MD 1059 Z 2017.03.31

MD 1059 Z 2017.03.31

REPUBLICA MOLDOVA

(19) Agentia de Stat
pentru Proprietatea Intelectuala

an 1059 a3 Z

(51) Int.ClL: A0IC 1/00 (2006.01)

AOQIN 59/00 (2006.01)
AO01IP 21/00 (2006.01)
B82B 3/00 (2006.01)

CO1G 49/08 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

(21) Nr. depozit: s 2016 0029
(22) Data depozit: 2016.02.29

(45) Data publicarii hotararii de
acordare a brevetului:
2016.08.31, BOPI nr. 8/2016

(71) Solicitant: INSTITUTUL DE INGINERIE ELECTRONICA SI NANOTEHNOLOGII "D.

Ghitu", MD

(72) Inventatori: GUTUL Tatiana, MD; MIRONIC Tatiana, MD; NICORICI Andrei, MD
(73) Titular: INSTITUTUL DE INGINERIE ELECTRONICA SI NANOTEHNOLOGII "D. Ghitu",

MD

(54) Procedeu de tratare a semintelor de pepene galben

(57) Rezumat:
1

Inventia se refera la  utilizarea
nanotehnologiilor in agriculturd, in particular
la tratarea semintelor si cresterca rasadurilor.

Procedeul de tratare a semintelor de pepene
galben include Inmuierea semintelor inainte de
semanat timp de 2...3 ore intr-o solutie apoasd
coloidald de mnanoparticule de magnetit
stabilizate cu poli-N-vinilpirolidona

2
Fe;04/PVP in concentratie de 20...100 mg/L si
cu dimensiunile de 10...20 nm, concentratia
poli-N-vinilpirolidonei  utilizate fiind de
0,005...0,01 mol/L.
Revendicari: 1
Figuri: 5



(54) Process for treating melon seeds

(57) Abstract:
1

The invention relates to the wuse of
nanotechnology in agriculture, in particular to
the treatment of seeds and growing of
seedlings.

The process for treating melon seeds
comprises soaking of seeds before sowing for
2...3 hours in an aqueous colloidal solution of
magnetite nanoparticles stabilized with poly-

(54) Coco0 00paboTKH CeMSsIH AbIHU

(57) Pedepar:
1

Hzobperenue OTHOCUTCS K
UCITOJIB30BAHHI0 HAHOTEXHOJIOIUH B CEIHCKOM
XO35HCTBE, B YaCTHOCTH K 00pabOTKe CeMsH U
BBIPAIIUBAHUE PACCAIBL.

Crrocod 00pabOTKH CEeMSH JIBIHN BKITIOYACT
3aMAUUBAHUE CEMSH HEPE/] IIOCEBOM B TCUCHUE
2...3 4acoB B KOIWIOHJHOM BOJHOM DPacTBOPE
HAHOYACTHI[ MATHCTUTA CTAOWIN3UPOBAHHBIX

2

N-vinylpyrrolidone  Fe;O4PVP  in  the
concentration of 20...100 mg/L. and with the
dimensions of 10...20 nm, the concentration of
used  poly-N-vinylpyrrolidone  being of
0.005...0.01 mol/L.

Claims: 1

Fig.: 5

2
nonu-N-uHmIIpponugonom  Fe;O4/PVP B
koHmenTparun 20...100 mrvur u ¢ pasmepaMu
10...20 ®BM, ©TpH 3TOM  KOHIICHTPAIUSL
UCIIONIF30BAHHOTO  ITOIH-N-BHHUIITHPPOIH-
noua cocrasiger 0,005...0,01 monp/i1.

I1. popmymsr: 1
Qur.: 5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

MD 1059 Z 2017.03.31

3

Descriere:

Inventia se referd la utilizarea nanotehnologiilor in agriculturd, in particular la
tratarea semintelor si cresterca rasadurilor.

Este cunoscut un procedeu de tratare cu lichid feromagnetic a culturii Zea mays
(porumb) mtr-um mediu coltural. Concentratia nanoparticulelor magnetice este de 4,4%,
iar dimensiunea medie a acestora este de 10 nm. La utilizarea acestei concentratii de
ferofluid se observa un efect de stimulare [1].

Dezavantajul acestui procedeu constd in utilizarea concentratiilor inalte de ferofluid,
care este scump, de asemenea, pe parcursul sintezei nu se utilizeazd un agent
stabilizator, ceea ce fmpiedicd péatrunderea substanielor active prin peretele celolar al
semintelor.

Este cunoscutd compozifia pentru retinerea umiditatii in sol, care contribuie la
imbunatatirea cresterii plantelor in sol uscat. Compozitia lichidului cultural contine un
amestec din particule de oxid de fier cu dimensnmile de 50 pm si metabisulfit de
potasiu. Compozitia datd nu inhibd germinarca semintelor de ardei, rosii, floarca-
soarelui si grau, iar germinarea semintelor de porumb si de ardei verde a fost partial
stimulata. In comparatie cu plantele de control, probele tratate cu solutia de oxid de fier
au dezvoltat un sistem radicular puternic [2].

Dezavantajul acestei compozitii constd in utilizarea oxidului de fier de dimensmni
micronice, ceea ¢e cauzeazi obfinerea unor parametri morfologici insuficienti.

Este cunoscut procedeul de tratare a semintelor de Lolium perenne (secard) si
Cucurbita mixta cu nanoparticule de FesO4, acoperite cu un invelis de poli-N-
vinilpirolidond (PVP). Semintele plantelor au fost tratate cu suspensie de FesO4 /PVP §i
lasate pentru germinare In amestecul cultural cu concentratia de 30 si 100 mg/L.
Lungimea radacinilor si lungimea germenilor de plante nu au variat semnificativ fatd de
plantele de control [3].

Dezavantajul acestui procedeu constd in utilizarea PVP 1n concentratie mare, ceea ce
aparent blocheaza patrunderea nanoparticulelor in celulele vegetale ale semintei.

Este cunoscut procedeul de tratare a semintelor de grau de primdvard Triticum
aestivum cu diferite forme de fier. La tratarea semintelor cu solutia apoasd coloidald de
nanoparticule de magnetit, stabilizate cu poli-N-vinilpirolidond in concentratie de 0,125
g/L, germinarea semintelor a atins randamentul de 95%. Nanoparticulele de magnetit au
stimulat dezvoltarea sistemului radicular §i a lastarilor de Trificum aestivum, fund
observatd o crestere maximd a valorilor parametrilor morfometrici in cazul utilizarii
nanoparticulelor de magnetit in concentratie de 0,25 g/L (cresterea lungimii 1astarilor cu
23,3%) si de 0,125 g/L (cresterea lungimii radacinilor cu 68,6% si a numdrului de
radacini cu 9,5%) [4].

Dezavantajul acestui procedeu constd in concentratia mare a solufiei de magnetit.

Cea mai apropiatd solutie este stimulatorul de crestere si destructorul de pesticide in
formd de nanoparticule de Fe;Os (magnetit) invelite cu PVP, care se utilizeazd in
calitate de stabilizator, cu dimensiunile nanoparticulelor de 55...200 nm, in functie de
tehnologia aplicatd. Efectul maxim morfologic este atins la utilizarea solutiei de
Fe;04/PVP 1n concentratie de 50 mg/L, lungimea radacinii plantei crescand cu cca 40%,
iar lungimea hipocotililor — cu 180% in raport cu probele de control. S-a demonstrat i
eficienta acestui preparat la descompunerea erbicidului trifluralin — un erbicid din grupa
III de toxicitate {5].

Dezavantajul acestei solutii constd in diametrul mare al nanoparticulelor, care
fmpiedica patrunderea acestora prin membrana celulard a semintelor.

Problema pe care o rezolva inventia constd In madrirea permeabilitatii celulare a
semintelor culturii  Cucumis melo (pepene galben), Imbunatifirea parametrilor
morfologici ai rdsadurilor §i sporirea energiei germinative §i a germinatiei semintelor.

Procedeul, conform inventiei, inldturd dezavantajul mentionat mai sus prin aceea ca
include ITnmuierea semintelor Inainte de semanat timp de 2...3 ore intr-o solutie apoasa
coloidald de nanoparticule de magnetit stabilizate cu poli-N-vinilpirolidond Fe;O4/PVP
in concentratie de 20...100 mg/L si cu dimensiunile de 10...20 nm, concentratia poli-N-
vinilpirolidonei utilizate fiind de 0,005...0,01 mol/L.
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Rezultatul tehnic al inventiei constd in imbunitafirca parametrilor morfologici ai
rasadurilor §i sporirea energiei germinative s1 a germinatiei semintelor. Efectul maximal
morfologic a fost demonstrat prin cresterea lungimii plantelor cu 43...50% si a lungimii
hipocotilului cu 179...267%.

Inventia se explicd prin desenele din fig. 1-5, care reprezinta:

- fig. 1, imaginile SEM ale nanoparticulelor de Fe;O04/PVP;

- fig. 2, difractograma XRD a nanoparticulelor de Fe;O4/PVP;

- fig. 3, spectrul FTIR al PVP;

- fig. 4, spectrul FTIR al nanoparticulelor de Fe;O0./PVP;

- fig. 5, mostrele culturii Cucumis melo, prelucrate cu solutie de nanoparticule
de Fes04/PVP (S.12) la a treia (a) si a saptea zi de germinare (b), in care:

1 — mostra de control tratata cu H>O;

2 — mostra tratatd cu solutie apoasid coloidald de nanoparticule de Fe;O4/PVP in
concentratie de 20 mg/L;

3 — mostra tratatd cu solufie apoasd coloidald de nanoparticule de Fe;04/PVP in
concentratie de 50 mg/L;

4 — mostra tratatd cu solutie apoasid coloidald de nanoparticule de FesO4/PVP i
concentratie de 100 mg/L.

Solutia apoasid coloidald de nanoparticule de magnetit, stabilizate cu polimerul
biocompatibil poli-N-vinilpirolidond Fe;04/PVP, introdus in timpul sintezei, se
utilizeazd in calitate de stimulator. Culoarea solutici devine cafenie in timpul sintezei.

Procedeul de producere a solutiei apoase coloidale de nanoaparticule de Fe;O./PVP
se realizeaza in modul urmétor.

Procedeul de sintetizare.

Nanoparticulele de FesOu/PVP au fost obtinute prin metoda coprecipitérii, folosind
solutiile apoase ale sulfatului de fier (II), clorurii de fier (IH), in prezenta PVP in raport
de Fe**: Fe**: PVP=1:2:0,1. Raportul PVP citre componentele inifiale a variat in
intervalul de 1...3. Amestecul a fost supus hidrolizel 1n prezenta solutiei de amoniac, 1n
atmosferda de argon, In decurs de 5 ore. Variind cantitatea polimerului i masa
moleculard a acestuia de la 8 000 pana la 40 000, s-a sedimentat faza solidd in forma de
nanopulbere. Astfel, s-a obtinut solutia coloidald a oxidului de fier stabilizat cu PVP.

Solutia coloidald se obfine prin omogenizare in baie cu ultrasunet a suspensiel de
nanopulbere de magnetit, in concentratic de 50 mg/L 51 api distilata. Apoi prin diluare
s-au obtinut solutiile cu concentratiile necesare. in acest mod, utilizarea PVP in calitate
de modificator (stabilizator) al suprafetei permite formarea nanoparticulelor solubile 1n
apd, cu obtinerca unor coloizi stabili.

a) Sinteza nanoparticulelor de Fe;O04/PVP cu dimensiunile de 10 nm.

Nanoparticulele de FesO4/PVP au fost pregétite conform metodel coprecipitarii
chimice, folosind sulfatul de fier (IF) si clorura de fier (III) 1n prezenta PVP. In acest
scop, 0,560 g de sulfat de fier (IT) au fost dizolvate 1In 35 mL de apd distilatd, 3 mL de
solutie de PVP cu concentratia molard 0,01 mol/L si 3 mL de solutie saturatd de clorurd
de fier (III) au fost addugati picaturd cu picatird in solutia stoc. Peste 30 min de la
inceputul reactiei au fost adiugati 15 mL de hidroxid de amoniu. Sinteza a durat 1,5 ore,
la temperatura de 55°C, in atmosferd de argon, la agitare. Pulberea neagrd de magnetit a
fost separatd de solutic prin spilare cu etanol i uscatd la 100°C.

A fost determinat, %: Fe 71,73; O 28,05; C 0,19; H 0,024.

A fost calculat, %: Fe 69,04; O 30,64; C0,21; H0,11.

b) Sinteza nanoparticulelor de Fe;04/PVP cu dimensiunile de 20 nm.

Nanoparticulele de Fe;O4 au fost pregatite conform metodei coprecipitdrii chimice,
folosind sulfat de fier (II) si clorurd de fier (HI) in prezenta PVP. In acest scop, 0,560 g
de sulfat de fier (II) au fost dizolvate in 35 mL de apa distilatd, 3 mL de solutie de PVP
cu concentratia molard 0,01 mol/L si 3 mL de solutie saturatd de clonwd de fier (II) au
fost addugati picaturd cu picéturd in solutia stoc. Peste 30 min de la inceputul reactiel au
fost adaugati 15 mL de hidroxid de amoniu. Sinteza a durat 5 ore, la temperatura de
75°C, In atmosfera de argon, la agitare. Pulberea neagrd de magnetit a fost separatd de
solutie prin spélare cu etanol si uscatd la 100°C.

A fost determinat, %: Fe 71,73; O 28,05; C 0,19; H 0,024.

A fost calculat, %: Fe 70,01; 0 29,15; C 0,16; H 0,068.

¢) Sinteza nanoparticulelor de Fe;O4/PVP cu diferite concentratii de PVP,
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Nanoparticulele de Fes0O, au fost pregitite conform metodei coprecipitarii chimice,
folosind sulfatul de fier (II) si clorura de fier (II) in prezenta PVP. In acest scop, 0,560
g de sulfat de fier (I) au fost dizolvate In 35 mL de apd distilatd, 3 mL de solutie de
PVP cu concentratia molarad de 0,01...0,005 mol/L si 3 mL de solutie saturatd de clorura
de fier (III) au fost adaugati picdturd cu piciturd in solutia stoc. Peste 30 min de la
mceputul reactiei au fost adaugati 15 mL de hidroxid de amoniu. Sinteza a durat 1,5 ore,
la temperatura de 55°C, in atmosferd de argon, la agitare. Pulberea neagrd de magnetit a
fost separata de solutie prin spélare cu etanol si uscatd la 100°C.

d) Obtinerea solutiilor apoase coloidale de nanoparticule de magnetit cu concentratii
diferite.

Solutiile coloidale ale nanoparticulelor de FesO4/PVP au fost obtinute din pulbere
neagrd sintetizatd conform metodei (a). Pulberea a fost dizolvatd in apa distilatd
obtinand solutii cu concentratii de 20, 50 si 100 mg/L.

Identificarea produselor obtinute a fost efectuatd prin metodele analizei chimice,
SEM-microscopie (fig. 1), XRD (fig. 2), [R-spectroscopie (fig. 3 si 4).

Din rezultatele SEM-microscopiel este evident ¢d nanoparticulele sintetizate sunt
aglomerate 1n entitdti mari cu dimensiunile de 25...35 nm. Dimensiunile cristalitelor
nanoparticulelor de magnetit a fost calculatd In corespundere cu lungimea de undd a
difractiei razelor X, fiind de d=(15£1) nm. Din comparatia spectrelor nanoparticulelor
de Fe;04/PVP 51 PVP rezulta ci are loc coordonarea PVP la nanoparticulele de magnetit
prin legéturile de azot si oxigen din PVP.

Experimentul cu semintele culturii Cucumis melo (pepene galben) a fost efectuat in
felul urmator.

Semintele de pepene galben au fost germinate in cesti Petri, pe substrat de hértie de
filtru timp de 7 zile, in corespundere cu GOST 12038-84 Semintele culturilor agricole,
metode de determinare a nivelului de germinare. Germinarea i energia de germinare
(GOST 12038-66) este procentul seminfelor care au germinat normal, preluate pentru
analizd. Au fost numairate 4 loturi de seminte, a cite 50 de seminfe in lot. Semintele au
fost plasate in cestile Petri pe substratul din hértie de filtra umezita. In fiecare ceascd s-
au turnat cate 2 mL de solutic apoasd coloidald de nanoparticule de FesO4/PVP. In seria
cestilor de control s-au addugat suplimentar 2 mL de apd. Dupéd addugarea solutiei in
fiecare dintre cestile Petri, acestea au fost acoperite cu hartie de filtru umezita i cu
capac. Cestile Petri au fost plasate Intr-un termostat cu temperatura constantd de 25°C.
Germinarea a avut loc la intuneric. Zilnic era verificatd temperatura si umiditatea,
mentindndu-le constante ca in starea initiald, suplimentar se adduga apd deionizata.
Semintele care au germinat normal au fost numérate de doud ori: prima datd a fost
determinata energia de germinare (a treia zi), a doua oard — germenii (a saptea z1).

Pentru evaluarea germinarii semintelor, a fost calculat numaéarul total de seminte
normal germinate, ludnd in consideratic energia germinarii $i numaérul de germeni
obtinuti, exprimat in procente ca media aritmeticd a 4 repetdri. Au fost calculate energia
de germinare, procentil de germinare $i parametrii morfologici ai plantelor, precum
lungimea radacinilor si hipocotilului.

A fost calculat mtervalul de incredere. Calculele au fost efectuate, folosind nivelul
de meredere de 95%.

Exemple de realizare a inventiei

Exemplal 1

Efectul de stimulare a cresterii realizat prin tratarea semintelor culturii Cucumis
melo L. cu solutie apoasd coloidald de nanoparticule de magnetit stabilizate cu poli-N-
vinilpirolidond (Fe;O4/PVP) de diferite dimensiuni.

Influenta solutiilor de nanoparticule de Fe:O./PVP  de diferite dimensiuni asupra
energiei de germinare, germenilor si a parametrilor morfologici ai pepenilor speciei
Cucumis melo L. este prezentatd in tabelul 1.
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Tabelul 1
Varianta | d C C Energia de | Germeni, | Lungimea Lungimea
(Fes04/PVP), | (Fes04/PVP), | (PVP), | germinare, | % raddcinilor, mm | hipocotilului,
nm mg/L mol/l. | % mm
M+im | % de | M4im | % de
la Ia
control control
Controlul | 0 0 0 90 95 40,57 | 100,00 | 7,28 100,00
(H0) +1,27 41,29
1 10 50 0,01 97 98,6 61,21+ | 150,87 | 27,43+ | 367,78
1,02 0,17
2 20 50 0,01 95 97,5 58,04 | 143,06 | 20,32 | 279,12
+ 1,07 +5,71
Efectul maximal morfologic a fost atins la utilizarea solutiei de nanoparticule de
Fe;04/PVP  cu dimensiunile de 10 nm. Lungimea plantelor a crescut cu 50%, iar
5 Iungimea hipocotilului co 267% comparativ cu mostra de control.
Exemplul 2
Influenta solutiilor de nanoparticule de FesOu/PVP cu diferitd concentratie de PVP
asupra energiei de germimnare, germenilor si a parametrilor morfologici ai pepenilor
speciet Cucumis melo L. este prezentatd in tabelul 2.
10
Tabelu] 2
Varianta | d C C Energia de | Germeni, | Lungimea Lungimea
(Fes04/PVP), | (Fes04/PVP), | (PVP), | germinare, | % raddcinilor, mm | hipocotilului,
nm mg/L mol/l. | % mm
Mtm | % de | Mdm | % de
la la
control control
Controlul | 0 0 0 90 a5 40,57 | 100,00 | 7,28 100,00
(H:0) + 1,27 +1,29
1 10 50 0,01 95 97,5 58,04 | 143,06 | 20,32 | 279,12
+ 1,07 +5,71
2 10 50 0,005 | 98 98,1 59,15+ | 145,79 | 22,17+ | 304,53
2,05 3,14
Efectul maximal morfologic a fost atins la utilizarea solutiei de nanoparticule de
Fes04/PVP cu concentratia PVP de 0,005%. Lungimea plantelor a crescut cu 45%, iar
15  lungimea hipocotilului cu 204% comparativ cu mostra de control.
Exemplul 3
Influenta solutiilor de nanoparticule de FesQ4/PVP cu diferitd concentratic asupra
energiel de germinare, germenilor si a parametrilor morfologici ai pepenilor speciei
Cucumis melo L. este prezentatd in tabelul 3.
20

25
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Tabelul 3
Varianta d C C Energia de | Germent, Lungimea Lungimea
(FesO4/ | (FesOQs | (PVP), | germinare, % radacinilor, mm hipocotilului, mm
PVD), /PVP), | mol/L % M D% de la|M+im | % de la
nm mg/L +m control control
Controlul 0 0 0 90 95 40,57 | 100,00 7,28 100,00
(H0) + 1,27 +1,29
1 10 20 0,01 90 90 30,44 | 75,03 7,63 + | 104,81
5,06 2,45
2 10 50 0,01 95 97,5 58,04 | 143,06 20,32 | 279,12
+ 1,07 +5,71
3 10 100 0,01 92.5 95 3621 | 89,25 6,77 = | 92,99
+ 8,43 6,55
Prototip - 125 - - 95 - 68,6 - -
(Triticum
aestivum
L)4]
Efectul maximal morfologic a fost atins la utilizarea solutiei de nanoparticule de
Fe;04/PVP  cu concentraia de 50 mg/L. Lungimea plantelor a crescut cu 43%, iar
5 longimea hipocotilului cu 179% comparativ cu mostra de control. La concentratia de 20
s1 100 mg/L, influenta nanoparticulelor nu a fost considerabild, ceea ce poate fi explicat
prin stresul oxidativ, specific acestei specii de planta agricola.
Exemplul 4
Semintele culturii Cucumis melo (pepene galben), in cantitate de 10 g, av fost
10 inmuiate in apd timp de 24 ore. Ulterior, semintele au fost tratate cu solutie apoasd

coloidald de nanoparticule de Fes04/PVP 1n concentratie de 50 mg/L timp de 2...3 ore,
dupd care au fost insdmantate in sol.




MD 1059 Z 2017.03.31

8

(56) Referinte bibliografice citate in descriere:

1. Racuciu M., Creanga D. TMA-OH coated magnetic nanoparticles internalized in
vegetal tissue. Romanian Journal of Physics, V. 52, 2007, p. 395-402 [online], [regésit
12 2016.06.16]. Regasit din <http://www.ifin.ro/rjp/2007_52_3-4/0395_0403.pdf>

2. WO 2015097486 A1 2015.07.02

3. Huanhua Wang, Xiaoming Kou, Zhiguo Pei, John Q. Xiao. Physiological effects of
magnetite (Fe304) nanoparticles on perennial ryegrass (Loliumperenne L.) and
pumpkin (Cucurbita mixta) plants. Nanotoxiology, nr. 5, 2011, p. 30-42[online],
[regasit la 2016.06.16]. Regisit din
<https://www.researchgate.net/publication/50591380_Physiological_effects of
magnetite_Fe304_nanoparticles_on_perennial_ryegrass_[.olium_perenne_I._and_
pumpkin_Cucurbita_mixta_plants>

4. Kynpssuiesa E. A., Arunosa JI. B., Kyssmuu C. H., Illapsiruna M.B. Biusame
pa3nuaHBIX (hopM XKejle3a Ha IpopacTanue ceMsH Triticum aestivum L. Bectaux OI'Y,
Ne 6 (155), 2013, p. 46-48 [online], [regdsit la 2016.06.16]. Regasit din <
http://vestnik.osu.ru/2013_6/12.pdf>

5. Cele mai valoroase realizéri stiintifice. Nanoparticule de Fe;O4/PVP: stimulatori de
crestere si destructori de pesticide [online], [regdsit la 2016.06.16]. Regésit din
<http://www.asm.md/galerie/Realizari%20valoroase%20SSIT-2015.pdf>

(57) Revendicari:

Procedeu de tratare a semintelor de pepene galben, care include inmuierea
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nanoparticule de magnetit stabilizate cu poli-N-vinilpirolidond Fe;O4/PVP in
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