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(57) Rezumat:

Inventia se referd la o compozitie de macerat fermentat
din plante utilizatad ca biostimulant pentru plantele de
cultura si la un procedeu de obtinere a acesteia. Com-
pozitia conform inventiei are urmatorul continut pentru
1 litru de extract fermentat: minim 98 mg de poliamine,
127 mg de acizi hidroxicinamici totali, 320 mg flavo-
noide totale, 200 mg seleniu, 85 mg acid silicic si
21,4 grame oligozaharide pectice siare o activitate anti-
oxidantd de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-
1-picrililhidrazil, de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox/g
extract. Procedeul conform inventiei are urmatoarele
etape:

a) macinarea umeda a materialului vegetal,
care poate fi urzica sau coada calului, pana la dimen-
siuni de 2,5...5 mm si aplicarea la 1 kg de material
vegetal umed a unui pretratament cu microunde, pentru
destructurarea partiala a lignocelulozei, timp de 8 min.,
la o putere se 300 W, pana la o temperatura de 75°C,

b) amestecarea materialului vegetal cu apa
distilata sterild Tn raport de 1 : 10, inocularea materia-
lului cu o tulpina de lactobacili microaerofili in proportie

de 107 ufc pentru fiecare ml de mediu de inoculat,
fermentandu-se in conditii de microaerofilie, timp de
10 zile la temperaturi de 18...20°C,

¢) continuarea fermentarii cu monitorizare
zilnica a activitatii antioxidante, pana la atingerea unei
activitati de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox/g extract,

d) omogenizarea maceratului fermentat prin
treceri de doua ori, la presiunea de 150 MPa, printr-un
omogenizator cu piston si diluarea de 5 ori a omo-
genizatului de macerat cu apa distilata,

e) filtrarea prin strat multiplu de diatomita cu
cel putin 85% silice amorfa si sub 1% silice cristalina,

f) addugarea in filtrat a unei surse de Se,
selenat sau selenit de Se sau drojdie seleniata, pana se
ajunge la 200 mg Se/1 | de compozitie, trecerea filtra-
tului in recipiente de polipropilena si pasteurizarea in
camp de microunde timp de 6 min., la o putere de
450 W, pana la atingerea temperaturii de 85°C.
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MACERAT FERMENTAT DIN PLANTE CU EFECT BIOSTIMULANT S| PROCEDEU
DE OBTINERE

Prezenta inventie se refera la o compozitie de macerat fermentat din plante,
destinat utilizérii ca biostimulant pentru plantele de cultura, ca si la un procedeu de
obtinere a acestei compozitii.

Sunt cunoscute diferite compozitii de macerate / extracte (fermentate) din
plante, cu actiune complexa, de nutritie a plantelor de cultura, de protectie a acestora
fata de agentii patogeni si/sau insecte, si de stimulare a fiziologiei plantelor, inclusiv
prin activarea sistemelor de aparare. Astfel de compozitii sunt obtinute prin: (i)
fermentarea maceratelor diferitelor plante, in special urzica (Urtica dioca) si coada-
calului (Equisetum spp.); (ii) prin extractia diferitelor tipuri de compost vegetal sau (ji)
prin combinarea extractelor lichide de compost cu macerate fermentate de plante.
Aplicarea maceratului de urzica (Urtica dioca) obtinut prin extractia si fermentarea
timp de 14 zile a biomasei de urzica, in proportie de 183 grame la 10 litri de apa, a
determinat o stimulare a cresterii vegetale si a acumularii de fier (Marici¢ et al. 2021,
Sustainability, 13(7), 4042). Maceratul fermentat de E. arvense a determinat o
stimulare a preluarii nutrientilor de catre orezul cultivat intr-o tehnologie de tip low-
input (Valdez si Fernandez, 2008, Philippine Journal of Crop Science, 33(1), 37-58).
Compozitiile de macerate din plante fermentate prezinta doua dezavantaje majore: (i)
stabilitate redusa in timp datoritd unui continut ridicat de compusi organici
biodegradabili si a unei activitafi microbiene intense si (ii) riscuri de sanatate publica
datoritd posibilei prezente a unor bacteriilor enterotoxigene, care pot contamina
recolta de fructe si legume proaspete.

Cererea de brevet W02012054098 A1 descrie un macerat din plante lichid
organic, care include microorganisme, extracte de plante si un aditiv, cu acizi humici
si/sau fulvici, $i un procedeu de transport si depozitare pe termen lung a acestuia.
Procedeul de depozitare pe termen lung implicd meniinerea la temperaturi cuprinse
intre 0 si 6,66°C (32-44°F). Un astfel de procedeu de depozitare pe termen lung este
consumator de energie si nu elimina riscurile pentru sanatatea publicd determinate
de posibila prezenta a bacteriilor entero-toxigene.

Brevetul SUA 7833777 propune stocarea maceratului organic intr-un ambalaj

din poliamida, poliamida coextrudata si polietilena de joasa densitate, permeabil la
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ce permite ca cel putin 50% din micro-organisme sa ramana viabile timp de 12 luni.
Solutia propusa mentine activitatea biologica a maceratului din plante lichid, dar nu
elimina riscurile de sanatate publica asociate posibilei prezente a enterotoxigenilor.

Brevetul FR2608014 prezinta utilizarea piritionatului de sodiu (sarea de sodiu
a 1-hidroxi-2-piridinetionei) pentru stabilizarea maceratului fermentat de urzica (Urtica
dioica). Adaosul acestui microbicid cu spectru larg stabilizeaza produsul pentru
utilizare pe termen lung, elimind riscul prezentei bacteriilor entero-toxigene si
potenteaza actiunea componentelor din maceratul de urzica fatd de o serie de
organisme daunatoare — insecte, agenti fitopatogeni, alge care cresc pe scoaria
arborilor fructiferi. Prezenta unui microbicid cu spectru larg elimina insa actiunea de
stimulare a simbiozelor, micorizale si fixatoare de azot, pe care o exercita maceratul
de urzica, reducandu-i actiunea (mediata) de nutritie a plantelor. De asemenea,
utilizarea unui microbicid chimic de spectru larg restrictioneaza utilizarea produsului
in sistemele de agricultura organica / ecologica (in care nu sunt permise produse de
sinteza chimica).

Cererea de brevet RO130241 AO se referd la un procedeu de stabilizare a
unui macerat de urzica fermentat. Procedeu consta in urmatoarele etape: obtinerea
unui macerat fermentat de urzica, prin macerarea urzicilor tocate in apa de ploaie, in
raport de 1 kg, tulpini si frunze, de urzici tocate, la 10 kg apa de ploaie, si
fermentarea timp de 4..5 zile la temperatura de 18...20°C; omogenizarea la inalta
presiune a maceratului fermentat de urzica, prin treceri repetate de 2 ori la presiunea
de 150 MPa, printr-un omogenizator cu piston prevazut cu valva de tip muchie de
cutit; diluarea de 5 ori a omogenizatului de macerat de urzica fermentat cu apa de
ploaie; filtrarea prin strat multiplu de tifon pentru retinerea particulelor grosiere de
planta; ultrafiltrarea microbiologicd a maceratului diluat si pre-filtrat, prin trecerea pe o
membrana filtrantd din polietersulfona (PES) cu pori de 0,5 ym, la o rata de 500 litri
pe ora si la o diferenta de presiune de 0,2 bari; trecerea aseptica a filtratului steril in
recipiente sterile, inchiderea asepticé a acestora si mentinerea maceratului in locuri
ferite de lumina solara directa si temperaturi excesive.

Dezavantajul compozitiilor stabilizate de macerate fermentate este dat de
reproductibilitatea redusad a efectelor, datoritd variabilitati mari a continutului de
ingrediente active si unui continut scazut de nutrienti (Garmendia et al. 2018. Peerd,

6, e4729). Cererea de brevet CN 104370625 A protejeaza o compozitie alcatuita din
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fosfat monopotasic, 0,6% -2% sulfat de magneziu anhidru, 0,05% -0,5% clorura de
calciu anhidra, 0,05% -0,3% borax si 25% -65% apa, ca si un procedeu de obtinere a
acestuia. Procedeul cuprinde urmatorii pasi: amestecarea materiilor prime si apoi
efectuarea fermentatiei anaerobe timp de 7-15 zile la 28-35° C si filtrarea materialului
fermentat pentru a obtine maceratul fermentat. Procedeul nu include nici o metoda
de asigurare a calitatii si reproductibilitatii procesului de fermentare anaeroba, care
sa determine formarea unui produs stabil, cu rapoarte bine stabilite intre diferitele
ingrediente active si cu efecte reproductibile.

Compusii activi din maceratul de urzica fermentat sunt poliaminele, acidul
silicic si oligomerii sai, polifenolii / flavonoide. Poliaminele sunt regulatori de crestere
ubicuitari pentru plante si microorganisme. Aplicarea exogena a poliaminelor induce
simbioza In legumele inoculate cu Rhizobium (Atici et al., 2005, Symbiosis, 38(2),
163-174) si stimuleaza dezvoltarea micorizelor la plante (Wu et al., 2011, Plant
Science, 21(1), 20-25). Poliaminele exogene stimuleaza raspunsul plantelor la
stresurile biotice (Hussain et al., 2011, Biotechnology Advances, 29(3), 300-311) si
abiotice (Gupta et al.,, 2013, Acta Physiologiae Plantarum, 35(7), 2015-2036). In
maceratul fermentat de urzicaA sau de coada calului poliaminele se formeaza
preponderent datoritd continutului ini{ial foarte ridicat al maceratului de urzica in
amine biogene (histamina) si in proteine cu aminoacizi precursori de poliamine
(argining, lizind). Poliaminele sunt compusii care confera mirosul specific maceratului
fermentat de urzica sau de coada-calului (denumit uzual si purin de urzica sau purin
de coada calului, prin asociere cu zeama fermentatad scursa din balegar, care are
acelasi miros specific, determinat de poliaminele cu denumiri sugestive -
putresceina, cadaverina). ,

Acidul silicic si oligomerii sai sunt o sursa de siliciu cu biodisponibilitate
ridicatda. Rolul siliciului ca element esential pentru plante, mai ales in ceea ce
priveste activarea concomitentd si neantagonista a diferitelor cai ale sistemului de
aparare, a fost recent inteles (a se vedea trecerea in revista - Coskun et al. 2019,
New Phytologist, 221(1), 67-85). Poliaminele cresc biodisponibilitatea siliciului si
actioneaza sinergic in activarea mecanismelor de rezistenta a plantelor la diferitele
forme de stres (Khan et al, 2014, Approaches to Plant Stress and their
Management, Springer, pp 39-52).

Extractele de plante cu continut ridicat de polife ayonoizi sunt repelenti

pentru afide, datoritd actiunii lor de inhibare a hrapif
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Entomologia Experimentalis et Applicata, 128 (1), 147-153). Tesuturile de urzica (U.
dioica) prezinta nivele ridicate de polifenoli, si in special de acid 5-O-cafeoilchinic,
rutind si izo-quercitrind (Orcic et al., 2014, Food Chemistry, 143, 48-53), polifenoli cu
rezistentd crescutd la degradarea microbiana. Aplicarea flavonoizilor determina o
stimulare formarii simbiozelor, inclusiv a celor micorizale (Hassan si Mathesius, 2012,
Jourmnal of Experimental Botany, 63(9), 3429-3444.). Polifenolii au un efect de
biostimulare a plantelor si sinergizeaza efectul siliciului (Ceccarini et al. 2019, Plant
Physiology and Biochemistry, 141, 95-104).

Destructurarea peretului celular vegetal lignocelulozic elibereaza o serie de
oligozaharide, care reprezinta un tipar molecular asociat distrugerilor (DAMP -
dammage-associated molecular patterns), implicat in activarea sistemelor de aparare
din plante (Tanaka si Heil, 2021. Annual Review of Phytopathology, 59, 201-224).
Activarea sistemelor de aparare de catre DAMP este asociata cu metabolismul
poliaminelor (Flury et al, 2013, Plant Physiology, 161(4), 2023-2035) si este
amorsata de siliciu cu bio-disponibilitate crescuta (Van Bockhaven et al., 2013,
Journal of Experimental Botany, 64(5): 1281-1293). Deci eliberarea de DAMP, cu o
actiune de stimulare a mecanismelor de aparare din plante, este sinergica celorlaite
componente active din maceratul fermentat de material vegetal.

Autorii au descoperit ca adaugarea unor mici cantitdti de saruri de seleniu
sinergizeaza suplimentar actiunea de biostimulant a maceratelor din material vegetal.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este de a dezvolta o compozitie
de macerat fermentat din plante, care sa aiba o activitate biologica reproductibila
datorita unei compozitii standardizate, si un procedeu de obtinere a respectivei
compozitii.

Compozitia de macerat fermentat conform inventiei contine minimum 98 mg
de poliamine, 127 mg de acizi hidroxicinamici totali, 320 mg flavonoide totale, 200
mg seleniu, 85 mg acid silicic si 21,4 grame oligozaharide pectice la 1 litru extract
fermentat si are o activitate antioxidanta de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-
picrililhidrazil, de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox per g extract.

Procedeul conform inventiei consta in urmatoarele etape:

v Macinarea umeda a materialului vegetal pana la dimensiuni de 2,5- 5 mm;
v Aplicarea la 1 kg de material vegetal umed a unui pre-tratament cu micro-

unde, pentru destructurarea partiala a lignocelulozei, timp min, la o putere de

300 W, pana la o temperatura de 75°C;
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v Amestecare materialului vegetal cu apa distilata sterila., in raport de 1 kg
material vegetal la 10 kg apa distilata, inocularea materialului cu o tulpina de
lactobacili microaerofili, 107 ufc pentru fiecare ml de mediu de inoculat, si se
fermenteaza in conditii de microaerofilie, timp de 10 zile la temperatura de 18...20°C;
v Continuare fermentarii prin monitorizarea zilnica a activitatii anti-oxidante de
captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, pana la atingerea unei
activitati de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox per g extract;

v Omogenizarea la inalta presiune a maceratului fermentat de material vegetal,
prin treceri repetate de 2 ori la presiunea de 150 MPa, printr-un omogenizator cu
piston prevazut cu valva de tip muchie de cutit;

v Diluarea de 5 ori a omogenizatului de macerat de urzica fermentat cu apa
distilata;

v Filtrarea prin strat multiplu de filtru de diatomita, care contine cel putin 85%
silice amorfa si sub 1% silice cristalina de tip cristobalit;

v Adaugarea in filtrat a unei surse de seleniu, astfel incat continutul de seleniu
din compozitie sa fie de 200 mg seleniu la 1 litru de compozitie;

v Trecerea filtratului Tn recipiente de polipropilena si pasteurizarea acestuia prin
aplicarea unui tratament in camp de microunde, timp de 6 min la o putere de 450 W,
pana la atingerea unei temperaturi de 85°C.

Materialul vegetal folosit poate fi urzica, Urtica dioca sau coada calului,
Equisetum arvense.

Tulpina de lactobacili microaerofili folositd este orice tulpind care are
capacitatea de a produce, dupa o zi de fermentare pe material vegetal, feruloil-
esteraza care are o activitate de cel putin 10 unitati enzimatice per ml de mediu
inoculat.

Sursa de seleniu poate fi selenat de sodiu, selenit de sodiu sau drojdie
seleniata.

Procedeul conform inventiei prezinta urmatoarele avantaje:

- Prezinta o activitatea biologica reproductibila, datorita realizarii unei compozitii
reproductibile, ca urmare a monitorizarii fermentatiei si a continuarii acesteia pana la
o activitate antioxidanta minima;

- Activeaza in mod eficient toleranta plantelor la stresurile abiotice, si in special
la cele hidrice, datorita interactiunii sinergice dintre componente, in special seleniu si

siliciu;
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- Favorizeaza eliberarea acizilor hidroxicinamici din peretele celular datorita pre-
tratamentului cu microunde si fermentatiei cu tulpini de lactobacili microaerofili care
produc cantitati semnificative de feruloil esteraza;

- Asigura obtinerea unei cantitati ridicate de acid silicic in macerat, datorita
utilizérii procedeului de filtrare pe diatomita cu un continut ridicat de silice amorfa,
material care are capacitatea de a elibera acid silicic;

- Prezintda o stabilitate ridicata in timp datoritd ruperii celulelor de
microorganisme in etapa de omogenizare la inalta presiune, a filtrarii pe diatomita si
a pasteurizarii cu microunde;

- Elimina orice bacterie entero-toxigena eventual prezentd ca urmare a ruperii
celulelor de microorganisme in etapa de omogenizare la inalta presiune, a filtrarii pe
filtru de diatomita si a pasteurizarii cu microunde;

Prezenta inventie este ilustratd de urmatorul exemplu.

Exemplu 1. Se iau 3 kg de parti aeriene de urzica, care se macina pe o moara
cu cutite (Willey model 4, Thomas, Thermo Fischer, Waltham, MA, SUA), prevazuta
cu o sitd de 0,5 cm. Se trece materialul vegetal intr-un reactor cu microunde
(Minilabotron 2000, Sairem, Neyron, Franta) si se aplica un pre-tratament cu micro-
unde, pentru destructurarea partiala a lignocelulozei, timp de 8 min, la o putere de
300 W, pana la o temperatura de 75°C. Materialul vegetal pre-tratat se trece intr-un
vas de fermentare (Klarstein, Chal-Tec, Berlin, Germania). Se adauga 30 litri de apa
distilata sterild. Se inoculeaza cu 300 ml dintr-o suspensie care contine 109 ufc/ml.
dintr-o tulpind de lactobacili producatori de feruloil-esteraza, de ex. Lactobacillus
plantarum R1012. Se mentine 1 zi la temperatura de 18...20°C si se preia o proba in
care se determina activitatea feruloil-esterazei. Se determina o activitate de 10 unitati
enzimatice per mi de mediu inoculat. O unitate enzimatica este definita ca fiind aceea
cantitate de enzima care produce 1 umol de acid ferulic per minute din etil-ferulat
(0,39 mM) in tampon fosfat de sodiu (100 mM), la pH 6,5 si la 40°C.

Se continua fermentarea in conditi de microaerofilie timp de 10 zile la
temperatura de 18...20°C. Dupa 10 zile se preia o proba in care se determina
activitatea anti-oxidanta de captare a radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil
printr-o metoda cunoscuta (Sharma si Bhat, 2009, Food Chemistry, 113, 1202-1205).
Fermentarea este monitorizatd zilnic prin determinarea zilnicad a activitatii anti-
oxidante de captare a radicalului DPPH, pana la atingerea unei activitati de cel putin
6,5 mg echivalent Trolox per gram de extract fermentat.

6
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Maceratul fermentat de urzici se omogenizeaza intr-un omogenizator cu
piston, GEA Niro Soavi Arriete NS2006 (GEA Niro Soavi, Parma, Italia) prevazut cu o
valva tip ,muchie de cutit’, doua cicluri la 150 MPa. Omogenizarea la inalta presiune
determina inactivarea celulelor microbiene prin liza indusa de variatile de presiune si
trecerea prin valva tip ,muchie de cutit”, cu exprimarea nutrientilor citoplasmatici, in
special vitamine din grupul B, cofactori metabolici, si a unor componente ale pereteiui
celular microbian care sunt recunoscute de plante ca tipar molecular asociat
microbilor. Maceratul de urzica fermentat omogenizat se dilueaza in raport de 1 la 5
cu apa de ploaie, iar suspensia diluatd se filtreaza prin strat multiplu de diatomita,
care contine cel putin 85% silice amorfa si sub 1% silice cristalina de tip cristobalit
(Clarcel®, Ceca-Arkema, Colombes, Franta). Diatomita nu are numai rol in retinerea
particulelor grosiere de planta, ci si pentru normalizarea nivelului de acid silicic spre
maximul de solubilitate, cunoscut fiind faptul ca diatomita este o sursa de siliciu
solubil (Constantinescu-Aruxandei et al, 2020, Agronomy, 10,1791).

Se adauga in filtrat 0,438 grame de selenit de sodiu la 1 litru, astfel incat
continutul de seleniu din compozitie sa fie de 200 mg seleniu la 1 litru de compozitie.
Compozitia rezultata se trece in recipiente sterilizate, care se inchid aseptic si se
pasteurizeaza prin aplicarea unui tratament in camp de microunde, timp de 6 min la
o putere de 450 W, pana la atingerea unei temperaturi de 85°C.

In trei sarje din fertilizantul lichid obtinut conform procedeului de mai sus s-au
determinat principalele ingrediente active: poliamine, prin cromatografie de nalta
presiune, cu detector de fluorescenta (Bouchereau et al., 2000. Journal of
Chromatography B:, 747(1), 49-67)); seleniul total prin ICP-OES cu generare de
hidruri (Welna et al, 2014, Food Analytical Methods, 7(5), 1016-1023), acidul silicic,
prin tehnica colorimetricA robustd descrisda de Kraska si Breitenbeck, 2010,
Communications in Soil Science and Plant Analysis, 41(17), 2075-20850;
flavonoidele, prin cromatografie de inalta presiune cuplata cu spectrometrie de masa
(Orcic et al., 2014, Food Chemiistry, 143, 48-53) si DAMPS (ca oligozaharide pectice,
prin electroforeza capilara, conform metodei Iui Strdm si Wiliams, 2004,
Carbohydrate Research, 339, 1711-1716.).

Compozitia de macerat fermentat rezultatd contine minimum 98 mg de
poliamine, 127 mg de acizi hidroxicinamici totali, 320 mg flavonoide totale, 200 mg
seleniu, 85 mg acid silicic si 21,4 grame oligozaharide pectice la 1 litru extract
>2<difenil-1-

fermentat si are o activitate antioxidanta de captare a radicalului DEPH; ;
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picrililhidrazil, de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox per g extract. Nivelele
ingredientelor active sunt similare cu cele descrise in literaturd ca avand efectele
specifice de stimulare a raspunsului de aparare din plantevgi de inhibare a hranirii
afidelor.

Exemplul 2. Se lucreaza la fel ca in Exemplul 1, singurele diferente fiind ca se
folosesc parti aeriene de coada calului, E. arvense, ca material vegetal si se adauga
0,4787 g de selenat de sodiu la 1 litru de compozitie, astfel incat continutul de
seleniu din compozitie sa fie de 200 mg seleniu la 1 litru de compozitie.

Exemplu 3. Se lucreaza la fel ca in Exemplul 1, singura diferenta fiind ca se
introduc 100 g de drojdie seleniata, cu un continut de 2 mg seleniu pe 1 g de drojdie.

Exemplu 4. Se testeaza activitatea de biostimulant de crestere a compozitiei
realizate printr-un biotest de finalt randament pentru a se evidentia efectul
biostimulant prin combaterea actiunii stresului hidrosalin. Biotestul de inalt
randament folosit implica germinarea si cresterea plantelor de Arabidopsis thaliana
pe medii in care se aplica un stres hidric salin - solutii de clorura de sodiu (Ugena et
al. 2018, Frontiers in Plant Science 9, 1327) Semintele de A. thaliana (ecotip Col-0)
au fost sterilizate la suprafata si puse la germinat pe placi patrate de 12 cm x 12 cm
contfinand un mediu MS, Murashige si Skoog, (pH 5,7) %2, completat cu un agent de
gelifiere (0,5% Phytagel; Sigma-Aldrich, Germania). Semintele au fost pastrate timp
de 4 zile la 4°C la intuneric . Placile au fost apoi pozitionate vertical intr-o camera de
crestere in conditii controlate, 22°C, 16/8 ore ciclu lumina intuneric, la o intensitate
luminoasa de 120 mmoli einstein/m?/s. La trei zile dupa germinare, rasadurile de
marime similara au fost transferate in conditii sterile in placi cu 48 godeuri (Greiner
Bio-One, Kremsminster, Austria). Fiecare rasad a fost transferat in cate un godeu
umplut cu 850 pl de mediu MS (pH 5,7; completat cu 0,6% Phytagel), la care s-a
adaugat NaCl de 75 si 150 mM, pentru a genera stres salin. S-au aplicat pe fiecare
plantulda un tratament prin picurare cu 50ul de compozitie conform ex.1 si de
compozitie conform ex.1 fara seleniu. Dupa 10 zile de cultivare in conditii controlate,
22°C, 16/8 ore ciclu lumina ntuneric, la o intensitate luminoasa de 120 mmoli
fotoni/m?/s si umiditate de 60%, s-au preluat imaginile plantelor dezvoltate in fiecare
godeu si s-a determinat suprafata foliara prin analiza imaginii. Compozitia cu seleniu
este cu peste 40% mai activa decat cea fara seleniu in protejarea plantelor fata de
stresul hidrosalin.
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REVENDICARI

1. Compozitia de macerat fermentat conform inventiei caracterizat prin aceea ca
are un continut de minimum 98 mg de poliamine, 127 mg de acizi hidroxicinamici totali,
320 mg flavonoide totale, 200 mg seleniu, 85 mg acid silicic si 21,4 grame oligozaharide
pectice la 1 litru extract fermentat si are o activitate antioxidanta de captare a radicalului
DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, de cel putin 6,5 mg echivalent Trolox per g extract.

2. Procedeul conform inventiei caracterizat prin aceea ca este alcatuit din
urmatoarele etape: macinarea umeda a materialului vegetal pana la dimensiuni de 2,5-
5 mm; aplicarea la 1 kg de material vegetal umed a unui pre-tratament cu micro-unde,
pentru destructurarea partiala a lignocelulozei, timp de 8 min, la o putere de 300 W, pana
la o temperaturd de 75°C; amestecare materialului vegetal cu apa distilata sterila., in
raport de 1 kg material vegetal la 10 kg apa distilata, inocularea materialului cu o tulpina
de lactobacili microaerofili, 107 ufc pentru fiecare ml de mediu de inoculat, si se
fermenteaza in conditii de microaerofilie, timp de 10 zile la temperatura de 18...20°C;
continuare fermentarii prin monitorizarea zilnica a activitatii anti-oxidante de captare a
radicalului DPPH, 2,2-difenil-1-picrililhidrazil, pana la atingerea unei activitati de cel putin
6,5 mg echivalent Trolox per g extract, omogenizarea la inalta presiune a maceratului
fermentat de material vegetal, prin treceri repetate de 2 ori la presiunea de 150 MPa,
printr-un omogenizator cu piston prevazut cu valva de tip muchie de cutit; diluarea de 5
ori a omogenizatului de macerat de urzica fermentat cu apa distilata; filtrarea prin strat
multiplu de filtru de diatomita, care contine cel putin 85% silice amorfa si sub 1% silice
cristalind de tip cristobalit; adaugarea in filtrat a unei surse de seleniu, astfel incat
continutul de seleniu din compozitie sa fie de 200 mg seleniu la 1 litru de compozitie;
trecerea filtratului in recipiente de polipropilena si pasteurizarea acestuia prin aplicarea
unui tratament in camp de microunde, timp de 6 min la o putere de 450 W, pana la
atingerea unei temperaturi de 85°C.

3. Procedeul conform revendicarii 2 caracterizat prin aceea ca materialul vegetal
folosit poate fi urzica, Urtica dioca sau coada calului, Equisetum arvense.

4. Procedeul conform revendicarii 2 caracterizat prin aceea ca tulpina de lactobacili
microaerofili folosita este orice tulpina care are capacitatea de a produce, dupa o zi de
fermentare pe material vegetal, feruloil- esteraza care are o activitate de cel putin 10
unitati enzimatice per ml de mediu inoculat.

5. Procedeul conform revendicarii 2 caracterizat prin aceea ca sursa de seleniu
' . . . - L e g
poate fi selenat de sodiu, selenit de sodiu sau drojdie selema%" %
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