent asupra daunatorilor.
Functia fiziologica, implicata in reglarea fina / orchestrarea cailor metabolice specifice
raspunsului de aparare din plante, necesita transportul acidului ortosilicic (H4SiO4)
prin simplast si implica un sistem co-operat, prezent doar in radacini, format din
acvaporine (proteine membranare care constituie canale pentru transportul facilitat al
apei si al moleculelor mici, neutre / neionizate), din subfamilia NIP-26 (nodulin-26-like
proteins), denumite si  metaloido-porine  (Pommerrenig et 2015. Plant
science, 238:212-22), si proteine de transport activ / ,pompe” moleculare de siliciu,
care transfera acidul ortosilicic in xilem (Ma si Yamaji 2015, Trends in plant science,
20:435-442).

Conform cunostintelor actuale siliciul aplicat foliar este translocat exclusiv prin
simplast / peretele celular (Dallagnol et al. 2015, Plant Pathology, 64, 1085-1093;
Rodrigues et al. 2015, Silicon Control of Foliar Diseases in Monocots and Dicots, in
Silicon and Plant Diseases, pp. 67-108, Springer International, Cham) si nu-si
exercita decéat actiunea de protectie datorita formarii structurilor parietale implicate in
apararea fata de boli si daunatori, fara efectele de biostimulant pentru plante,
specifice acidului ortosilicic, HsSiO4, prezent in simplast / citoplasma.

In anumite situatii, cum sunt si cele exemplificate ca aplicare a compozitiei
descrise de cererea de brevet WO2014185794 A1, s-au evidentiat si efecte de
stimulare in cazul tratamentelor foliare, dar acestea pot fi explicate si datorita
scurgerilor in sol rezultate ca urmare a aplicarii unor norme de stropire ridicate, pe
plante cu frunze lanceolate (cereale), care favorizeaza astfel de scurgeri.

In cazul siliciului aplicat foliar preluarea lui in simplast necesita: (j) o activare a
sistemelor de aparare din plante, care sa permeabilizeze suplimentar peretii celulari;
(i o structura amfifila a compozitiei pe baza de siliciu, care sa favorizeze trecerea
prin barierele de permeabilitate reprezentate de celule si (iii) eliberarea constanta in
citoplasma a unor mici cantitdti de acid metasilicic, HsSiO4, care sa-si exercite

actiunea de bpsltmulant pentru plante.
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grupéri functionale cu caracteristici de legare reversibila sau de complexare a
anionilor anorganici.

Brevetul JPH07484 B2 dezviluie o solutie de acid silicic care contine siliciu la
concentratii ridicate, obtinutd prin addugarea unor agenti de solubilizare la un silicat.
Unul sau mai multi solventi, selectati din grupul reprezentat de etilenglicol,
dietilenglicol, dipropilenglicol, cazeina, gelatina, arginina, histiding, acid L-glutamic,
hidrolizat de proteine din soia si uree, este adaugat la solutiile apoase de silicat, pH-
ul fiind ajustat la valori cuprinse intre 5 si 7 prin adaugare de acid fosforic.

Cererea de brevet WO2014185794 A1 protejeaza o compozitie pe baza de
siliciu, pentru stimularea cresterii plantelor, care contine un compus solubil al
siliciului, in proportie de 0,5-60% (calculat ca SiO,), dizolvat intr-un mediu apos in
prezenta de polizaharide, polioli, acizi fulvici sau a unui amestec al acestora.
Compozitia include si cel putin unul sau mai multi macro- s/sau micro — nutrienti, ca
de ex. azot, fosfor, potasiu, magneziu, calciu, sulf, bor, cupru, fier, mangan,
molibden, zinc, cobalt. Compusii solubili ai siliciului sunt acizii silicici, silicati de sodiu
sau potasiu, sau un amestec al acestora, la un pH cuprins intre 2 si 13. Compozitia
este exemplificata cu manitol, sorbitol, betaina, metionina, glicina si/sau un amestec
al acestora, in proportie de 0,1 la 10%.

Siliciul nu este inca considerat un element esential pentru plante, ci doar unul
cu efecte benefice (Richmond si Sussman, 2003, Current Opinion in Plant Biology, 6:
268-272), Studiile recente au dovedit ca siliciul solubil este unul dintre putinii elicitori
care amorseaza in mod echilibrat diferitele cai metabolice implicate in raspunsul de
aparare din plante (Van Bockhaven et al. 2013. Journal of experimental botany,
64:1281-1293). Actiunea siliciului solubil nu se limiteaza doar la orchestrarea cailor
metabolice implicate in apérarea plantelor fatd de atacul patogenilor si al
daunatorilor, dar are efecte si de: crestere a eficientei de utilizare a nutrientilor;
reducere a toxicitatii metalelor grele; limitare a efectelor stresului hidric (salin, seceta)
Si a stresului termic - inghet, temperatura excesiva (Liang et al. 2015, Silicon in
Agriculture, Springer Netherlands, Dordrecht, 235 pg.). Siliciul solubil are deci toate
caracteristicile unui biostimulant pentru plante (Savvas si Ntatsi 2015, Scientia
horticulturae, http://dx.doi.org/10.1016/j.scienta. 2015.09.010).
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scurtcircuitarea sistemului genetic, autorii brevetului SUA 7879127 revendica o
compozitie care include: una sau mai multe substante cu un continut ridicat in siliciu
(A); unul sau mai multi activatori ai sistemului de apérare din plante — acid salicilic,
chitina, acid abscisic (B); apa, care contribuie la realizarea activitatii ingredientelor
(A) si (B). Compozitia este mentionata ca putand fi aplicata si foliar, dar nu este
exemplificatd sau revendicata in aceasta directie.

In cazul maceratului fermentat de urzica, traditional utilizat in agricultura
organica ca biostimulant pentru plante, s-a dovedit ca ingredientele active sunt acidul
metasilicic, betaina, poliaminele si fragmentele de perete celular (Petrus et al. 2015,
The 2™ World Congress on the Use of Biostimulants in Agriculture, Florenta, 16-19
noiembrie 2015, pg. 81-82).

In cazul compozitiei descrise de brevetul EP2371220 B1 osmolitii adaugati
determina o activare a rezistentei plantelor — de ex. poliaminele (putresceina,
cadaverina, spermina, spermidina) sunt recunoscute pentru rolul lor in activarea
mecanismelor de aparare din plante (Hussain et al. 2011, Biotechnology advances,
29, 300-311). Si in cazul compozitiei prezentate de cererea de brevet WO 2014
185794 A1 unii dintre compusi, cum este de exemplu betaina, au si un rol de activare
a raspunsului defensiv din plante (Ashraf si Foolad 2007, Environmental and
Experimental Botany, 59, 206-216). Acizi organici din cererea de brevet SUA 2014
0116103 A1, care au grupari functionale cu caracteristici de legare reversibila sau de
complexare a anionilor anorganici, formeaza compusi amfifili care pot difuza prin
barierele de permeabilitate. Silicatii utilizati elibereaza lent mici cantitati de siliciu, dar
cu o puternica alcalinizare a mediului, care nu este compatibila cu pH-ul fiziologic al
citoplasmei, necesar desfasurarii procesele metabolice asociate actiunii de
biostimulant.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza o compozitie
care sa includa componente care elibereaza continuu mici cantitati de siliciu, la pH
fiziologic si fara modificarea acestuia, inglobat intr-o structura amfifild, si elicitori cu
rol de permeabilizare a peretelui celular vegetal.

Compozitia conform inventiei este alcatuita din: 20 parti dioxid coloidal de
siliciu; 42,2 parti de esteri etilici ai acizilor grasi din ulei de rapita; 12,9 parti alcool
etilic, 5,5 parti 3,4 parti trigliceride, 9,8 parti lecitina modificata, cu o balanta
hidrofil -

/-

\ mare de 8, 6,4 parti oleat de potasiu, 0,1 parti silicaza
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bacteriana, 0,1 parti expansine fungale, diferenta pana la 100 parti fiind reprezentata
de apa si substante nesaponificabile.

Dioxidul de siliciu coloidal are o suprafata specifica BET cuprinsa intre 270 si
330 m?g, un continut de bioxid de siliciu de min. 98% si genereaza suspensii cu un
pH de 5,5.

Preparatul de silicazd din compozitia de mai sus este un extract proteic
(partial) purificat din bacterii producatoare de astfel de enzime care hidrolizeaza
legatura oxo-silicice, si are o activitate de min. 0,5 pug/ml acid ortosilicic, HsSiO4,
eliberat din silicagel, SiO».nH>0, la temperatura camerei si la pH 7,5, in timp de o
ora, per mg de proteina.

Expansinele fungale din compozitia de mai sus sunt reprezentate de un
extract proteic purificat din microorganismele producatoare de astfel de proteine non-
catalitice, care slabesc reteaua (ligno)celulozica, datorita desfacerii legaturilor de
hidrogen, si care au o activitate de reducere a rezistentei la rupere, in extensometru,
a hartiei de filtru Whatman nr. 3, cu min 20%.

Aplicarea prin tratament foliar a compozitiei de mai sus pentru biostimularea
culturilor de plante nutraceutice Passiflora incarnata L. si Momordica charantia L., in
doze de 2-4 kg/ha, in doua tratamente, la inceputul infloritului si la sfarsitul
infloritului, cu o norma de stropire de 200 litri la inceputul infloritului si de 400 litri la
sfarsitul infloritului, determina o crestere a acumularii compusilor antioxidanti in
frunzele de Passiflora incarnata de cel putin 10% si o crestere a acumularii unor
compusi antidiabetici in frunzele de Momordica charantia de cel putin 15%.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

- Asigura formarea unei compozitii cu rezistenta intrinseca la biodegradare,
datorita continutului de peste 10% alcool etilic, provenit din excesul de la reactia de
trans-etilare sau adaugat in procedeul ulterior de obtinere, care mentine activitatea
apei sub nivelul necesar dezvoltarii micro-organismelor spoliatoare;

- Formeaza suspo-emulsii stabile dupa diluare datorita actiunii combinate de
emulsionare, exercitate de lecitind si de esterii etilici ai uleiului de rapita, si de
crestere a vascozitatii, datorate dioxidului coloidal de siliciu.

- Furnizeaza o solutie tehnica de obtinere a unor compozitii din care rezulta

suspoemulsii a liar cu caracteristici superioare, datoritéa alcoolului etilic care
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apei si a compusilor activi de pe frunze, emulsifiantilor / surfactantilor care
imbunatatesc capacitatea de udare si de acoperire a frunzelor si reduc rata de
formare a picaturilor fine cu grad ridicat de dispersie;
- Elibereaza constant mici cantitati de siliciu, dupa diluare in mediu apos Si
cresterea activitatii apei, datorita activarii silicazei si actiunii ei asupra bioxidului de
siliciu coloidal, partial hidratat;
- Determina permeabilizarea peretelui celular si o eliberarea din acesta in
citoplasma a acidului silicic, datorita expansinelor microbiene care actioneaza asupra
legaturilor de hidrogen cu rol de stabilizare a matricei lignocelulozice;
- Dupa aplicare foliara prezinta caracteristicile unui biostimulant pentru plante,
determinand cresterea eficientei de utilizare a nutrientilor, activind echilibrat
metabolismul secundar din plante si favorizand acumularea de compusi biologic
activi in culturile de plante nutraceutice.

In continuare se prezinta exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a
o limita.

Exemplu 1. 1000 g de ulei degumat de rapita, cu caracteristicile prezentate in
tabelul 1, este adus intr-o autoclava de 2 litri din otel inox, cu sistem de agitare si de

incalzire, sub atmosfera protectoare de azot.

Tab. 1. Caracteristicile uleiului degumat de rapita folosit.

Apa si compusi volatili % m/m 0,4
Substante nesaponificabile % m/m 1,4
Acizi grasi liberi % m/m 1,9
Index de saponificare mg KOH/g 169,5

Compozitia medie in acizi grasi (% m/m): C16: 244; C18: 1,2 ; C18-1: 16,1; C18-2:
24,5; C18-3:7,3; C20-1: 7,3; C22-1: 424

Se dizolva 25 g de hidroxid de potasiu de puritate 98% in 420 g de etanol cu
0,3% apa (200% in exces fata de reactia de trans-esterificare), iar solutia rezultata
este adaugata in autoclav peste uleiul degumat de rapitd. Se porneste agitarea si
incalzirea la 40°C. Dupa un timp de reactie de 8 ore, masa de reactie se raceste la
temperatura camerei. Se colecteaza 1435 g de masa transparenta de reactie (R1) cu
urmatorul continut (% m/m): esteri etilici de acizi grasi din rapita (FAEE) 64,6;
trigliceride 5,1; WQ etanol 20; hidroxid de potasiu 1.5 si apa 0,4,

corespunzand ﬁ/w raﬁém e trans-esterificare de 92,3%. In produsul de reactie
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(R1) la o stocare timp de 1...180 zile nu se separa straturi diferite. 500 g de produs
de reactie (R1) se trateaza sub agitare viguroasa cu 37g de acid oleic tehnic, ale
carui caracteristici sunt prezentate in tabelul 2 de mai jos, pentru a se neutraliza

excesul de hidroxid de potasiu.

Tab. 2. Caracteristicile tehnice ale acidului oleic folosit.

Caracteristica unitate valoare
Indice de aciditate | mg KOH/g | 197,9
Indice de iod gl/100g | 914
Continut de apa % m/m 0,3

Se formeaza o solutie clara, notata (R1.1), care are compozitia (% m/m):
esteri etilici ai acizilor grasi: 60,3; trigliceride 4,8; glicerol 5,5; etanol 18,7; saruri de
potasiu ale acizi grasi exprimate ca oleat 9.2; apa 0.9. 140 g produs intermediat
(R1.1) este amestecat prin agitare viguroasda cu 40 g bioxid de siliciu coloidal
(Aerosil® 300 Pharma, Evonik Resource Efficiency, Hanau-Wolfgang, Germania),
19,6 g lecitina modificata, cu o balanta hidrofil - lipofilda HLB mai mare de 8
(Thermolec® WFC, Archer Daniels Midland) 0,2 g silicaza bacteriana, 0,2 parii
expansine fungale, pentru a obtine compozitia cu efect de biostimulare a plantelor,
pe baza de siliciu cu biodisponibilitate crescuta, destinata aplicarii prin tratament
foliar.

Dioxidul de siliciu coloidal are o suprafata specifica BET cuprinsa intre 270 si
330 m?/g, un continut de bioxid de siliciu de min. 98% Si genereaza suspensii cu un
pH de 5,5. Orice produs cu caracteristicile de mai sus poate fi utilizat pentru
realizarea compozitiei.

Silicaza din compozitia de mai sus este un extract proteic (partial) purificat din
microorganisme producatoare de astfel de enzime care hidrolizeaza legatura oxo-
silicice, si are o activitate de min. 0,5 ug/ml acid ortosilicic, HsSiO4, eliberat din
silicagel, SiO,.nH0, la temperatura camerei si la pH 7,5, in timp de o ora, per mg de
proteina.

Orice preparat enzimatic cu actiune silicazica poate fi utilizat pentru realizarea
compozitiei de mai sus, cum este de exemplu cel realizat pe baza brevetului US

8822188 B2, din culturi de Methanosarcina thermophila. In realizarea compozitiei
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la National Collection of Agricultural and Industrial Microorganisms, Universitatea
Corvinus din Budapesta, care a fost selectata pentru degradarea accelerata a
materialului vegetal provenit tulpinile de cereale, cu un continut ridicat de biosiliciu.

Expansinele bacteriene din compozitia de mai sus sunt reprezentate de un
extract proteic purificat din bacterile producatoare de astfel de proteine non-
catalitice, care slabesc reteaua (ligno)celulozica, datorita desfacerii legaturilor de
hidrogen, si care au o activitate de reducere a rezistentei la rupere, in extensometru,
a hartiei de filtru Whatman nr. 3, cu min 20%. Se poate folosi de ex. preparatul
enzimatic descris de Zhou et al. 2011, World Journal of Microbiology and
Biotechnology, 27, 1905-1910, denumit swolenina (cu actiune similara expansinelor,
de slabire a peretelui celular), obtinut din tulpina S38 de Trichoderma
pseudokoningii. In acest exemplu se foloseste un preparat de expansine T.
harzianum Td50b, numar depozit NCAIM (P) F 001412, selectata pentru abilitatea ei
de a degrada accelerat materialul vegetal.

Compozitia rezultatd este alcatuita din: 20 parti dioxid coloidal de siliciu; 42,2
parti de esteri etilici ai acizilor grasi din ulei de rapita; 12,9 parti alcool etilic; 5,5 parti
glicerol, 3,4 parti trigliceride, 9,8 parti lecitind modificata, cu o balanta hidrofil - lipofila
HLB mai mare de 8, 6,4 parti oleat de potasiu, 0,1 parti silicaza microbiana, 0,1 pari
expansine bacteriene, diferenta pana la 100 parti fiind reprezentata de apa si
substante nesaponificabile

Exemplu 2. S-a realizat un tampon fara siliciu / silicati, constituit din 50 mM
glicina, 50 mM acid citric acid, 50 mM Na,HPO,4, 50 mM ditiotreitol, 100 mM NaCl si
0,5 mM ZnSQO;. Valoarea pH s-a ajustat la 7,5 cu NaOH. Tamponul a fost realizat in
apa fara silicat, apa ultrapura (produsa intr-un aparat Milli-Q® Integral, Merck-
Millipore, Darmstadt, Germania) in recipiente de laborator din material plastic
(Nalgene®, Thermo Scientific Nalge Nunc, Rochester, NY, SUA). In tuburi Eppendorf
(Eppendorf, Hamburg, Germania) de 1,5 ml s-au adus 10 ul de compozitie conform
exemplu 1 si 1 ml de tampon. Amestecul s-a incubat timp de 24 ore la temperatura
camerei, sub agitare. Dupa 24 ore suspo-emulsia s-a centrifugat (13.400 rpm, 15
min, 4°C, pe o centrifuga Eppendorf 5804 R), iar 700 pl de supernatant s-au filtrat
printr-o seringa filtranta (filtre Durapore Millex-GV 22 pm 13 mm diametru, Merck
Millipore). In filjtr/ia; fost determinat continutul de acid ortosilicic liber, cu un kit Merck
(Merck sn«;/%xxw
pe react,ié?rfﬁinf'

ey A . .
ngp%i{ sk'tonii molibdat, pentru a forma un complex colorat de
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silicomolibdat albastru, care poate fi detectat spectrofotometric la 810 nm.
Concentratia absolute de acid silicic a fost calculate dupa constructia unei curbe de
calibrare folosind un standard de siliciu (Merck 170236, Merck-Millipore). Domeniul
de linearitate a fost stabilit pentru intervalul 0-0,25 mM acid silicic. S-a lucrat fata de
un martor, realizat prin amestecarea a 140 g produs intermediat (R1.1) cu 40 g bioxid
de siliciu coloidal (Aerosil® 300 Pharma, Evonik Resource Efficiency), 19,6 g lecitina
modificatd, cu o balanta hidrofil - lipofila HLB mai mare de 8 (Thermolec® WFC,
ADM), care reprezenta compozitia conform Exemplu 1 farda componentele de origine
microbiana. In final s-a constatat ca din compozitia conform Exemplu 1 se elibereaza
cu 125% mai mult acid ortosilicic decat in compozita martor, fara ingredientele de
origine microbiologica.

Exemplu 3. Compozita conform exemplu a fost aplicata pe plante de mazare,
cultivate pe un sistem hidroponic (cu solutii Hoagland complete). Plantele de mazare
erau separate de mediul nutritiv cu tampoane de vata hidrofoba, pentru a evita
contaminarea solutiei nutritive cu solutie aplicata foliar. S-a aplicat un tratament de
stropire cu o solutie de 1% compozitie conform Exemplu 1 si 1% martor, realizat
realizat prin amestecarea a 140 g produs intermediat (R1.1) cu 40 g bioxid de siliciu
coloidal (Aerosil® 300 Pharma, Evonik Resource Efficiency), 19,6 g lecitina
modificata, cu o balanta hidrofil - lipofilda HLB mai mare de 8 (Thermolec® WFC,
ADM), care reprezenta compozitia conform Exemplu 1 fara componentele de origine
microbiana. Produsele au fost aplicate prin stropire cu un atomizor de sticla cu dop
metalic si para de cauciuc (model 15-RD, DeVilbiss Healthcare, Somerset, PA, SUA),
cate 2 ml pe fiecare planta. La 3 zile de la tratament au fost prelevate frunzele si s-a
separat fractia citosolica prin tehnica descrisa de Hernandez et al. 2000, Plant, Cell &
Environment, 23: 853-862. In fractia citosolica s-a determinat acidul ortosilicic cu un
kit Merck (Merck Silicate Assay, 1.14794, Merck-Millipore). Rezultatele au
demonstrat o crestere cu peste 80% a nivelului de acid ortosillicic in plantele tratate
cu o suspoemulsie 1% din compozitia conform Exemplu 1, comparativ cu plante
martor, tratate cu o compozitie asemanatoare, dar din care lipseau componentele
microbiologice.

Exemplul 4. a fost testat efectul tratamentului cu o suspoemulsie de 1%
asupra eficient_fcfe_jp___, it
persica (L.) fB’gt/{sch’)%ﬁ

be i Sy %

VC10 (diafietri o
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jzare a zincului. S-a lucrat cu plantule de piersici (Prunus

red. Doua seminte de piersic au fost plantate in vase
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clasificat si calcinat (Faget, Begaminerale, SiO, min. 96%, Fe,03 max. 0,4%). Dupa
germinarea a fost lasat in fiecare vas numai o planta, cele mai putin dezvoltate fiind
eliminate. In plantulele ramase a fost au fost eliminate cotiledoanele. Plantelor au
fost cultivate in conditii hidroponice cu o solutie Hoagland cu un deficit de 10% Zn.
Baza tulpinii a fost invelita cu o vata hidrofoba si suprafata vasului de crestere a fost
acoperitd cu o folie din material plastic si doua straturi de hartie - prosop pentru a
preveni contaminarea zonelor radiculare cu solutiile aplicate prin stropire.

S-a aplicat doua tratamente de stropire, la 7 si 21 zile de la eliminarea
cotiledonelor, cu o solutie de 1% compozitie conform Exemplu 1 si 1% martor,
realizat realizat prin amestecarea a 140 g produs intermediat (R1.1) cu 40 g bioxid
de siliciu coloidal (Aerosil® 300 Pharma, Evonik Resource Efficiency), 19,6 g lecitina
modificatd, cu o balanta hidrofil - lipofila HLB mai mare de 8 (Thermolec® WFC,
ADM), care reprezenta compozitia conform Exemplu 1 fara componentele de origine
microbiana. Produsele au fost aplicate prin stropire cu un atomizor de sticla cu dop
metalic si para de cauciuc (model 15-RD, DeVilbiss Healthcare), cate 5 ml pe fiecare
planta.

La 2 saptaméni de la ultimul tratament s-a desfiintat experienta. S-a
determinat suprafata foliara primara, suprafata radiculara si continutul de zinc in
tesuturile foliare. O proba de material foliar de 0,5 g, cantarita cu precizie a fost
mineralizata cu un amestec de 30% H,O, (Sigma-Aldrich, Saint-Louis, MO, SUA) si
HNO; 65% (Merck, Germania), (3:5, v/v). Mineralizarea probelor s-a realizat intr-un
digestor cu microunde (Berghof, Eningen, Germania). Dupa mineralizare probele au
fost transferate intr-un balon cotat de 50 ml si diluate cu apa pura miliQ. In solutia
rezultatd s-a determinat continutul de zinc, folosind un sistem Optima 2100 DV ICP-

OES (Perkin-Elmer, Norwalk, CT, SUA). Rezultatele sunt prezentate in tabelul 3.

Tab. 3. Influenta tratamentelor foliare cu siliciu asupra eficientei de preluare si
utilizare a zincului

y Continutul de

Suprafata Suprafatd zinc in

Tratament radiculara :

foliara (cm?) (cm?) tesuturi

(mg/kg)
Martor, tratat cu apa distilata 49,3 55,2 6,2

Martor, compozitie cf. Ex.1,
fard componente micrahiologice 57,8 69,4 6,5
compozitie cf. Eyﬁ’ NN 84,6 109,6 8,7
DL5% [ PR 2\ 5,4 8,2 1,2
(€ 10
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Rezultatele din tabelul 3 dovedesc c& aplicarea prin stropire a compozitiei
obtinute conform Exemplu 1 determind o semnificativa ameliorare a preluarii si
utilizarii  zincului. Acest fapt este cunoscut pentru siliciul aplicat radicular
(Mehrabanjoubani, et al. 2015, Pedosphere, 25, 192-201).

Exemplu 5. Compozitia obtinuta conform Exemplu 1 a fost testatd din punct
de vedere a actiunii de biostimulant pentru plantele nutraceutice, determindndu-se
influenta tratamentelor foliare asupra acumularii compusilor biologic activi in
Passiflora incarnata L. si Momordica charantia L. Plantele nutraceutice au fost
cultivate pe preluvosol roscat molic, fertilizat echilibrat conform recomandarilor
agrochimice. Tratamentele foliare s-au aplicat in a doua decada a lunii mai 2015 si la
inceputul lunii iulie 2015, cand plantele erau la inceputul infloritului, si, respectiv, la
sfarsitul perioadei de inflorit. S-au aplicat doze echivalente a 2 litri’lha de compozitie
conform exemplu la inceputul infloritului, si, respectiv, 4 litri’/ha la sfarsitul infloritului.
S-au aplicat o suspoemulsie de 1% din compozitia conform Exemplu 1, intr-o norma
de stropire echivalenta a 200 I/ha la inceputul infloritului, si de 400 I/ha la sféarsitul
infloritului. Aplicarea solutiilor s-a realizat cu ajutorul unei pompe de spate SG20
(Stihl AG, Waiblingen, Germania), prin stropire de la 40 cm, cu o presiune de stropire
stabilitd la 275 kPa, folosind o duza cu jet plat si deriva limitata (TeeJett® flat-fan
TT11002 model, Spraying Systems Co., Wheaton, IL, SUA). Tratamentele s-au
realizat intr-un experiment care a inclus Si un martor netratat cu dispersii de uleiuri
esentiale, amplasat randomizat in 4 repetitii.

La 2 saptaméni de la tratament s-au prelevat probe in care s-au determinat
principalele ingrediente biologic active.

Materialul vegetal (frunze P. incarnata, fructe M. charantia) a fost uscat la
50°C si apoi a fost extras in etanol 70% (v/v), intr-un raport de 1,5:10 (m/v), la
temperatura camerei, timp de 10 zile. Extractele au fost filtrate, iar filtratele au fost
stocate la 4°C pana la utilizare. Greutatea Tn stare uscata a fost determinata folosind
un analizator de umiditate (Radwag, Radom, Polonia).

In extractul din materialul vegetal de P. incarnata s-a determinat activitatea

antioxidanta, prin masurarea capacitatii respectivelor extracte de stinge: cationii

radicalici pro idul 2, 2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulphonic (ABTS) si

radicalii sibili gontrafi 2

vdoll

2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Rezultatele au fost
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exprimate ca echivalent Trolox (TEAC) / g s.u. si, respectiv, ca % inhibarea DDPH
(Gaspar et al. 2014, Romanian Biotechnological Letters, 19: 9353-9365).

Tab. 4. Activitatea antioxidanta in extractul de material vegetal provenit din
plante de Passiflora incarnata.

TEAC /g s.u. %DDPH

Varianta experimentala Primul Al doilea Primul Al doilea
tratament tratament tratament tratament

Martor, netratat cu siliciu 78,55 + 78,69 = 28,83 = 28,33 =

3.05b 588 12223 1,56b
Iﬁ;‘;”ﬁg:‘fgr}}ﬁgzgf ‘g'sex'1’ 89,34 + 9327+ | 296403= 3350«
» dup 4.2a 6,84a 182a 1,32a

saptamani 1 tratament 4 I/ha

Rezultatele prezentate in tab. 4. demonstreazd ca aplicarea foliara a
compozitiei obtinute conform Exemplu 1, determind o crestere a activitatii
antioxidante de peste 10% in frunzele de P. incarnata. Activitatea antioxidanta este
in directa legatura cu utilizarile fitoterapeutice ale plantelor de Passiflora (Sarris et al.
2013, CNS Drugs, 27: 301-319).

In extractul de material vegetal de M. charantia s-a determinat activitatea de
inhibare a protein-tirozinfosfatazei 1B, o proteina transmembranara majora, cu rol in
diabetul de tip Il, non-insulino-dependent, care este inhibatd de sapogenine
tripertenice de tip cucurbitan din M. charantia. (Zeng et al. 2014. European Journal of
Medicinal Chemistry, 81: 176-180). S-a folosit metoda descrisa de Lund et al. 2004
(Journal of Biological Chemistry, 279:, 24226-24235), folosind ca substrat pNPP
(para-nitro-fenil fosfat). Tamponul de testare (pH 7,4) a fost constituit din 50 mM 3,3-
dimetilglutarate, 1 mM EDTA, 1 mM ditiotreitol a fost ajustat la o tarie ionica de 0.15
M prin adaugarea de NaCl. S-a lucrat in placa de microtitrare cu 96 godeuri, din
polipropilena volum de lucru 250 pl (Nunc™ 96-Well Polypropylene MicroWell™
Plates, Thermo Scientific, Waltham, MA, SUA). Concentratiile corespunzatoare de
extracte (0 si 30 pl) au fost adaugate la tamponul de testare contindnd 0 sau 2,5 mM
pNPP (concentratie finald) in volum total de 200 ul. Reactia a fost initiata de
adaugarea de 20 pl, contindnd 10 unitati protein-tirozinfosfataza (PTP1B, Prospec,

Rehovot IgcaeQ S -a incubat timp de 30 min la temperatura de 37°C. Reactia a fost

a a 30 pl de solutie 0.5 M NaOH. S-a masurat absorbanta in
) 405 nm folosind un cititor de placi (FluoroStar Omega, BMG
\1 j.' .';::','f" <) 12
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LabTech, Offenburg, Germania) cu posibilitatea corectiei absorbantei cauzate de
substrat in absenta enzimei si compusi. Ca martor pozitiv, activitatea de PTP1B a
fost determinata in prezenta vanadatului de sodiu, NazVO,, un inhibitor cunoscut al

activitatii protein-tirozinfosfatazei 1B. Rezultatele s-au exprimat ca % de inhibare si

sunt prezentate in tabelul 5.

Tab. 5. Activitatea de inhibare a protein-tirozinfosfatazei 1B, PTP1B, in

extractele din materialul vegetal provenit din plante de Momordica charantia.

% inhibare PTP1B

Varianta experimentala Primul Al doilea
tratament tratament
o 27,25 = 28,92
Martor, netratat cu siliciu 4.08b 8 74b
Tratament compozitie cf. ex.1, 1 tratament 2 I/ha, 33,94 = 38,32 +
dupa 3 saptamani 1 tratament 4 I/ha 2,42a 5,24a

Rezultatele demonstreaza ca aplicarea foliara a aplicarea foliara a compozitiei
obtinute conform Exemplu 1, determina o crestere a activitatii de inhibare a enzimei
implicate in diabetul de tip Il, protein-tirozinfosfatazei 1B, cu peste 15% in materialul
vegetal de Momordica charantia.

Cornpozitia pe baza de siliciu obtinuta conform Exemplu 1 prezinta
caracteristicile unui biostimulant pentru plante pentru ca activeaza echilibrat
metabolismul secundar din plante si favorizeaza acumularea de compusi biologic

activi in culturile de plante nutraceutice.
Aceastd lIucrare a fost realizatd prin programul Parteneriate in domenii

prioritare — PN I, derulat cu sprijinul MEN — UEFISCDI, proiect PN-1I-PT-PCCA-
2013-4-0995, contract 160/2014 MAIA
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REVENDICARI

1. Compozitie biostimulantd pe baza de siliciu pentru aplicare foliara conform
inventiei caracterizata prin aceea ca este alcatuita din: 20 pani dioxid coloidal de
siliciu; 42,2 pari de esteri etilici ai acizilor grasi din ulei de rapita; 12,9 parti alcool
etilic; 5,5 parti glicerol, 3,4 parti trigliceride, 9,8 parti lecitind modificata, cu o balanta
hidrofil - lipofila HLB mai mare de 8, 6,4 parti oleat de potasiu, 0,1 parti silicaza
bacteriana, 0,1 parti expansine fungale, diferenta pana la 100 parii fiind reprezentata
de apa si substante nesaponificabile.

2. Compozitie biostimulantd pe baza de siliciu pentru aplicare foliara conform
revendicarii 1 caracterizata prin aceea ca dioxidul de siliciu coloidal folosit are o
suprafata specificda BET cuprinsa intre 270 si 330 m?/g, un continut de bioxid de
siliciu de min. 98% si genereaza suspensii cu un pH de 5,5.

3. Compozitie biostimulantda pe baza de siliciu pentru aplicare foliara conform
revendicarii 1 caracterizata prin aceea ca preparatul de silicaza este un extract
proteic (partial) purificat din bacterii producatoare de astfel de enzime care
hidrolizeaza legatura oxo-silicice, si are o activitate de min. 0,5 pg/ml acid ortosilicic,
H4SiOs, eliberat din silicagel, SiO,.nH,0, la temperatura camerei si la pH 7,5, in timp
de o ora, per mg de proteina.

4. Compozitie biostimulanta pe baza de siliciu pentru aplicare foliara conform
revendicarii 1 caracterizata prin aceea ca expansinele fungale sunt reprezentate
de un extract proteic purificat din microorganismele producatoare de astfel de
proteine non-catalitice, care slabesc reteaua (ligno)celulozica, datorita desfacerii
legaturilor de hidrogen, si care au o activitate de reducere a rezistentei la rupere, in
extensometru, a hartiei de filtru Whatman nr. 3, cu min 20%.

5. Compozitie biostimulanta pe baza de siliciu pentru aplicare foliara conform
revendicarii 1 caracterizata prin aceea ca atunci cand este aplicata prin tratament
foliar la culturile de plante nutraceutice Passiflora incarnata L. si Momordica
charantia L., in doze de 2-4 kg/ha, in doua tratamente, la inceputul infloritului si la
sfarsitul infloritului, cu 0 norma de stropire de 200 litri la inceputul infloritului si de 400
litri la sfarsitul infloritului, determina o crestere a acumularii compusilor antioxidanti in

frunzele de Passiflora incarnata de cel putin 10% si o crestere a acumularii unor

compusi antigi

V /A
/3
i o

fein frunzele de Momordica charantia de cel putin 15%.

14



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



