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hidrolizat proteic de peste, cu proprietati de biostimulant
pentru plante. Procedeul, conform inventiei, consta in
extractia peptidelor bioactive din subproduse de peste,
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Cerere de brevet de inventie
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o Data dcpcmj_“”z‘]z“ 1
COMPOZITIE DE BIOSTIMULANT PENTRU PLANTE DIN SUBPRODUSE DE
PESTE $1 PROCEDEU DE OBTINERE

Prezenta inventie se refera la un hidrolizat proteic, compus din polipeptide de
gelatind cu masa moleculara mai mare de 5 kDa, cu proprietati de biostimulant
pentru plante, izolat din subproduse de peste, oase, piele, carne, viscere, si la un
procedeu de utilizare al acestuia pentru tratarea semintelor si al granulelor de
fertilizant. Inventia are aplicabilitate in domeniul industriei produselor agrochimice,
fertilizanti cu eliberare controlata si biostimulanti pentru plante.

Sunt cunoscute o serie intreaga de compozitii pe baza de gelatina cu efect de
biostimulant pentru plante. Cererea de brevet US2014087942 A1 descrie compozitii
pentru promovarea cresterii plantelor care utilizeaza gelatind denaturata ireversibil
prin tratament termic si/sau enzimatic. intr-unu!  din exemplele de realizarea,
compozitile pe baz& de gelatind sunt utilizate pentru tratamentul semintelor. in alt
exemplu de realizare compozitiile sunt destinate protejarii embrionilor de plante si a
altor surse de propagare a plantelor. Gelatina este utilizatd inclusiv sub forma de
capsule operculate pentru acoperirea materialului de propagare a plantelor.

Cererea de brevet EP3170393 A1 se referd la un produs pe baza de
polidispersii de gelatina provenita din piele, polipeptide cu masa moleculara de 4-6

kDa, care este utilizat pentru tratarea semintelor de cereale in vederea stimularii

cresterii acestora, si la un procedeu de obtinere a acestora. Faza de extractie a.

gelatinei se desfasoara sub agitare continua, la temperatura de 70...85°C, pe o
durata de 3...5 ore. Pentru faza a doua a procesului, respectiv hidroliza enzimatica,
se aduce pH-ul la o valoarea cuprinsa in intervalul 8,5-9,0, si, sub agitare continua,
se adauga Alcalase 2,4L, intr-o cantitate echivalenta pentru un raport de 2,5..4,5
unitdti enzimatice/gram azot total. Se mentine la temperatura de 63 °C + 2°C pe o
durata de 3....5 ore, sub agitare continua, dupa care se incalzeste la 80...90°C pentru
dezactivarea enzimei. Dispersia calda rezultata dupa hidroliza enzimatica se filtreaza
sub vid pe un filtru Nuce cu un material filtrant cu porozitatea de 2-4 um. Filtratul care
este format din hidrolizatul de colagen cu o masa moleculara medie de 4-6 KDa si
este utilizat pentru obtinerea polidispersiilor de colagen destinate tratarii semintelor
de cereale.

Cererea de brevet US2014100111 A1 prezintd o compozitie de acoperire a

semintelor biodegradabila, care include o formulare de hidrogel pe baza de gelatina
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in combinatie cu o polizaharida sulfatata sau nesulfatatd. Gelatina este de origine
animala, porcind sau bovina, in timp ce polizaharida este de preferinta un derivat de
celuloza cum ar fi sulfat de celuloza, sulfat de dextran, chitosan sulfat, amidon sulfat
si amestecuri ale acestora. Compozitia de acoperire a semintelor poate cuprinde, de
asemenea, un agent de modificare a reologiei, care cuprinde argile, agenti desicanti,
silicagel.

Un dezavantaj al acestor compozitii este dat de rata de degradare rapida in
mediu, care nu protejeaza suficient sdméanta / plantula rezultata din saméanta suficient
timp impotriva stresurilor biotice si abiotice si nu asigurd o promovare de durata a
modificarilor fiziologice favorabile unei asimilari rapide a nutrientilor.

Un alt dezavantaj al acestor compozitii este dat de originea lor din animale
terestre, care genereaza potentiale riscuri de contaminare cu prioni si alti agenti
infectiosi, si care poate determina probleme de acceptanta sociala — din considerente
religioase si/sau etice.

in ultima perioadd se constatd un interes crescut privind obtinerea de
hidrolizate proteice din subproduse rezultate la prelucrarea pestilor. Aceste produse
au o serie de avantaje — nu sunt sursa de prioni si alti agenti infectiosi, nu au
probleme de acceptantd sociald si au unele caracteristici tehnologice superioare,
cum ar fi vascozitatea mai redusa (Jafari et al. 2020, Polymers, 12, 2230).

Subprodusele rezultate in urma prelucrarii pestilor sunt resurse cu valoare

comerciald neglijabild si reprezintd o cauzi majora de poluare a mediului. in scopul -

valorificarii acestor bioresurse s-au dezvoltat procedee de hidroliza pentru a converti
proteinele de peste din materialele neutilizate (cap, piele, viscere, oase, etc) in forme
acceptate de piata. Majoritatea acestor subproduse sunt produse cu un continut
ridicat de colagen, oase, piele, solzi, iar hidrolizatele rezultate sunt predominant
formate din gelatina de peste (Wasswa et al. 2007, Food Reviews International,
23(2), 159-174). sa fie utilizate ca biostimulanti pentru plante (Madende & Hayes,
2020, Molecules, 25(5), 1122).

Tehnologiile enzimatice de recuperare a proteinelor din deseurile de peste
sunt mai eficiente comparativ cu cele chimice, deoarece procesul de hidroliza este
mai usor de controlat, necesitdnd conditii mai blande de lucru. De asemenea,
utilizarea enzimelor determina un grad semnificativ de hidroliza si asigura formarea
de peptide solubile, cu proprietati functionale. Sunt cunoscute o serie de procedee

enzimatice de obtinere a produselor pe baza de peptide extrase din diverse surse de
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peste cu aplicatii industriale. Astfel, brevetul US6753407 B2 se refera la obtinerea de
2 peptide, izolate din branhii de peste oceanic (biban vargat hibrid Morone saxatilis x
Morone chrysops, care prezintd proprietati antimicrobiene — de ex. activitatea
bactericida fata de E coli. Activitatea anti-microbiand a hidrolizatelor de peste este
determinata de prezenta unor cantitati semnificativ de peptide cationice (Lv et al.
2019. Journal of Functional Foods, 63, 103581). Aceste peptide cationice nu sunt
insa retinute in cantitati semnificative atunci cadnd se face separarea polipeptidelor
de tip gelatina. (Zamora-Sillero, 2018 Marine Biotechnology, 20(2), 118-130).

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a realiza o compozitie de
polipeptide din proteine din peste, greutate moleculara mai mare de 5000 Da, care
sa includa si peptide cationice si polipeptide de tip gelatina, cu proprietati tehnologice
(adezivitate pe samanta, efect peliculogen) superioare si caracteristici de
bioactivitate, respectiv activitate de biostimulare plante si anti-microbiana, ridicate,
reproductibile si cu efect de durata.

Compozitia obtinuta conform inventiei, este o pulbere de culoare alb-galbuie,
cu un continut in peptide cu masa moleculard medie mai mare de 5 kDa de peste
85% si care prezinta urmatoarele proprietati bioactive: activitatea antimicrobiana, de
inhibare a unor fitopatogeni fungici, de cel putin 80%, activitate de stimulare a

pompei de protoni de cel putin 30% si de inducere a activitatii a-amilazice de cel
putin 50%.

Procedeul de obtinere al hidrolizatului proteic de peste, conform inventiei, -

consta in urmatoarele etape:

- Spalarea, maruntirea, decalcifierea si delipidizarea subproduselor de peste
prin metode cunoscute, urmata de indepartarea componentelor glucidice prin tratare
cu solutie alcalina de NaOH 0,1 M;

- Hidroliza enzimaticd prin tratare cu endo- si exo-proteaze microbiene,
dizolvate in prealabil in 6-10 volume tampon fosfat 0,2M, pH 7,0-8,5, in raport de
masa enzima: substrat de 1:20-1:60, la 50-70°C, timp de 1-8 ore;

- Inactivarea enzimelor prin incalzirea extractul la 90-100°C, timp de 10-30 min,
urmata de racire si separarea tesutului ne-extras prin centrifugare la 3000...5000
rpm, timp de 30...50 min, ajustarea pH-ului la valoarea 7,0 cu solutii concentrate de
hidroxid de sodiu sau acid clorhidric si tratarea cu glutaminaza, in raport de masa
enzima: substrat de 1:50, la 60°C, timp de 4-5 ore;
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- Inactivarea glutaminazei prin racire la 4°C timp de 15 min, urmatad de
ultrafiltrarea tangentiald, prin folosirea unei membrane filtrante cu fibre de
polisulfona, cu limita de excludere a maselor moleculare de-3000 Da,

- concentrarea retentatului rezultat dupa filtrare la 10...20 % substanta uscata
si uscarea prin pulverizare, la 130-145 °C temperatura de intrare si 80°C temperatura
de iesire.

Subprodusele de peste pot fi resturi de piele, oase, carne si viscere, separate

sau in amestec initial, si provin de preferinta de la ciprinidele de crescatorie, crap

Cyprinus carpio, novac, Arystichtys nobilis, cteno, Ctenopharingodon idella, sanger /
fitofag, Hypophthalmichthys molitrix.

Enzimele folosite sunt subtilizina A, o serin endo-proteaza produsa de Bacillus
licheniformis; un amestec de exo-peptidaze, aminopeptidaze, dipeptilpeptidaze si

endo-proteaze produs de Aspergillus oryzae si glutaminaza produsa de Lactobacillus
rhamnosus.

Inventia prezinta urmatoarele avantaje:
- procedeul descris retine peptidele cationice datorita utilizarii glutaminazei,
care acidifica resturile de glutamina din componenta proteinei;
- procedeul descris in prezenta propunere constituie o metoda optima de
obtinere a polipeptidelor din subproduse de peste (piele, os, camne, viscere);

- peptidele de peste obtinute si testate in vitro prezintd proprietati tehnologice

(adezivitate pe samanta, efect peliculogen) superioare si caracteristici de:

bioactivitate, respectiv activitate de biostimulare plante si anti-microbiana, ridicate,
reproductibile si cu efect de durata;

- .procedeul propus realizeaza o valorificare superioara si eficienta a
subproduselor rezultate in procesele de procesare a pestilor si reduce poluarea
mediului.

In continuare sunt prezentate exemple de realizare care ilustreaza inventia
fara a o limita.

Exemplul 1. O cantitate de 200 g amestec de oase si resturi de carne de
crap, Cyprinus carpio, subprodus rezultat la filetarea carpului, se spald cu apa de
robinet, n flux continuu, timp de 3 ore, apoi cu apa distilata, timp de 30 min, dupa
care tesutul spalat se marunteste mecanic cu ajutorul unei masini electrice de tocat
came cu sitd de 3mm. Pentru decalcifiere, tesutul maruntit se introduce intr-un vas

de laborator prevazut cu agitare, peste care se adauga 2000 ml de solutie HCI 0,2M,

4

kg



RO 135692 A2

timp de 24 ore, la temperatura camerei, cu agitare usoara. Solutia de decalcifiere se
indeparteaza prin filtrare iar {esutul rezultat se spald intens cu apa in flux continuu,
timp de 2 ore si apoi 30 min cu apa distilata. Dupa spalare, peste tesutul decalcifiat si
spalat se adauga 1200 ml amestec acetona/ apa distilata 1:1 in vederea delipidizarii
si se agita timp de 12 ore. Tesutul obtinut dupa filtrare prin filtru textil, se spala cu
apa in flux continuu, pentru eliminarea urmelor de grasime si apoi se introduce intr-
un vas de inox prevazut cu agitator, in care se adauga si 200 ml apa distilata rece si
se omogenizeaza timp de 5 min la o turatie de 500 rpm.

Separat se prepara 1000 ml solutie NaOH 0,1M care se introduce peste

omogenatul preparat mai inainte si se agita la rece timp de 3 ore pentru indepartarea
componentelor glucidice din structura tesutului. Dupa tratamentul alcalin amestecul
se centrifugheaza la 4000 rpm, timp de 20 min si se indeparteaza supernatantul.
Tesutul separat prin centrifugare se spala intens cu apa timp de 2 ore si apoi cu apa
distilata 30 min, dupé care se proceseaza prin hidroliza enzimatica.

intr-un vas de inox prevézut cu manta de termostatare se introduce tesutul
spalat peste care se adauga sub agitare 200 ml Tampon fosfat 0,2 M pH 7,0 in care
s-au dizolvat in prealabil 0,006 g Flavourzyme® (Novozymes, Bagsvaerd,
Danemarca), un amestec de peptidaze, aminopeptidaze, dipeptilpeptidaze si endo-
peptidaze produs de Aspergillus oryzae (Merz et al., Journal of Agricultural and Food
Chemistry, 63(23), 5682-5693). Activitatea amestecului enzimatic folosit este de 500
LAPU/g. O unitate LAPU este acea cantitate de enzima care hidrolizeaza 1 pmol de.
L-leucina-p-nitroanilida pe minut. Orice fel de amestec de enzime cu aceleasi
caracteristici se poate folosi.

‘Hidroliza enzimatica are loc la temperatura de 55°C, timp de 6 ore dupa care
extractul obtinut se Tncalzeste la 90°C, timp de 20 min, pentru stoparea reactiei
enzimatice. Apoi, hidrolizatul se raceste, se centrifugheaza la 5000 rpm timp de 30
min iar supernatantul obtinut se recupereaza si se aduce pH-ul la valoarea 7. Se
adaugd 2,5 ml de glutaminaza, Protana® UBoost (Novozymes), produsa de L.
rhamnosus. Se mentine la 60°C, timp de 5 ore. Activitatea glutaminazei folosite este
de 0,1 unitati (U) glutaminazice. O unitate (U) glutaminazica este definita ca fiind
acea cantitate de enzima care elibereaza 1 umol glutamat eliberat pe minut dintr-o
solutie de 60 mM L-glutamina in tampon fosfat 50 mM. Orice fel de alte enzime cu
aceleasi caracteristici se pot folosi.
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Glutaminaza este inhibata prin racirea vasului la 4°C timp de 15 min. Solutia
rezultata se ultrafiltreaza prin filtrare tangentiala cu ajutorul unei membrane cu fibre
de polisulfond, cu limitd de excludere a maselor moleculare de 3000 Da. Se
recupereaza retentatul, in care se regasesc polipeptidele cu masa moleculara mai
mare de 5 kDa, care se concentreaza la vid pana la 12% substanta uscata si se
usuca prin pulverizare, la 130-145 °C temperatura de intrare si 80°C temperatura de

iesire. In final se obtine hidrolizatul proteic sub forma de pulbere de culoare alb

gdlbuie, care contine polipeptide cu masa moleculard medie peste 5 kDa, cu un

continut de cel putin 85% proteina.

Exemplul 2. Etapele preliminare de spalare a tesutului: maruntire, decalcifiere,
delipidizare si tratament alcalin sunt similare cu cele prezentate in exemblul 1, cu
deosebirea ca delipidizarea se face cu 800 mi izopropanol la temperatura de 40°C,
timp de 5 ore. Tratamentul enzimatic se realizeazd cu Alcalase® (Novozymes,
Bagsvaerd, Danemarca) care se prepara prin dizolvarea a 0,005 g enzima in 250 mi
tampon fosfat 0,2 M pH 8,0 si se adauga peste tesutul rezultat din etapa de
tratament alcalin. Alcalase este o serin endo-peptidaza de tip subtilizina A, produsa
de Bacillus licheniformis. Enzima utilizata avea o activitate de 0,75 unitati Anson per
gram. O unitate Anson este definita ca fiind acea cantitate de enzima care elibereaza
1,0 pmol L-tirozina din hemoglobina pe minut la 25°C, pH 7,5.

Reactia de hidroliza are loc la temperatura de 60°C timp de 5 ore. Etapele de

stopare a reactiei enzimatice, centrifugarea, tratamentul cu glutaminazd si-

ultrafiltrarea se fac in conditiile prezentate in exemplul 1, cu singura diferentd ca
reactia de hidroliza a legaturii amidice din glutamina are loc timp de 5 ore. Solutia
rezultata dupa filtrarea tangentiald cu masa moleculara peste 5 KDa se concentreaza
la 17% prin centrifugare la vid si se usucé prin pulverizare. Dupa uscare se obtine o
pulbere de peptide cu greutate moleculard mai mica de 3000 Da cu un continut de
cel putin 87% proteina.

Exemplul 3. Procedeul de obtinere al peptidelor din peste este similar cu cel
descris in exemplul 1 cu deosebirea ca materia prima a fost un amestec de piele,
oase si carme de peste si cd tratamentul enzimatic se face cu ambele enzime
proteazice, succesiv, astfel:

- in prima etapa se realizeazi hidroliza enzimatica cu 0,005 g Flavourzime®,

dizolvata in prealabil in 150 ml tampon fosfat 0,2 M, pH 7,0, la temperatura de 50°C,
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timp de 5 ore, urmata de inactivarea enzimei prin incalzirea solutiei la 100°C, timp de
15 min;

- solutia rezultatd se raceste, se aduce la pH 8,0 cu hidroxid de sodiu 10 M si se
hidrolizeaza enzimatic cu o solutie de 0,007 g Alcalase®, dizolvata in tampon fosfat
0,2 M, pH 8,0. Reactia de hidroliza se realizeaza la temperatura de 60°C, timp de 6
ore. Dupa stoparea reactiei enzimatice, se aduce pH-ul la 7,0 cu acid clorhidric 10 M,

si se procedeaza conform exemplului 1. Solutia recuperata dupéa ultrafiltrare se

concentreaza la 12% si se usuca sub form& de pulbere, cu ajutorul unui atomizor: '_

Hidrolizatul proteic obtinut are 0 masa moleculara mai mare de 5 kDa, un continut in
proteina de cel putin 90%.

Probele de hidrolizate proteice, obtinute in conformitate cu exempléle de mai
sus, au fost analizate fizico-chimic si biologic. Rezultatele analizelor fizico-chimice si
biochimice au demonstrat ca probele de peptide analizate au prezentat un continut
ridicat in proteina (peste 85% in toate cazurile) si scazut in lipide (sub 2%) si in
cenusa (sub 1,5%).

Exemplu 4. Se lucreaza ca in exemplu 3, numai ca se folosesc subproduse
de novac, Arystichtys nobilis.

Exemplu 5. Se lucreaza ca in exemplu 3, numai ca se folosesc subproduse de
cteno, Ctenopharingodon idella.

Exemplu 6. Se lucreaza ca in exemplu 3, numai ca se folosesc subproduse de
sanger / fitofag, Hypophthalmichthys molitrix.

Exemplu 7. Compozitiile realizate conform Exemplelor 1-6 au fost testate din
punct de vedere al caracteristicilor biologice. A fost determinat efectul de inhibare a
unor fitopatogeni fungici, Sclerotinia sclerotorium si Botrytis cinerea prin tehnica
includerii in mediu de culturd si determinarea reducerii dezvoltarii radiale fatd de
martor. O inhibare de peste 80% fatd de martor este constatata pentru ambele tulpini
pentru compozitiile rezultate din toate exemplele.

Pentru a evidentia efectul stimulativ al extractelor vegetale asupra preluarii
nutrientilor minerali s-a utilizat biotestul pompei de protoni. Pompa de protoni
prezenta in membrana si vacuolele radacinii este agentul responsabil de reglarea
gradientului electrochimic necesar asigurarii energiei de functionare a sistemului de
preluare a nutrientilor, precum si a cresterii celulelor din plante. Pentru realizarea

experimentului de biotestare a fost folosit un test rapid si relativ simplu bazat pe

evidentierea gradului de acidifiere a zonei radacinilor plantelor crescute pe mediu
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agarizat folosind un colorant — indicator de pH, bromcrezol-purpur. Au fost utilizate
plantule de porumb. Pentru toate compozitiile testate a fost determinata o activitate
de stimulare a pompei de protoni, reliefata prin cresterea suprafetei zonei acidificate,
de cel putin 30%.

S-a urmarit efectul compozitilor realizate in ceea ce priveste activitatea
similara fitohormonilor giberelinici. Nivelul de activitate a fost estimat prin biotestul

inducerii a-amilazei din endospermul de orz. In endospermul de orz (ca si in

endospermul altor seminte de plante) inducerea a-amilazei are loc sub actiunea

fitohormonilor giberelici. Acesti fitohormoni sunt produsi in mod normal in timpul
germinatiei de catre embrion si au rolul de a mobiliza rezervele nutritive (amidon) sub
o forma de zaharuri usor de utilizat (glucoza) de catre plantula. Aceasta tehnica este
usor de pus in evidentd prin utilizarea difuzei radiale in gel de agar-amidon,
folosindu-se cariopse de orz cdrora li s-a indepartat embrionul. Biotestele efectuate
au reliefat of o stimulare a inducerii activitatii c-amilazice de cel putin 50%.

Toate compozitile obtinute conform exemplelor de realizare a inventiei au:
activitatea antimicrobiana, de inhibare a unor fitopatogeni telurici, de cel putin 80%,
activitate de stimulare a pompei de protoni de cel putin 75% si de inducere a

activitatii a-amilazice in endospermul de orz de cel putin 50%.
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REVENDICARI

1. Hidrolizat proteic conform inventiei, caracterizat prin aceea ca are un
continut in polipeptide cu masa moleculard medie mai mare de 5 kDa de peste 85%
si urmédtoarele proprietéti bioactive: activitatea antimicrobiand, de inhibare a unor
fitopatogeni telurici, de cel putin 80%, activitate de stimulare a pompei de protoni de

cel putin 75% si de inducere a activitatii a-amilazice de cel putin 50%..

2. Procedeul de obtinere al hidrolizatului proteic de peste, conform inventiei,
caracterizat prin aceea ca este alcatuit din urmatoarele etape: spalarea,
maruntirea, decalcifierea si delipidizarea subproduselor de peste prin metode
cunoscute, urmatd de indepartarea componentelor glucidice prin tratare cu solutie
alcalind de NaOH 0,1 M; hidroliza enzimaticd prin tratare cu endo- si exo-proteaze
microbiene, dizolvate in prealabil in 6-10 volume tampon fosfat 0,2M, pH 7,0-8,5, in
raport de masad enzima: substrat de 1:20-1:60, la 50-70°C, timp de 1-8 ore;
inactivarea enzimelor prin incalzirea extractul la 90-100°C, timp de 10-30 min,
urmata de racire si separarea tesutului ne-extras prin centrifugare la 3000...5000
rpm, timp de 30...50 min, ajustarea pH-ului la valoarea 7,0 cu solutii concentrate de
hidroxid de sodiu sau acid clorhidric si tratarea cu glutaminaza, in raport de masa
enzima: substrat de 1:50, la 60°C, timp de 4-5 ore; inactivarea glutaminazei prin
récire la 4°C timp de 15 min, urmata de ultrafiltrarea tangentiala, prin folosirea unei

membrane filtrante cu fibre de polisulfond, cu limita de excludere a maselor

moleculare de 3000 Da; concentrarea retentatului rezultat dupa filtrare la 10...20 %

substanta uscata si uscarea prin pulverizare, la 130-145 °C temperatura de intrare si
80°C temperatura de iesire.

3. Procedeul de obtinere al hidrolizatului proteic de peste, conform revendicarii 2,
caracterizat prin aceea ca subprodusele de peste pot fi resturi de piele, oase, carne
si viscere, separate sau in amestec initial, si provin de preferinta de la ciprinidele de
crescatorie, crap Cyprinus carpio, novac, Arystichtys nobilis, cteno,
Ctenopharingodon idella, sanger / fitofag, Hypophthalmichthys molitrix.

4. Procedeul de obtinere al hidrolizatului proteic de peste, conform revendicarii 2,
caracterizat prin aceea ca enzimele folosite sunt un amestec de aminopeptidaze,
dipeptilpeptidaze si endo-peptidaze produs de Aspergillus oryzae, si/sau subtilizina
A, o serin endo-peptidaza produsa de Bacillus licheniformis, si glutaminazéa produsa
de Lactobacillus rhamnosus.



	Bibliographic Data / Abstract
	Description
	Claims



