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Prezenta inventie se refera la o compozitie de ceramici poroase, destinata aplicarii
ca ameliorator de sol, in scopul biostimularii plantelor cultivate pe respectivele soluri, cu o
amorsare echilibratd a raspunsului de aparare, urmata de activarea metabolismului secundar
si de cresterea productiei de fitonutrienti, avand aplicatii in agricultura.

Sunt cunoscute diferite tipuri de ceramici poroase destinate utilizarii ca ameliorator
de sol si/sau substrat de crestere pentru plante.

Documentul CN 104030792 A descrie un fertilizator cu eliberare durabila sustinuta,
in componenta caruia se regaseste diatomita, dioxidul de siliciu, iar ca material auxiliar -
silicatul de sodiu, fertilizator ce este destinat imbunatatirii fertilitatii solului si dezvoltarii
culturilor de plante.

CN 103387461 A face referire la un ingrasaméant verde cu eliberare lenta stabila, si
la metoda sa de obtinere. Ingrasdmantul este alcatuit din 78...98,9% fertilizant si 1,1...22%
compus reticular obtinut prin comprimarea unui material cu eliberare lenta si a unui material
auxiliar. Materialul cu eliberare lenta este reprezentat de un mineral anorganic, avand in
componenta oxid de siliciu, iar materialul auxiliar - de un silicat. Acest produs are proprie-
tatea de a reduce viteza de dizolvare a fertilizantului si de a intensifica utilizarea nutrientilor
de catre plante.

CN 104803753 A descrie un fertilizator cu eliberare controlata lenta, bazat pe surse
de carbon, si metoda sa de preparare. Acesta cuprinde, pe 1anga turte din seminte de rapita
si solutie amidonoasa de cassava, si paie de orez, faina de grau, reziduuri de ciuperci
comestibile, sulfat de siliciu, diatomita, pudra de acid humic si atapulgita.

Cererea de brevet US 20150299060 A1 descrie un ameliorator de sol care include
particule de ceramici poroase ca material constituent, in care respectivele particule au o umi-
ditate de minimum 5% (volum), la o valoare a potentialului matric al solurilor, pF, care se
incadreaza intr-un interval de cel mult 2,7, in intreg volumul de particule din sol. Particulele
de ceramica poroasa au un raport de minimum 15% retinere de apa, si o conductivitate
hidraulica in stare saturata de 0,1 cm/s sau mai mare, si sunt destinate mentinerii echilibrului
apei in sol, si asigurarii unui grad de aerare si afanare optim in soluri. Particulele de
ceramica sunt obtinute din argile, namol organic si pamant de diatomee.

Cererea de brevet JP 2012110883 A se refera la o compozitie de ameliorator de sol
(activator) pe baza de ceramici poroase care contin acizi humici, destinate utilizarii ca agent
detoxifiant, pentru absorbtia si fixarea compusgilor (potential) toxici (metale grele, radio-
nuclizi, reziduuri de pesticide) si pentru cresgterea activitatii microorganismelor din sol.

Brevetul US 8728460 B2 descrie o compozitie de ceramici poroase, destinata tratarii
gazonului, terenurilor degradate si solurilor agricole, in care sunt incluse microorganisme
benefice plantelor, si care contine argile de tip smectita, perlita, vermiculita, argile de tip Fuller,
pamant de diatomee, ca si macronutrienti, micronutrienti, hormoni ai plantelor, acizi humici.

Ceramicele poroase sunt cunoscute si ca ameliorator de sol cu caracteristici de
eliberare controlata a nutrientilor pentru plante (Fazakas et al. 2007, Revista Roméana de
Materiale, 37:205-210), dar pana in prezent nu s-au descris compozitii de astfel de ceramici
poroase - amelioratori de sol care sa elibereze controlat siliciu cu biodisponibilitate ridicata
pentru plante, cu activitate de biostimulant.

Siliciul nu este considerat inca 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 aratat ca siliciul are toate caracteristicile unui biostimulant pentru
plante (Savvas si Ntatsi 2015, Scientia Horticulturae, 196:66-81). 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
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Botany, 64:1281-1293). Actiunea siliciului solubil nu se limiteaza doar |la orchestrarea cailor
metabolice implicate in apararea plantelor fata de atacul patogenilor i al daunatorilor, ci are
efecte si de: crestere a eficientei de utilizare a nutrientilor; reducere a toxicitatii metalelor
grele; limitare a efectelor stresului hidric (salin, secetd) si a stresului termic - inghet, tempera-
tura excesiva (Liang et al., 2015, Silicon in Agriculture, Springer Netherlands,
Dordrecht, 235 p.).

Siliciul este preluat de catre radacinile plantelor ca acid ortosilicic, H,SiO,, in concen-
tratii cuprinse intre 0,2 si 0,6 mM (Epstein 1999, Annual Review of Plant Biology, 50: 641-
664). Acidul ortosilicic este un acid foarte slab, cu patru functiuni acide, la care valoarea pKa
cea mai mica este de 9,8 (ller, The Chemistry of Silica, John Wiley & Sons, New York,
1979, p. 207). Aceasta inseamna ca la pH de 9,8 acidul ortosilicic este prezent 50% in stare
nedisociata si 50% in stare disociaté. Intre valorile de pH 2 si 8 acidul ortosilicic este o mole-
cula neutra, complet nedisociata. La concentratii mai mari de 2 mM incepe sa polimerizeze,
prin reactii de policondensare, cu eliberare de apa (Mcintosh, 2012, Physical Chemistry
Chemical Physics, 14: 996-1013).

in plante siliciul indeplineste doua functii majore, una structurala si cealalta fizio-
logica/biochimica (de biostimulant). Functia structurala este asociata raspunsului inteligent
al apoplastului (Nishitani si Demura 2015, Plant and Cell Physiology, 56: 177-179) si
implica, Tn 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 structurala 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 find/orchestrarea cailor meta-
bolice specifice raspunsului de aparare din plante, necesita transportul acidului ortosilicic
(H,SiO,) prin simplast/citoplasma, si implica un sistem cooperat, prezent doar in radacini,
format din acvaporine (proteine membranare care constituie canale pentru transportul facilitat
al apei si al moleculelor mici, neutre/neionizate - nedisociate), din subfamilia NIP-26 (nodulin-
26-like proteins), denumite si metaloido-porine (Pommerrenig et al., 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).

Pentru a furniza siliciu solubil aditional plantelor de cultura se folosesc amendamente
ca zgura bogata in siliciu, diatomee, perlitd sau saruri de calciu, potasiu sau sodiu ale
acidului silicic (Liang et al., 2015, Silicon Sources for Agriculture, in Silicon in
Agriculture, Springer Netherlands, Dordrecht, pp. 225-232). Amendamentele de tip zgura
metalurgica au dezavantajul de a se aplica in cantitati mari, de ordinul tonelor la hectar,
pretul lor de cost redus neputand deseori compensa costurile ridicate de aplicare. Elemen-
tele aditionale prezente, ca, de exemplu: Fe sau Al, reduc biodisponibilitatea siliciului. Acidul
silicic, partial mobil in solutia solului, este precipitat ca argile secundare in contact cu ionii
imobili Fe** si A** (Sommer et al., 2006, Journal of Plant Nutrition and Soil Science, 169:
310-329).

Perlita si diatomita au dezavantajul unei densitati prea mici in comparatie cu cea a
solului si, din aceasta cauza, se separa la suprafata solului dupa precipitatii sau dupa irigare.

Sarurile acidului silicic genereaza prin hidroliza un pH foarte ridicat, acidul silicic fiind
un acid foarte slab. pH-ul ridicat al acestor saruri ingreuneaza aplicarea. De asemenea, saru-
rile acidului ortosilicic sunt eficiente numai pe termen scurt, si au dezavantajul de a genera
concentratii prea ridicate in solutia solului, dincolo de limita de concentratie la care siliciul
solubil este preluat de catre radacini. Peste aceasta limita se genereaza si reactii de
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poli/oligo-condensare, cu formare de specii moleculare de siliciu care nu mai sunt biodispo-
nibile (Spinde et al., 2011. Chemistry of Materials, 23: 4676-4687). Sunt necesare deci noi
produse, care sa asigure o eliberare controlata si lenta a siliciului in solutia solului, sub forma
de acid silicic, FUSICU, si la concentratii mai mici de 1 mM.

Cererea de brevet EP 2331484 A1 revendica pulberi de sticla, cu particule care 90%
au dimensiuni mai mici de 200 um, care au un continut de silice de cel putin 50% si un con-
tinut de oxid de sodiu de cel putin 2%, cu capacitatea de a elibera controlat siliciu biodis-
ponibil in mediile de cultura ale plantelor/pentru plante. Pulberea se obtine prin macinarea
fina a sticlei necolorate continand siliciu, in mori de tipul mori cu bile sau mori cu jet, in pre-
zenta de abur de inalta presiune gi de inalta temperatura, urmata de spalarea cu acid clor-
hidric de minimum 2 M, la temperaturi cuprinse intre 40 si 80°C, si timp de 12 h. Pulberea
elibereaza constant mici cantitati de acid silicic, dar este insa dificil de aplicat o pulbere de
sticla, cu dimensiuni micronice si cu potential iritant mare pentru operatori.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia o reprezinta eliberarea controlata a
siliciului in solutia solului in concentratii optime, biodisponibile pentru plante, in vederea
stimularii dezvoltarii acestora.

Compozitia conform inventiei este constituita din: diatomita 40%, Na,SiO; - 30%,
dioxid de siliciu coloidal - 25% si 5% substrat epuizat de ciuperci Pleurotus cultivate pe paie
de grau, amestecata - omogenizata - granulata in mod continuu, uscata la 105°C si calcinata
la 960°C.

Diatomita utilizata Tn compozitia de mai sus este diatomita cu urmatoarele caracteris-
tici: schelet de silice cu 85...95% SiO,, 6% Al,O,, 1% Fe,O, si 0,35% CaO.

Amestecul de Na,SiO, + sol SiO, (1,5:1) este constituit din solutie apoasa de Na,SiO,
cu continut de substanta solida 33...35% si dioxid de siliciu coloidal, obtinut prin adaugare
treptata in portiuni mici, gi amestecare continua a celor doua componente.

Dioxidul de siliciu coloidal utilizat pentru obtinerea solutiei are o suprafata specifica
BET cuprinsa intre 129 si 155 m2/g, un continut de bioxid de siliciu de minimum 39,50%, si
genereaza suspensii cu un pH de 5,5.

Compozitia conform inventiei elibereaza constant concentratii foarte reduse de siliciu
in solutia solului, care, fiind sub limita de 1 mM, sunt preluate de radacinile plantelor, deter-
minand, atunci cand sunt aplicate in doze echivalente cu 0,2...0,5 kg/mz, amorsarea echili-
brata a raspunsului de aparare din plantele de grau, si cresterea cu peste 50% a nivelului
de compusi biologic activi din plantele de Passiflora incarnata si Momordica charantia.

Compozitia conform inventiei prezintd urmatoarele avantaje:

- se aplica sub forma granulara, in cantitati relativ mici, care se omogenizeaza rapid
cu solul, fara separare ulterioara;

- determina o crestere a capacitatii de retinere a apei in sol, datorita prezentei dioxi-
dului de siliciu coloidal;

- amelioreaza gradul de afanare si aerare din sol, datorita porozitatii ridicate.

in continuare se prezintd exemple de realizare ce ilustreaza inventia fara a o limita.

Exemplul 1

Se amesteca 400 g de diatomita si 50 g substrat epuizat de ciuperci Pleurotus cultivat
pe paie de grau cu 550 g amestec Na,SiO, + sol SiO, (300g Na,SiO, + 250 g sol SiO,). Com-
ponentii solizi (diatomita si substratul de ciuperci) se omogenizeaza intr-un amestecator.
Amestecul Na,SiO, + sol SiO, se dilueaza cu 500 ml apa. Amestecul solid omogenizat se
incarca intr-un granulator cu taler, care efectueaza migcari de rotatie. Solutia apoasa se
pulverizeaza in mod continuu in granulator. Sub efectul umectarii materialul incepe sa se
granuleze. Instalatia de granulare se opreste, cand granulele ajung la 3...8 mm. Materialul
astfel granulat se usuca la 105...110°C, apoi se calcineaza la 960°C.

4
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Diatomita utilizata in compozitia de mai sus este diatomita avand urmatoarele caracte-
ristici: schelet de silice cu 85...95% SiO,, 6% Al,O,, 1% Fe, 0, si 0,35 % CaO. Densitatea in
stare uscata este sub 1 g/cm® (0,15...0,30 g/cm?®), de culoare alba, alb-albastra sau cenusie.

Amestecul de Na,SiO, + sol SiO, (1,5:1) este constituit din solutie apoasa Na,SiO,
cu continut de substanta solida 33...35% si dioxid de siliciu coloidal, obtinut prin adaugare
treptata in portiuni mici si amestecare continua. Dioxidul de siliciu coloidal utilizat pentru obti-
nerea solutiei are o suprafata specifica BET cuprinsa intre 129 si 155 m?/g, un continut de
bioxid de siliciu de minimum 39,50%, si genereaza suspensii cu un pH de 5,5.

Se determina valorile densitatii, porozitatii, pH, si capacitatii de absorbtie a apei.
Pentru determinarea densitatii s-a folosit metoda standardizata conform SR EN 772-13:
2001, care implica uscarea materialului pana la masa constanta, si cantarirea hidrostatica
in conformitate cu EN 772-3. Porozitatea s-a determinat prin metoda descrisa de SR EN ISO
10545-3: 1999. pH-ul a fost stabilit dupa imersarea in apa ultrapura (produsa intr-un aparat
Milli-Q® Integral, Merck-Millipore, Darmstadt, Germania) a 1 g de ceramici poroase méacinate
la moara cu cutit batator pana la dimensiuni de 1...2 mm, prin utilizarea unui electrod de
sticla combinat, legat de un pH-metru (691 Metrohm, Herisau, Elvetia).

Valorile obtinute sunt: densitate - 1000 kg/m?; porozitate - 70%, pH - 8,2.

Exemplul 2

S-a determinat capacitatea granulelor de ceramici poroase de a elibera acid silicic
in solutia solului in amestec cu trei tipuri de sol: preluvosol rogcat molic, Bucuresti Sud;
cernoziom cambic, Fundulea - Calarasi; regosol calcaric, Paulesti - Prahova. Caracteristicile
solurilor utilizate, pentru orizontul 0...15 cm, orizont in care sunt inglobate de obicei granulele
de ceramici poroase dupa aplicarea tratamentelor de sol, sunt prezentate in tabelul 1.

Tabelul 1
Caracteristicile solurilor testate, pentru orizontul 0...15 cm
Caracteristica UM PreILfvusoI rogcgt Cernoziom cambie Regosvol calf:aric
molic Bucuresti Fundulea Paulesti
Humus (Cx 1,72) % 277 33 14
Textura - Luto-argilos Argilo-lutos Luto-nisipos

pH Unitati pH 65 63 73
Total N % 219 179 89
Capacitatea de camp % 267 114 118
CaCo, % 12 0 29
imfga‘:;;‘;r?ia&f meq/100 g 2175 211 213
Fosfor total (AL) ppm 54 28 77
Potasiu mobil ppm 87 98 140
Densitate aparenta g/lem® 112 115 120

Probele de sol prelevate din zonele mentionate au fost uscate, trecute prin sita de
1 mm si omogenizate cu ceramici poroase macinate si cernute prin sita de 1 mm, in proportii
de 0,12%, 0,24 si 0,28%, corespunzand unor doze cuprinse intre 0,2 si 0,5 kg/m?.

Amestecul de sol cu ceramici poroase a fost distribuit in coloane lizimetre de PVC,
de 30 cm lungime si 7,5 cm diametru, prevazute cu capace. Amestecul a fost mentinut in
respectivele coloane lizimetre cu granule poroase de polistiren expandat (2...4 mm, Adeplast,
Ploiesti, Romania), plasate la baza coloanelor. S-au distribuit cate 1,350 kg in fiecare
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coloan3 lizimetru, care s-au umectat la 10% umiditate cu 150 ml apa ultrapura Milli-Q°®.
Coloanele au fost incubate la temperatura camerei (aproximativ 21°C) timp de 56 de zile,
prelevandu-se levigate la 7, 14, 28, 42 si 56 de zile. Pentru obtinerea levigatelor s-a folosit
un volum de 500 ml solutie acid citric 0,01% Tn apa ultrapura. Folosirea acestei solutii diluate
de acid citric are un dublu rol: (/) mentinerea pH-ului prin reducerea la minimum a volatilizarii,
si (if) furnizarea carbonului accesibil necesar mentinerii activitatii microorganismelor (Medina
et al., 2014, Journal of AOAC International, 97: 643-660). Levigarea coloanelor lizimetru
s-a realizat gravitational, iar excesul de solutie s-a indepartat prin vacuum limitat (-0,5 bari),
timp de 2 min. Vacuumarea aceasta limitata este suficienta pentru a permite aerare prin
capacele neetanse ale coloanelor lizimetru, si mentinerea coloanei de sol in conditii aerobe.

Tabelul 2
Eliberarea siliciului din ceramicele poroase in solurile testate, in coloanele lizimetru,
in conditiile experimentale descrise mai sus

Varianta experimentala Siliciu in levigate (mM)
7 14 28 42 56 zile
H,SiO| Si, [H,SIO| Siy [H,SIO| Siy [H,SIO| Siy [H,SIO| Sig
4 4 4 4 4

Preluvusol rogcat + 0,12% 0,25+ | 0,32+ | 0,28+ |0,33+] 0,30+ |0,41+£| 0,32+ | 0,40+ | 0,35+ | 0,44+
ceramici conf. Ex 0,02 | 0,03 | 0,03 | 0,02 ] 0,04 |0,03] 0,03 ] 0,03] 0,04 0,05
Preluvusol rogcat + 0,24% 0,27+ | 0,33+ | 0,29+ |0,35+] 0,31+ |0,43+| 0,36+ | 0,47+ | 0,36+ | 0,48+
ceramici conf. Ex 0,02 | 0,04 | 0,04 10,03 0,05 |0,03] 0,02 | 0,04 | 0,04 | 0,06
Preluvusol rogcat + 0,28% 0,25+ | 0,33+ | 0,28+ |0,37+] 0,32+ |0,44+| 0,23+ | 0,45+ | 0,36+ | 0,47+
ceramici conf. Ex 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,03 ] 0,03 | 0,04 | 0,02 | 0,03 ] 0,03 ]|0,04
Preluvusol roscat (martor netratat | 0,18+ | 0,24+ | 0,17+ |0,25+| 0,18+ |0,25+| 0,18+ | 0,24+ | 0,17+ | 0,24+
Cu ceramici poroase) 0,02 |1 0,02 | 0,04 |0,02| 0,02 |0,04 | 0,03 | 0,02 (0,03 10,03
Cernoziom cambie + 0,12% 0,32+ | 0,44+ | 0,35+ |0,47+] 0,38+ |0,53+| 0,40+ | 0,57+ | 0,42+ | 0,55+
ceramici conf. Ex.1 0,05 | 0,04 | 0,03 10,03 | 0,05 | 0,04 ] 0,05 ] 0,04 | 0,03 |0,05

Cernoziom cambie Fundulea + 0,33+ | 0,45+ | 0,34+ 10,48+ 0,38+ [0,55+| 0,42+ | 0,59+ | 0,45+ | 0,50+
0,24% ceramici conf. Ex.1 0,04 | 0,03 | 0,02 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,04 | 0,05 | 0,03 | 0,05
Cernoziom cambie Fundulea + |0,34+ | 0,45+ | 0,38+ [0,49+| 0,40+ |0,57+| 0,42+ [ 0,57+ | 0,46+ [ 0,58+
0,28% ceramici conf. Ex.1 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,04 | 0,04 | 0,02 ] 0,05 | 0,06 | 0,02 | 0,03
Cernoziom cambie Fundulea 0,20+ | 0,30+ [ 0,22+ 10,32+( 0,21+ |0,35+| 0,23+ | 0,33+ | 0,24+ | 0,35+
(martor netratat cu ceramici 0,03 ] 0,02 | 0,04 |0,04]|0,05]|0,05]| 0,03 ] 0,02 {0,031]0,02
poroase)

Regosol calcaric Paulesti + 0,12%0,28+ | 0,39+ | 0,32+ |0,41+] 0,33+ |0,43+| 0,35+ | 0,47+ | 0,36+ | 0,45+
ceramici conf. Ex.1 0,03 | 0,04 | 0,03 | 0,03 ] 0,05 |0,04 | 0,05 ] 0,03 ] 0,03 ]0,03
Regosol calcaric Paulesti + 0,24%( 0,29+ | 0,40+ | 0,30+ |0,43+] 0,35+ |0,45+( 0,37+ | 0,49+ | 0,38+ | 0,50+
ceramici conf. Ex.1 0,04 | 0,02 | 0,02 | 0,04 | 0,03 | 0,04 ] 0,04 | 0,05 | 0,03 | 0,05

Regosol calcaric Paulesti + 0,28%0,29+ | 0,41+ | 0,33+ |0,44+| 0,36+ |0,47+] 0,38+ | 0,53+ | 0,39+ | 0,51+
ceramici conf. Ex.1 0,03 | 0,02 | 0,03 | 0,04 | 0,04 | 0,02 ] 0,05 | 0,06 | 0,02 | 0,03
Regosol calcaric Paulesti (martor | 0,23+ | 0,30+ | 0,22+ |0,32+( 0,21+ |0,35+| 0,21+ | 0,33+ | 0,22+ | 0,35+
netratat cu ceramici poroase) 0,03 ] 0,02 | 0,04 |0,04]|0,05]|0,05]| 0,03 ] 0,02 {0,031]0,02

Levigatele s-a prelevat in vase din HDPE (Nalgene, Thermo Scientific, Waltham, MA,
SUA). S-au prelevat probe de cate 1 ml de levigat, care a fost diluat cu 4 ml apa ultrapura
in tuburi Eppendorf conice de 15 ml (Eppendorf, Hamburg, Germania). Continutul de acid
ortosilicic liber a fost determinat cu un kit Merck (Merck Silicate Assay, 1.14794, Merck-
Millipore). Acest test colorimetric este bazat pe reactia dintre silicat si ionii molibdat, pentru
a forma un complex colorat de silicomolibdat albastru, care poate fi detectat spectrofoto-
metric la 810 nm. Concentratia absoluta de acid silicic a fost calculata 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.
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S-a lucrat comparativ cu coloane lizimetru martor, care au fost umplute numai cu
diferitele soluri testate, fira adaos de ceramic. in levigate s-a determinat si siliciul total, prin
ICP-OES (Georgiadis et al., 2013, Geoderma, 209: 251-261). Toate probele s-au realizat
in trei repetitii. Rezultatele, prezentate in tabelul 2, demonstreaza ca pentru niciunul dintre
solurile testate nivelul de acid ortosilicic eliberat nu a depasit valoarea de 0,6 mM, uzual
preluata de radacinile plantelor.

Siliciul biodisponibil eliberat din coloana de sol este si rezultatul procesului de disociere
a acidului silicic absorbit pe coloizii solului, determinat la respectivele concentratii reduse de
acidul ortosilicic eliberat in solutia solului (Ronchi et al., 2015, Catena, 133: 85-96).

Exemplul 3

Afost determinat efectul tratamentelor la sol cu ceramicele poroase realizate conform
exemplul 1, asuprainducerii enzimelor specifice raspunsului de aparare din plantele de grau.
Plante de gréau (Triticum aestivum L. Cv. Capo) au fost cultivate in conditii de camera clima-
tica (Economic Lux, Snijders Labs, Tilburg, Olanda), in tavi cu 4 kg de cernoziom cambic,
Fundulea. Umiditatea in tavi a fost mentinuta prin udare zilnica. La varianta experimentala
tratata cu ceramici poroase s-au aplicat 2 g/kg sol (0,2%), macinate la 1 mm si omogenizate
cu solul. Martorul nu a fost tratat cu ceramici poroase. Dupa 35 zile au fost prelevate plantele
de grau, in care s-a determinat activitatea enzimelor specifice inducerii raspunsului de
aparare pe calea acidului salicilic, SA (peroxidaza, EC 1.11.1.7, polifenoloxidaza, EC
1.10.3.1) (Kang si Guo, 2014, Acta Physiologiae Plantarum, 36: 2287-2297) si pe calea
aciduluijasmonic, JA (lipoxigenaza E.C. 1.13.11) (Motallebi et al., 2015, Acta Physiologiae
Plantarum, 37: 1-11).

Frunzele de grau au fost mojarate in prezenta azotuluilichid, La 0,2 g frunze mojarate
s-au adaugat 10 ml de tampon fosfat (0,1 mol, pH-ul de 6.1). Dupa agitare pentru o ora la
frigider, solutia a fost centrifugata la 13000 rpm, timp de 15 min, la 4°C. Supernatantele
(extractele enzimatice) au fost apoi utilizate pentru determinarea activitatii diferitelor oxidaze,
induse diferentiat pe calea SA sau JA. Activitatile peroxidazei, POx, si polifenoloxidazei,
PPO, au fost determinate spectrofotometric, prin cresterea densitatii optice (DO), DO, i,
respectiv, DO,,,. Substraturile utilizate pentru POx si PPO au fost guiacol/H,0, si, respectiv,
catecol. 0,3 ml de extract s-au adaugat peste 1,7 ml de substrat 1 mM in tampon 0,1 M Tris-
HCI, pH de 7,8 (Gomes et al., 2005, Scientia Agricola, 62: 547-551). Activitatea LOx a fost
masurata la 234 nm. Solutia de substrat care continea acid linoleic (Sigma, Sigma Aldrich,
St.Louis, MO, SUA ) a fost pregatita conform metodei Bohland et al., 1997 (Plant Physiology,
114: 679-685), purjatd cu azot si stocata la -20°C, in parti alicote. Pentru determinarea
activitatii LOx s-au diluat 60 ul de extract la 1 ml de tampon fosfat-citrat 0,1 M, pH de 6,2, s-a
adaugat 0,1 ml de solutie substrat, si s-a incubat timp de 15 min la 30°C.

Citirile pentru determinarea activitatii POx si PPO au fost efectuate Th modul dinamic,
in fiecare secunda, timp de 2 min, pe un spectrofotometru UV-VIS Cintra 202 (GBC Scientific
Instrument, Dandenong, Australia). Activitatile enzimatice au fost exprimate in unitati per
gram de substanta proaspata (U/g). O unitate enzimatica POx gi PPO a fost definita ca fiind
acea cantitate de enzima care determina o crestere de 0,1 unitati DO per minut per ml de
extract. O unitate enzimatica LOx este acea cantitate de enzima care determina o crestere
a absorbantei cu 0,001 unitati per minut per ml de extract. Martorii de reactivi utilizati ca refe-
rintd pentru citirile spectrofotometrice au fost tampoanele de extractie si de reactie. Rezul-
tatele sunt prezentate in tabelul 3.
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Tabelul 3

Activitatea enzimelor specifice inducerii raspunsului de apéarare
pe calea acidului salicilic (peroxidaza, POx, polifenoloxidaza, PPQO)
si pe calea acidului jasmonic (lipoxigenaza LOXx) in plantele de gréu

Varianta experimentala

Activitatea Pox
(U/g substanta

Activitatea Pox
(U/g substanta

Activitatea POx
(U/g substanta

proaspata) proaspata proaspata
Martor crescutl ;:?e sol netratat 132 + 17b 142 + 28b 15 + 3b
Cu ceramici poroase
Sol tratat cu ceramici poroase 271 + 28a 252 + 243 25 + 43

conf. Ex. 1,0,2%

Rezultatele obtinute demonstreaza o inducerea echilibrata a raspunsului de aparare
din plantele de grau, sub actiunea tratamentului la sol cu ceramici poroase realizate conform
exemplului 1.

Exemplul 4

S-a testat efectul tratamentelor cu granule de ceramici poroase aplicate ca tratament
la sol, in doz& de 200 g/m? (doua aplicari a cate 100 g, la interval de 3 saptamani), asupra
acumularii compusilor biologic activi in plantele nutraceutice Passiflora incarnata L. Si
Momordica charantia L. Plantele nutraceutice au fost cultivate pe preluvosol roscat molic,
fertilizat echilibrat conform recomandarilor agrochimice. Tratamentele la sol 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. Dupa fiecare tratament s-au recoltat
plantele pentru a fi analizate din punct de vedere al continutului de compusi activi.

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 in 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: cationii radicalici produsi de
acidul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonic (ABTS) si radicalii stabili generati de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Rezultatele au fost exprimate ca echivalent Trolox (TEAC)/g
s.u. si, respectiv, ca % inhibarea DDPH (Gaspar et al., 2014, Romanian Biotechnological
Letters, 19: 9353-9365).

Tabelul 4
Activitatea antioxidanta in extractul de material vegetal
provenit din plante de Passiflora incarnata L.
TEAC/g s.u. %DDPH
Varianta experimentala Primul Al doilea Primul | Al doilea
tratament tratament tratament | tratament
Martor crescut pe sol netratat cu 78,55 + 78,69 + 28,83 + 28,33 +
ceramici poroase 3,05b 5,88b 1,22a 1,56b
Sol tratat cu ceramici poroase conf.
Ex.1, 200 g/m?, doua aplicari a cate 100 | 2000 % 13532+ | 3026+ | 4560+
o ] . s A 1,53a 13,28a 2,13a 1,96a
g, la interval de 3 saptamani
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Rezultatele prezentate in tabelul 4 demonstreaza ca aplicarea la sol a granulelor de
ceramice poroase conform exemplului 1, in doza de 0,2 kg/m?, determina o crestere a activi-
tatii antioxidante de peste 50% 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 L. s-a determinat activitatea de
inhibare a protein-tirozinfosfatazei 1B, o proteina transmembranara majora, cu rol in diabetul
de tip I, 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 de 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 de godeuri, din polipropilena volum de lucru 250 ul
(Nune™ 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 continand 0 sau 2,5 mM pNPP (concentratie finald) in volum total de 200 pl. Reactia
a fost initiata de adaugarea de 20 pl, contindnd 10 unitati protein-tirozinfosfataza (PTP1B,
Prospec, Rehovot, Israel). S-a incubat timp de 30 min la temperatura de 37°C. Reactia a fost
stopata prin adaugarea a 30 pl de solutie 0,5 M NaOH. S-a masurat absorbanta in placa de
microtitrare la 405 nm, folosind un cititor de placi (FluoroStar Omega, BMG 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, Na;VO,, un inhibitor cunoscut al activitatii protein-tirozinfosfatazei 1B.
Rezultatele s-au exprimat ca % de inhibare si sunt prezentate in tabelul 5.

Tabelul 5

Activitatea de inhibare a protein-tirozinfosfatazei 1B, PTP1B, in extractele
din materialul vegetal provenit din plante de Momordica charantia L.
% inhibare PTP1B

Varianta experimentala - -
Primul tratament | Al doilea tratament

Martor crescut pe sol netratat cu ceramici poroase 27,25 +7,08b 28,92 + 8,74b

Sol tratat cu ceramici poroase conf. ex.1, 200 g/m?, 53,47 + 2,63a 62,24 + 5,84a
doua aplicari a cate 100 g, la interval de 3 saptamani

Rezultatele demonstreaza ca aplicarea la sol a granulelor de ceramice poroase, con-
form exemplului 1, in doza de 0,2 kg/mz, determina o crestere a activitatii de inhibare a
enzimei implicate in diabetul de tip I, protein-tirozinfosfatazei 1B, cu peste 50% in fructele
de Momordica charantia L.

Compozitia realizatd conform exemplului 1, aplicatd in doze echivalente cu
0,2...0,5 kg/mz, elibereaza constant in solutia solului concentratii foarte reduse de siliciu, sub
forma de acid ortosilicic, H,SiO,. Acidul ortosilicic, fiind sub limita de 1 mM, este preluat per-
manent de radacinile plantelor si translocat prin simplast. in simplast acidul ortosilicic deter-
mina amorsarea echilibrata a sistemului de aparare din plante, cu activarea concomitenta
a celor doua principale cai ale raspunsului de aparare, calea acidului salicilic si calea acidului
jasmonic in plantele de grau. Activarea echilibrata a raspunsului de aparare este insotita de
activarea metabolismului secundar. La plantele de Passiflora incarnata L. si Momordica
charantia L., cultivate pe soluri tratate cu aceste ceramici poroase, activarea metabolismului
secundarindusa de siliciu determina o crestere cu peste 50% a nivelului de compusi biologic
activi din tesuturile vegetale.
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Revendicari

1. Ceramici poroase cu efect biostimulant, pentru amorsarea echilibrata a raspunsului
de aparare din plante, caracterizate prin aceea ca sunt constituite din: 40% diatomita, 30%
Na,SiO, , 25% dioxid de siliciu coloidal si 5% substrat epuizat de ciuperci Pleurotus cultivat
pe paie de grau, amestecate, omogenizate, granulate in mod continuu, uscate la 104°C si
calcinate la 960°C.

2. Ceramici poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca diatomita
utilizata in compozitie este alcatuita din schelet de silice cu 85...95% SiO,, 6% Al,O;, 1%
Fe,O, si 0,35% CaO.

3. Ceramici poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca amestecul
de Na,SiO, + sol SiO, (1,5:1) este constituit din solutie apoasa de Na,SiO, cu continut de
substanta solida 33...35% si dioxid de siliciu coloidal, obtinut prin adaugare treptata, in
portiuni mici, $si amestecare continua a celor doud componente.

4. Ceramici poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca dioxidul
de siliciu coloidal utilizat pentru obtinerea solutiei are o suprafata specificd BET cuprinsa
intre 129 si 155 m?/g, un continut de bioxid de siliciu de minimum 39,50% si genereaza sus-
pensii cu un pH de 5,5.

5. Ceramici poroase, conform revendicarii 1, caracterizate prin aceea ca elibereaza
constant concentratii sub limita de 1 mM de siliciu in solutia solului, la doze echivalente cu
0,2...0,5 kg/m?, determind amorsarea echilibrata a raspunsului de aparare din plantele de
grau, si cresterea cu peste 50% a nivelului de compusi biologic activi din plantele de
Passiflora incarnata L. si Momordica charantia L.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii i Marci
sub comanda nr. 219/2020
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