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Prezenta inventie se refera la un procedeu prin care se solubilizeaza fitosiliciul, pen-
tru a se obtine bioproduse pe baza de acid silicic care actioneaza ca biostimulant pentru
plante, avand aplicatii in agricultura.

Sunt cunoscute diferite procedee care au ca scop solubilizarea siliciului din materialul
vegetal. In materialul vegetal (fito)siliciul se regaseste sub doua forme: complexat in hemi-
celulozele din matricea extracelulara (He et al. 2015. New Phytologist, 206: 1051-1062)
sau precipitat ca dioxid de siliciu amorf, SiO, x nH,O (Epstein 1999, Annual Review of
Plant Biology, 50; 641-664). Fitosiliciul, in special cel complexat in matricea extracelulara,
complica semnificativ utilizarea materialului vegetal in procesele de biorafinare (Le et al.
2015, Biofuels, Bioproducts and Biorefining, 9: 109-121), astfel incat solubilizarea luiinca
din primele etape de biorafinare este utila pentru o mai buna prelucrare a materialului vegetal
in (bio)produse chimice.

Principala problema in solubilizarea fitosiliciului este data de tendinta de policonden-
sare a acidul ortosilicic la concentratii mai mari de 2 mM (Mclntosh, 2012, Physical
Chemistry Chemical Physics, 14: 996-1013). Din acest motiv majoritatea procedeelor de
solubilizare a fitosiliciului implica tratamente de extragere in medii alcaline (pH > 10) sau cu
cantitati mari de apa fierbinte.

Brevetul CN 102260116 B se refera la un procedeu de recuperare a fitosiliciului din
pleava de orz, care implica: amestecarea a 50-75% pleava orez, cu 0,5-1,5% consortiu
microbian si cu apa pana la 100%; fermentarea semisolida a amestecului timp de 72 h;
extractia substratului fermentat, cu 20% (procente de masa) solutie NaOH, la 95°C timp de
6 h; filtrarea pentru aindeparta reziduurile dupa extractie si obtinerea extractului de biosiliciu.
Consortiul microbian este alcatuit din Bacillus subtilis, Bacillus laterosporus, si drojdie intr-un
raport in greutate de: 50 pana 80%, 0 pana la 50% si, respectiv, 0 pana la 35%. Procedeul
de solubilizare a fitosiliciului implica utilizarea unei solutii alcaline, la temperaturi ridicate. Si
in acest caz exista un risc ridicat de formare a crustei de silicat.

Brevetul US 7364640 B2 revendica un procedeu chemi-mecanic de desilicifiere a
materialului vegetal fibros, care include alcalinizarea materialului vegetal dezintegrat, pana
la solubilizarea totala a siliciului, separarea prin filtrare a materialului celulozic nesolubilizat,
precipitarea cu acid a siliciului, Tnlaturarea siliciului precipitat si folosirea sa ca materie prima
pentru diverse aplicatii. Acest procedeu este aplicabil in special materialului lemnos provenit
din arbori, care are un continut relativ mic de siliciu. In cazul aplicarii acestui procedeu pentru
desilicifierea unor materiale vegetale cu un continut ridicat de siliciu, cum sunt paie de
cereale de exemplu, riscurile de precipitare necontrolata a silicatilor si de formare a crustei
de silicati sunt semnificative.

Brevetul US 5735916 A dezvaluie un procedeu de producere a etanolului ligninei,
suplimentelor proteice si a silicatului alcalin, care implica macinarea materialului vegetal
pana la 40-60 mesh, de preferabil 50 mesh, extractia in contra-curent, cu un solvent apos,
cu pH cuprins intre 3 si 5,0, de preferabil 4,0 mentinut intre 40 si 60°C, preferabil 50°C. Dupa
extractia acida, materialul solid este re-extras in mediu alcalin, in contra-curent cu solutji de
KOH sau NaOH, de preferabil NaOH, de concentratii cuprinse intre 5% si 50%, de preferabil
50%. Amestecul de silicat alcalin - lignina se separa prin ultrafiltrare pe un dispozitiv de
forma speciala, in care 0 membrana de polisulfona este depusa peste un miez ceramic per-
forat. Materialul ne-extras, constituit predominant din celuloza, este hidrolizat cu acizi si trimis
al fermentare. Procedeul prezinta riscuri de formare a crustei de silicat si nu recupereaza
siliciu pentru aplicatii Tn agricultura.



RO 132515 B1

Cererea de brevet CN 102512461 A protejeaza un procedeu de extractie a
fitosiliciului din Equisetum, care implica solubilizarea cu apa fierbinte, purificare prin trecere
pe coloana cu rasini macroporoase, ultrafiltrarea solutiei pre-purificate, urmata de concen-
trare si uscare prin pulverizare. $i in acest caz riscul ca solutiile de acid silicic concentrate
sa policondenseze necontrolat cu formarea de crusta de silicat sunt considerabile.

Brevetul US 8026086 B2 prezinta un procedeu prin care se produc concomitent siliciu
si cel putin un alt produs chimic de interes industrial, cum ar fi etanolul, care include
urmatoarele etapele: pre-tratarea materialului vegetal cu continut ridicat de siliciu, ca de
exemplu: plante din genul Equisetum, pentru a crea o materie prima cu celuloza expusa;
introducerea respectivei materii prime intr-un reactor, continand un agent biologic eficient in
desfacerea celulozei in cel putin un produs util pentru reactiile chimice ulterioare, si un co-
produs care contine siliciu, separarea a cel putin unui produs util organo-chimic in reactor;
separarea co-produselor care contin fitosiliciu si rafinarea acestora la silice sau alte forme
de siliciu cu utilizari industriale. Agentul biologic utilizat poate fi constituit din bacterii
anaerobe termofile (Clostridium thermocellum, Closiridium thermohydro-sulfuricum si
Thermoanaerobacter ethanolicus), enzime (in special cu activitate celulozolitica, produse de
exemplu de Trichoderma reesei), sau un amestec de enzime si drojdii. Materialul vegetal
rezultat dupa extragerea fitosiliciului este utilizat pentru biorafinare, dar fitosiliciul este utilizat
pentru producere de carbura de siliciu sau tetraclorura de siliciu, si nu pentru obtinerea de
produse utilizabile ca inputuri in tehnologiile agricole.

Reducerea riscului de formare a crustei de silicat se realizeaza prin folosirea unor
agenti de solubilizare prin complexare a siliciului. S-a demonstrat ca o serie de catecolati
naturali, ca de exemplu acidul protocatehuic/acidul 3,4-dihidroxibenzoic sau acidul
galic/acidul 3,4,5-trihidroxibenzoic (Demadis et al 2011, Industrial & Engineering
Chemistry Research, 50: 13866-13876) sau o serie de aminoacizi ca histidina sau fenil-
alanina (Demadis si Mavredaki, 2005, Environmental Chemistry Letters, 3: 127-131) au
capacitatea de a creste rata de dizolvare a siliciul, prin formare de complecsi.

Un exemplu de brevet care implica formarea unor complecsi ai acidului silicic este
brevetul francez FR 2610523 B1, care se refera la un procedeu de obtinere a unui extract
standardizat, care contine siliciu biogen, provenit din Equisetum arvense, caracterizat prin
continutul sau in siliciu si prin prezenta complexelor Si(OR), si Si(OR;),, in care radicalul
organic R poate fi un catecol, o flavona, o zaharida, un acid organic, o vitamina - vitamina
C etc. Procedeul implica insa consumuri ridicate de energie si mari volume de apa, este
specific pentru materialul vegetal provenit din plante de coada calului, la care se regasesc
concomitent cantitati semnificative de siliciu si de agenti de complexare a acidului ortosilicic,
ca de exemplu: catecoli sau flavone, si este destinat obtinerii de suplimente nutritive cu siliciu
biologic, si nu unor produse destinate utilizarii ca inputuri in tehnologiile agricole, de
exemplu: biostimulanti pentru plante.

S-au revendicat compozitii pentru aplicarea foliara a acidului silicic in care com-
plexantii siliciului sunt declarati ca avand o activitate de crestere a biodisponibilitatii acestuia
pentru plante. De asemenea exista evidente care sugereaza translocarea prin xilem a acidu-
lui monosilicic sub forma complexata. Concentratia acidului monosilicic in xilem este, uneori,
cu mult peste limita de solubilitate (circa 2 mM) in apa, fara a se produce formarea
precipitatelor de silice coloidala (Mitani si Ma 2005, Journal of Experimental Botany,
56: 1255-1261).
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Un procedeu prin care s-ar recupera fitosiliciul din materialul vegetal, care ar fi apoi
utilizat pentru realizarea unor inputuri agricole ar contribui la reducerea impactului pe care
agricultura actuala 1l are asupra ciclului biogenic al siliciului (Carey si Fulweiler. 2016,
Functional Ecology, 30, 1331-1339). In pofida abundentei sale in scoarta pdmantului,
rezervorul de siliciu biodisponibil pentru plante in sol este limitat, reciclarea fitosiliciului fiind
esentjala pentru asigurarea pe termen lung a fertilitatii solurilor (Haynes, 2014, Journal of
Plant Nutrition and Soil Science, 177: 831-844). Rolul benefic al siliciului pentru plante a
fost demonstrat prin utilizarea unor mutante care au o capacitate redusa de preluare a
siliciului din sol (Ma si Yamaji, 2015. Trends in Plant Science, 20: 435-442). Exportul de
siliciului din sol prin biomasa recoltata de plante cultivate, fara reciclare, determina reducerea
rezervorului de siliciu solubil/biodisponibil (Vandevenne, 2012, Frontiers in Ecology and
the Environment, 10: 243-248), iar preconizata utilizare pe scara larga in procesele de
biorafinare a resturilor vegetale, in special a celor cu un confinut ridicat de biosiliciu, cum
sunt paiele de grau sau tuleii de porumb, va accentua fenomenele de desiliciere a solurilor.

Sunt necesare deci procedee prin care sa se recupereze fitosiliciul din materialul
vegetal, sub forme cu biodisponibilitate cat mai ridicata pentru plante. Optim ar fi ca aceasta
recuperare sa se realizeze in cadrul etapelor de pre-tratament al materialului vegetal,
premergatoare biorafinarii propriu-zise.

Autorii au constatat ca acizi hidroxicinamici, formati sub actiunea feruoil-esterazei
actioneaza sinergic cu silicaza, solubilizand cantitati semnificative de fitosiliciu.

Silicaza este o polipeptida care catalizeaza hidroliza diferitelor forme de dioxid de
siliciu/silice, inclusiv cel amorf, cu formare de acidul silicic. Acesta polipeptida a fost identifi-
cata si in tulpini bacteriene din genurile Methanosarcina si Bacillus. Aplicatiile ei brevetate
sunt pentru modificarea sticlei, nisipului, azbestului, chip-urilor siliconice pentru computere,
vatei de sticla, fibrei de sticla, fibrelor optice si din siliciu, pentru indepartarea nisipului din
nisipurile bituminoase, pentru indepartarea azbestului si pentru sablare (US 8822188). Nu
a fost descrisa inca utilizarea ei pentru solubilizarea siliciului din materialul vegetal.

Feruoil-esteraza este cunoscuta ca fiind o enzima cu o mare versatilitate pentru
biorafinarea biomasei (Gopalan et al. 2015, Bioresource technology, 193, 534-544), dar
nu a fost descrisa inca utilizarea ei pentru solubilizarea siliciului din materialul vegetal.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a descrie un procedeu care
integreaza aceasta combinatie sinergica de enzime cu pre-tratamentul materialului vegetal
bogat in siliciu pentru recuperarea prin solubilizare a fitosiliciului $i obtinerea unor bioproduse
cu actiune de biostimulant pentru plante.

Procedeul dezvoltat prin aceasta inventie consta in urmatoarele etape:

- gonflarea timp de 2 h a materialului lignocelulozic macinat pana la 2-5 mm, intr-un
solvent eutectic intens, clorura de clorcolina - glicerol 1M: 2M, in raport de 1 parte material
vegetal la 10 parti solvent eutectic;

- omogenizarea materialului lignocelulozic intr-un mixer rotor-stator, urmata de
incalzirea materialului omogenizat timp de 3 h la 85°C;

- adaugarea a 10 parti apa si ultra-omogenizarea amestecului, prin trei treceri printr-
un microfluidizator cu camere ceramice zirconice, la un debit de 50 ml/min si o presiune de
1500 bari;

- adaugarea peste suspensia de material lignocelulozic ultra-omogenizat a unui
15 parti solutie apoasa care contine 1,5 x 107 katali/kg silicaza si 2,5 x 107 katali/kg feruoil
esteraza si incubarea timp de 12 h sub agitare, la o temperatura de 45°C;
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- separarea materialului vegetal recalcitrant prin filtrare si extractia in 2 parti n-butanol
a complexelor siliciu - acizi hidroxicinamici, urmata de concentrarea extractelor pana la 25%
substanta uscata.

Procedeul prezinta urmatoarele avantaje:

- solubilizeaza fitosiliciul si previne depunerea lui ca (poli) silicat datorita complexarii
in acizi hidroxicinamici;

- determina obtinerea unui compus care are caracteristici de biostimulant pentru
plante;

- produce un material lignocelulozic pretratat care este in continuare usor hidrolizabil
prin utilizare de celulaze.

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

Exemplul 1

Intr-un vas de sticla Simax® de 25 L (Kavalier, Sazava, Cehia), prevazut cu manta de
termostatare, agitare mecanica, se adauga 10 kg de solvent eutectic intens clorura de
clorcolina - glicerol 1M: 2M (Scionex, Londra, Marea Britanie) si 1 kg de pleava de orez si
se lasa timp de 2 h la gonflat. Alternativ solventul eutectic se poate prepara prin amestecare
la 80°C a clorurei de clorcolina si a glicerolului, in raportul molar 1:2, si agitare pana se
formeaza un lichid omogen transparent (Abbott et al. 2011, Green Chemistry, 13, 82-90).

n vasul de sticla se introduce un mixer rotor-stator Ultra-Turrax® UTC (IKA Werke,
Staufen) si se omogenizeaza materialului lignocelulozic. Dupa omogenizarea completa,
dovedita de mentinerea in suspensie a materialului vegetal, se ridica temperatura la 85°C,
unde se mentine timp de 3 h.

Se raceste amestecul si se adauga 10 Kg apa distilata. Amestecul de omogenizeaza
din nou cu mixerul rotor-stator, iar apoi se ultra-omognenizeaza prin trei treceri printr-un
microfluidizator cu camere ceramice zirconice, la un debit de 50 ml/min si o presiune de
1500 bari (Microfluidics, Westwood, MA, SUA).

Peste suspensia de material lignocelulozic ultra-omogenizat se adauga 15 kg solutie
apoasa care contine 1,5 x 107 katali/kg silicaza si 2 si 2,5 x 10 katali/kg feruoil esteraza.
Se incuba timp de 12 h sub agitare, la o temperatura de 45°C.

Preparatul de silicaza 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 minimum 1,5 x 10 katali/kg, respectiv 1,5 x 10 moli acid ortosilicic,
H,SiO,, eliberat din silicagel, SiO,-nH,0O, la temperatura camerei si la pH 7,5, in timp de o
secunda, per kg de proteina.

Orice preparat enzimatic cu actiune silicazica poate fi utilizat pentru realizarea com-
pozitiei de mai sus, cum este de exemplu cel realizat pe baza brevetului US 8822188 B2,
din culturi de Methanosarcina thermophila. in realizarea compozitiei conform exemplului s-a
folosit un preparat enzimatic silicazic obtinut dintr-o tulpina de Brevibacillus parabrevis B50,
depozitata cu numarul de depozit NCAIM (P) B 001413 |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.

Preparatul de feruoil-esteraza din compozi{ia de mai sus este un extract proteic
(partial) purificat din bacterii producatoare de astfel de enzime care hidrolizeaza esterii
acidului ferulic, si are o activitate de minimum 2,5 x 107 katali/kg, respectiv 2,5 x 10 moli
p-nitrofenil eliberat din p-nitrofenil ferulat, la temperatura camerei. in cadrul acestui exemplu
s-a folosit un produs Prozomix (Prozomix, Northumberland, Marea Britanie). Orice preparat
enzimatic cu aceleasi caracteristici poate fi folosit.
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Dupa terminarea perioadei de hidroliza a materialului vegetal recalcitrant prin filtrare
sub vacuum de minimum - 0,5 bar, folosind o unitate Sartolab® (Sartorius, Goettingen,
Germania). Filtratul se extrage Tn contracurent, pe o instalatie de sticla Pilot Column (Sulzer
Chem, Stockton-on-Tees, Marea Britanie), cu 2 kg de n-butanol. In extractul butanolic se
determina continutul de acid ortosilicic liber si substanta uscata totala, determinata refrac-
tometric. Continutul de acid ortosilicic liber este determinat cu un kit Merck (Merck Silicate
Assay, 1.14794, Merck-Millipore). Concentratia de acid silicic este calculata dupa constructia
unei curbe de calibrare, folosind un standard de acid silicic (Merck 170236, Merck-Millipore).
Extractul butanolic rezultat dupa extractia in contracurent contine cel putin 5% substanta
uscata, cu cel putin 1,2% acid silicic. Se concentreaza extractul care include complexele de
siliciu, prin evaporare sub vid, cu recuperarea butanolului, prin folosirea unui Rotavapor® R-
300, (Buchi, Flawil, Elvetia).

Materialul lignocelulozic prelucrat conform procedeului se hidrolizeaza mai repede
sub actiunea celulazelor fungice, comparativ cu pleava de orez gonflata in acelasi solvent
eutectic.

Exemplul 2

Se procedeaza ca in exemplul 1, numai ca se folosesc tulei de porumb. Se obtine in
final un extract cu 5% substanta uscata si cel putin 0,8% acid silicic.

Exemplul 3

Se procedeaza ca in exemplul 1, numai ca se folosesc paie de grau. Se obtine in
final un extract cu 5% substanta uscata si cel putin 0,9% acid silicic.

Exemplul 4

Se procedeaza ca in exemplul 1, numai ca se foloseste borhot de orz de la fabricarea
berii. Se obtine in final un extract cu 5% substanta uscata si cel putin 0,7% acid silicic.

Exemplul 5

Extractul rezultat conform exemplului 1 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. A fost aplicat un tratament de stropire cu o solutie de 0,5%
extract conform exemplului 1 si un tratament martor, realizat cu 0,12% acid silicic. 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
descrisd 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
ortosilicicin plantele tratate cu extract 0,5% din compozitia conform exemplului 1, comparativ
cu plante martor, tratate cu acid silicic.

Exemplul 6

Afosttestat efectul tratamentului cu extract rezultat conform exemplul 1, 0,5% asupra
eficientei de utilizare a zincului. S-a lucrat cu plantule de piersici (Prunus persica (L.) Batsch)
ev. Suncred. Doua seminte de piersic au fost plantate in vase VC10 (diametru 10 mm,
inaltime 7,6 cm; volum 0,41 L) umplut cu nisip spalat, clasificat si calcinat (Faget,
Begaminerale, SiO, minimum 96%, Fe,O, maximum 0,4%). Dupa germinare a fost Iasat in
fiecare vas numai o planta, cele mai putin dezvoltate fiind eliminate. Tn plantulele r&mase au
fost eliminate cotiledoanele. Plantele au fost cultivate Tn conditii hidroponice cu o solutie
Hoagland cu un deficit de 10% Zn. Baza tulpinii a fost Tnvelita cu o vata hidrofoba si supra-
fata vasului de crestere a fost acoperita cu o folie din material plastic si doua straturi de
hartie - prosop pentru a preveni contaminarea zonelor radiculare cu solutiile aplicate prin
stropire.
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S-a aplicat doua tratamente de stropire, la 7 si 21 zile de la eliminarea cotiledonelor,
cu o solutie de 0,5% compozitie conform exemplului 1 i 0,12% martor, acid silicic. 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 saptamani de la ultimul tratament s-a desfiinfat experienta. S-a determinat
suprafata foliara primara, suprafata radiculara si continutul de zinc n {esuturile 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 analizat 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 purd 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 1.

Influenta tratamentelor foliare cu extract de fitosiliciu asupra eficientei
de preluare si utilizare a zincului
Tabelul 1

Tratament Suprafata Suprafata Continutul de zinc
foliara (cm?) | radiculard (cm?) | in tesuturi (mg/kg)

Martor, tratat cu apa distilata 46,2 54,6 6,1
Martor, acid silicic 0,12% 58,6 62,2 6,4
Extract conform exemplului 1, 0,5% 86,6 108,7 8,9
DL5% 6,7 8,8 1,4

Rezultatele din tabelul 1 dovedesc ca aplicarea prin stropire a compozitiei obtinute
conform exemplului 1 determina o semnificativa ameliorare a preluarii si utilizarii zincului.
Acest fapt este deja cunoscut pentru siliciul aplicat radicular (Mehrabanjoubani et al. 2015,
Pedosphere, 25, 192-201).

Exemplul 7

Compozitia obtinuta conform exemplului 1 a fost testata din punct de vedere a actiunii
de biostimulant pentru plantele nutraceutice, determinandu-se influenta tratamentelor foliare
asupra acumularii compusilor biologic activi in Passiflora caerulea 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 si la inceputul
lunii iulie, cand plantele erau la inceputul infloritului, si, respectiv, la sfarsitul perioadei de
inflorit. S-au aplicat doze echivalente a 1 L/ha de extract conform exemplului la inceputul
infloritului, si, respectiv, 2 L/ha la sfarsitul infloritului. S-au aplicat o solutii de 0,5% din
extractul conform exemplului 1, intr-o norma de stropire echivalenta a 200 L/ha la inceputul
infloritului, si de 400 L/ha la sfarsitul 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 stabilita 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 siliciu, amplasat
randomizat in 4 repetitii.
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La 2 saptaméni de la tratament s-au prelevat probe in care s-au determinat
principalele ingrediente biologic active.

Materialul vegetal (frunze P. caerulea) 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. caerulea s-a determinat activitatea
antioxidanta, prin masurarea capacitatii respectivelor extracte de stinge: cationii radicalici
produsi de acidul 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulphonic (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).

Activitatea antioxidanta in extractul de material vegetal provenit
din plante de Passiflora caerulea

Tabelul 2
Varianta experimentala TEAC/g s.u. %DDPH
Primul tratament Al doilea Primul Al doilea
tratament tratament tratament

Martor, netratat cu siliciu 75,24 + 4, 15b 76,92 +564b | 27,32 + 1,28a 26,24 +

1,64b
Tratament extract cf. 91,42 + 4, 8a 92,37 +6,42a | 28,42 + 1,65a 34,72 +
ex.1, 1 tratament 1 I/ha, 1,93a

dupa 3 saptamani 1
tratament 2 I/ha

Rezultatele prezentate in tabelul 2 demonstreaza ca aplicarea foliara a extractului
obtinut conform exemplului 1, determina o crestere a activitatii antioxidante de peste 20%
in frunzele de P. caerulea. Activitatea antioxidanta este in directa legatura cu utilizarile
fitoterapeutice ale plantelor de Passiflora (Sarris et al. 2013, CNS Drugs, 27: 301-319).

Extractul pe baza de siliciu obtinut conform exemplului 1 prezinta caracteristicile unui
biostimulant pentru plante pentru ca determina cresterea eficientei de utilizare a nutrientilor
si favorizeaza acumularea de compusi biologic activi in culturile de plante nutraceutice.
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Revendicare

Procedeul de solubilizare a siliciului din material vegetal, caracterizat pin aceea ca,
este alcatuit din urmatoarele etape: gonflarea timp de 2 h a materialului lignocelulozic
macinat pana la 2-5 mm, intr-un solvent eutectic intens, clorura de clorcolina - glicerol 1M:
2M, in raport de 1 parte material vegetal la 10 parti solvent eutectic; omogenizarea
materialului lignocelulozic intr-un mixer rotor-stator, urmata de incalzirea materialului omo-
genizat timp de 3 h la 85°C; adaugarea a 10 parti apa si ultra-omogenizarea amestecului,
prin trei treceri printr-un microfluidizator cu camere ceramice zirconice, la un debit de
50 ml/min si o presiune de 1500 bari; adaugarea peste suspensia de material lignocelulozic
ultra-omogenizat a unui 15 parti solutie apoasa care contine 1,5 x 10 katali/kg silicaza si
2,5 x 10° katali/kg feruoil esteraza si incubarea timp de 12 h sub agitare, la o temperatura
de 45°C; separarea materialului vegetal recalcitrant prin filtrare si extractia in 2 parti n-
butanol a complexelor siliciu - acizi hidroxicinamici, urmata de concentrarea extractelor pana
la 25% substanta uscata.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
sub comanda nr. 362/2021
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