Sposoéb przygotowania inokulum bakterii celulolitycznych do wytwarzania
biopreparatéw poprawiajacych wiasciwosci gleby

Przedmiotem wynalazku jest sposob przygotowania inokulum bakterii
celulolitycznych  z rodzaju Bacillus, przydatnego do produkcji
biopreparatow do kondycjonowania (poprawy) wtasciwosci gleby oraz do
stymulowania wzrostu i rozwoju ro$lin poprzez dostarczanie niezbednych
sktadnikéw pokarmowych.

Inokulum w postaci porcji materiatu zawierajgcego biomase bakterii
posiadajacych zdolnos¢ rozktadu celulozy, wprowadzone wraz z
biopreparatem do gleby zapoczatkuje w niej wzrost i rozwdj bakterii
celuloitycznych. Spowoduje to mineralizacje sktadnikow pochodzacych z
resztek pozniwnych, jak np. stomy.

Biopreparaty = zawierajgce  inokulum  bakterii  celulolitycznych
przygotowane sposobem wedtug wynalazku mogg by¢ dodatkowym
zrédtem substancji odzywczych i stymulujgcych wzrost oraz rozwdj roslin,
stanowigc cenne zrédto strukturotworcze prochnicy.

Biopreparaty zawierajgce mikroorganizmy sg coraz czeScigj
wykorzystywane w praktyce rolniczej.

Jak opisano w publikacjach naukowych m.in. N.Z. Lupwayi i in., Field
Crops Res. 65, 259-270 (2000), R. Smith: Can. J. Microbiol. 38, 485—492
(1992), P. Sobiczewski: Biotechnologia roslin, red. S. Malepszy, PWN
Warszawa, 2009, s. 172-213 proces produkcyjny biopreparatéw
rozpoczyna sie od wyizolowania czystej kultury bakterii, a w kolejnych
etapach dochodzi do ich dalszego rozmnozenia w wyniku zastosowania
odpowiednich pozywek, najczesciej ptynnych. Rozmnazanie
mikroorganizméw konczy sie zwykle, gdy gestoS¢ hodowli osigga
wymagany poziom. Wyizolowane kolonie osadza sie na skosach
agarowych i przechowuje w niskich temperaturach.

W publikacji S. Martyniuka, Post. Mikrobiol., 2011, 50, 4, 321-328,
przedstawione  zostaty  skuteczne i  nieskuteczne  preparaty



mikrobiologiczne stosowane w ochronie i uprawie roslin oraz rzetelne i
nierzetelne metody ich oceny. Jako biopreparaty o sprawdzonej
efektywnosci i dobrej jakosci pod wzgledem mikrobiologicznym wskazano
m.in.  szczepionki  zawierajgce  bakterie  symbiotyczne  ro$lin
motylkowatych.

Z opisu patentowego PL217740 B1 znane sg preparaty do traktowania
gleby i nasion roslin zawierajgce zywe mikroorganizmy lub
mikroorganizmy zdolne do rozmnazania sie w glebach, sposob
wytwarzania produktow do traktowania gleby i nasion ro$lin,
mikroorganizmy, sposéb wytwarzania mikroorganizméw oraz sposob
traktowania gleby i nasion roslin preparatami. W szczegdlnosci wynalazek
dotyczy sposobu otrzymywania kultur mikroorganizméw z rodzaju Bacillus
(Bacillus polymyxa var. SW17, Bacillus megaterium var. M326) oraz
sposobu traktowania gleby i roslin produktem zawierajgcym te
mikroorganizmy.

Bakterie wspomagajg réwniez procesy kompostowania odpadow.
Przyktadowo w publikacji K. Cybulskiego i inni: Inz. Ap. Chem., 2012, 51,
4, 108-111, opisano sposOb kompostowania szczeciny $winiskiej
zmieszanej z wibrkami drzewnymi lub stomg zbozowa, pytem wegla
brunatnego oraz granulowanymi odchodami kurzymi przy udziale
szczepionki drobnoustrojowej zawierajacej bakterie z rodzaju Bacillus w
formie $wiezej biomasy, grzyby strzepkowe Trichoderma sp. i
promieniowce Streptomyces sp. w postaci zmywu z hodowli ptytkowej.
Zastosowanie takiej szczepionki pozwolito na zwiekszenie efektywnosci
rozktadu szczeciny w pordwnaniu do niezaszczepionego kompostu
kontrolnego.

Znana jest takze z publikacji Rodziewicz A. i inni: Inzyn. Aparat.
Chem., 2009, 3, 48(40), 95-97 oraz Rodziewicz A. i wsp.: Inz. Aparat.
Chem., 2009, 3 48(40), 98-100, metoda utylizacji pierza drobiowego na
drodze kompostowania, z dodatkiem wiorow drzewnych i pytu wegla
brunatnego w stosunku 2:1 (stosunek C:N wynosit 10:1). Masa



kompostowa  byta  dwukrotnie  zaszczepiona ptynng  hodowlg
keratynolitycznych bakterii Bacillus subtilis P22: na poczatku procesu oraz
w 37 dobie. Po zakonczeniu kompostowania w 71 dobie jego trwania,
struktura masy byta puszysta, jednolita i glebopodobna, z widocznym
pierzem o zaawansowanym stopniu degradacji.

Wiadomo powszechnie, ze intensywng uprawe pieczarek (grzybéw z
rodzaju Agaricus) prowadzi sie najczesciej na specjalnie przygotowanym
podtozu wytwarzanym ze stomy, ktéra jest mieszana z obornikiem
koriskim lub kurzym oraz z dodatkiem gipsu. Stoma stanowigca zrédto
wegla uzywana do produkcji w zaleznosci od dostepnosci surowca, rdézni
sie parametrami takimi jak wilgotnos¢, zawartos¢ sktadnikow, struktura,
sktad mikrobiologiczny. Wegiel wystepuje gtéwnie w postaci: celulozy
(50%) pentozanéw (11,5%) i lignin (16%). Azot dostarczany za
posrednictwem obornika kurzego lub konskiego (3-4% s.m.) przechodzi w
kompleks lignino-préchniczy oraz jest wbudowywany bezposrednio w
biatka, aminokwasy, kwasy nukleinowe zawarte w biomasie bakteryjnej
podtoza.. Gips dodaje sie ze wzgledu na jego dziatanie strukturotwércze i
stabilizujgce kwasowos$¢ podtoza oraz z uwagi na fakt, ze siarczan wapnia
zmniejsza emisje odoru obornika do atmosfery.

Znany proces przygotowania podtoza dla intensywnej uprawy
pieczarek mozna podzieli¢ na cztery fazy. Faza pierwsza przygotowania
podtoza polega na homogenizacji surowcdédw oraz ich nawilzeniu do
poziomu 60-80%. Proces jest prowadzony na betonowych posadzkach, a
surowce sg dodatkowo natleniane, co skutkuje narastaniem temperatury
procesu do poziomu 75 - 82°C. W fazie pierwszej za rozktad materii
organicznej odpowiadajg wyspecjalizowane grupy mikroorganizméw
dziatajgce w r6znych zakresach temperatur. Zachodzi tu rozktad celulozy
oraz amonifikacja substancji biatkowych, jak rowniez karmelizacja
weglowodanéw.

Faza druga przygotowania podtoza prowadzona jest w tunelach np.

foliowych, przy kontrolowaniu temperatury, stezenia tlenu i amoniaku.



Przez pierwsze okoto 25 godzin temperatura podtoza jest wyréwnywana
do poziomu 56-60° C poprzez nadmuch powietrza orazareacje. Nastepnie
podtoze jest poddane schtodzeniu do temperatury 25 -26°C. W tej fazie
prowadzi sie pasteryzacie w temperaturze 56-60°C, powodujaca
zniszczenie organizmow patogennych dla grzybni, natomiast namnazanie
drobnoustrojéw celuloitycznych (kondycjonowanie podtoza) prowadzi sie
w temperaturze ok. 48°C. Faza druga umozliwia otrzymanie podtoza
selektywnego, ktore stwarza dogodne warunki dla rozwoju grzybni
pieczarki.

Faza trzecia przygotowania podtoza obejmuje zaszczepienie podtoza
grzybnig pieczarki i przerost grzybni w masie. W podtozu utrzymuje sie
temperature 25-26°C. Proces odbywa sie w tunelach, podobnie jak w fazie
drugiej. Dzieki kontrolowaniu procesu mozna otrzymac réwnomierny
rozrost grzybni, ograniczenie wystepowania choréb, optymalne
wykorzystanie dokarmiaczy, rownomiernos$c i jednolito$¢ rozrostu grzybni
w catej masie. Poditoze w trzeciej fazie charakteryzuje sie robwnomiernie
przerodnietg grzybnia, wilgotnoscig 65 - 70%, odczynem pH 6 do 7 oraz
stosunkiem C:N wynoszgcym od 13,3:1 do 13,5: 1.

Faza czwarta przygotowania podtoza rozpoczyna wiasciwy cykl
uprawy pieczarki i obejmuje wyprowadzenie i zawigzanie owocnikow
pieczarki. Jest prowadzona w odpowiednio przystosowanych halach,
wyposazonych w system nadzorujgcy i monitujacy mikroklimat (wilgotno$¢
powietrza i podfoza, temperature powietrza i podtoza, stezenie CO.,
nawodnienie uprawy). Na podtoze uformowane w fazie trzeciej naktada sie
okrywe, czyli specjalnie przygotowang mieszanke torfow lub ziem, na
powierzchni ktérej uzyskuje sie zawigzane mate owocniki w odpowiednim
zageszczeniu i ilosci.

Podtoze fazy czwartej po 3 - 4 dniach od natozenia okrywy pozwala na
zbior pieczarek i zapewnia staty plon przez ok. 3-4 tygodnie.
Po zakonczeniu owocowania, zazwyczaj trwajacego 3 - 4 tygodnie,

podtoze jest poddawane procesowi dezynfekcji parowej przez 0,5 do 12



godzin w 70°C. Czas trwania petnego cyklu produkcyjnego pieczarki wraz
z usunieciem zuzytego podtoza jest zr6znicowany i zalezy od technologii
jakg stosuje sie do kompostowania. Podfoze po wykorzystaniu go w
celach uprawy ma charakterystyke zalezng od technologii przygotowania
oraz wykorzystania, czasu eksploatowania oraz traktowania bezposrednio
po produkciji.

Istota sposobu przygotowania inokulum bakterii celulolitycznych z
rodzaju Bacillus do wytwarzania biopreparatow poprawiajgcych
witasciwosci gleby polega na tym, ze mikroorganizmy izolowane sg z
substratu jakim jest podtoze do produkcji pieczarek Ilub podtoze
popieczarkowe (tzn. podtoze poprodukcyjne).

Zgodnie z wynalazkiem, sposOb przygotowania inokulum bakterii
celulolitycznych  do  wytwarzania  biopreparatow  poprawiajgcych
wtasdciwosci gleby, polegajacy na wyizolowaniu z gleby bakterii z rodzaju
Bacillus poprzez wymieszanie pobranych ze $rodowiska naturalnego
probek z jatowym roztworem soli fizjologicznej, namnozenie izolatu na
ptynnym podtozu i osadzenie zawiesiny bakteryjnej na ptytce z zestalong
pozywka, a nastepnie na przechowywaniu w niskich temperaturach,
charakteryzuje sie tym, ze z podtoza do produkcji pieczarek lub podtoza
po produkciji pieczarek pobiera sie probki w ilosci co najmniej 0,1 g, ktére
miesza sie z jatowym roztworem soli fizjologicznej zawierajgcym
korzystnie 0,85 % masowych NaCl, przy korzystnej proporcji masowej
probki do roztworu soli w ilosci od 1:5 do 1:20 i wykonuje szereg
rozcieficzeh uzyskanej zawiesiny o stezeniach od 10" do 107°, po czym
pobiera sie z zawiesiny 0 kazdym rozcienczeniu doze o objetosci co
najmniej 0,1 ml i przenosi na naczynie do hodowli mikroorganizmow,
korzystnie jatowg szalke Petriego, zalewa sie ptynnym podtozem
zawierajgcym: 1% mas. polipeptydoéw kazeinowych (Pepton K), 1% mas.
karboksymetylocelulozy (CMC), 0,2% mas. KoHPO4, 1,5% mas. agaru,
0,03% mas. MgS0O47H20, 0,25% mas. (NH4)2SO4, 0,2% mas. zelatyny i

wode demineralizowang do 100%, i prowadzi namnazanie bakterii w



temperaturze nie nizszej niz 15°C przez okres co najmniej 2 godzin, a
proces ten powtarza do momentu uzyskania na podtozu pojedynczych
kolonii bakterii Bacillus (kolonii o niestykajacych sie ze sobg granicach),
po czym poddaje sie je analizie enzymatycznej na obecno$¢ enzymow
celuloitycznych, a nastepnie izoluje kolonie wykazujgce najwyzszg
aktywnos$¢ celuloitycznag, osadza je na skosach agarowych z zestalong
pozywkg z bulionu i przechowuje sie w temperaturze co najmniej - 24°C.

Korzystnie, probki pobiera sie z podtoza do produkciji pieczarek w
pierwszej fazie jego przygotowania, w ktérej mieszanine stomy, obornika
konskiego lub kurzego z dodatkiem gipsu homogenizuje sie oraz nawilza
do poziomu 60-80% i okresowo napowietrza, przy czym najlepiej jest gdy
probki pobiera sie po trzeciej aeracji.

Korzystnie, prébki pobiera sie z podtoza do produkciji pieczarek w
drugiej fazie jego przygotowania, w ktérej pasteryzuje sie podtoze, a
nastepnie ochtadza do temperatury ponizej 48 st. C, a proces ten
prowadzi sie w tunelu przy kontrolowaniu temperatury, stezenia tlenu i
amoniaku.

Korzystnie, prébki pobiera sie z podtoza do produkciji pieczarek w
trzeciej fazie jego przygotowania, w ktérej w podtozu prowadzi sie
réwnomierny rozrost grzybni pieczarki przy temperaturze 25 -26°C.

Korzystnie, probki pobiera sie z podtoza do produkciji pieczarek w
czwartej fazie jego przygotowania, w ktérej prowadzi sie wiasciwy cykl
uprawy pieczarki.

Korzystnie, prébki pobiera sie z podioza po produkcji pieczarek,
korzystnie poddanego uprzednio procesowi dezynfekcji parowej przez 0,5
do 12 godzin w 70°C.

Ponadto korzystnie, probki pobiera sie w postaci mieszaniny
podtoza do produkcii pieczarek z pierwszej, drugiej, trzeciej, czwartej fazy
przygotowania oraz podtoza po produkcji pieczarek.

Korzystnie jest réwniez, gdy probki pobiera sie z podtoza po

produkcji pieczarek, najlepiej poddanego uprzednio procesowi dezynfekcji



parowej przez 0,5 do 12 godzin w 70 st. C, a nastepnie procesowi
kompostowania z dodatkiem torfu w stosunku 1:1.

Wyizolowane szczepy 0 najwiekszej aktywnosci celulolitycznej
zabezpieczane sg na skosach agarowych i zestalonej na ptytkach
pozywce z bulionu oraz przechowywane w kriobankach po uprzednim
przygotowaniu szczepdw na przyktad wedtug ponizszej procedury:

1. schtodzone hodowle odwirowac (10 minut przy 9 tys. obr/min
w temperaturze 4°C);

2. usungc supernatant przy pomocy pompki wodnej, a nastepnie zawiesié
komérki w zimnej wodzie (4°C);

3. komorki odwirowac (10 minut przy 9 tys. obr/min w temperaturze 4°C);

4. powtodrzyC jeszcze 3 razy ptukanie w zimnej wodzie;

5. po usunieciu wody z ostatniego ptukania, bakterie zawiesi¢ w 90 pl
10% zimnego, jatowego glicerolu, a probdwki umiesci¢ w lodzie;

6. komorki odwirowac (10 minut przy 9 tys. obr/min w temperaturze 4°C);

7. odrzucié supernatant i ponownie zawiesic¢ bakterie w 90 pl 10%
glicerolu;

8. porcje komorek zamrozi¢ w ciektym azocie i przechowywac w -70°C

lub przetrzymywac w chtodziarce w -20°C:

Tak zabezpieczone szczepy stanowig baze do wytwarzania biopreparatéw

poprawiajacych wtasciwosci gleby i stymulujacych wzrost i rozwdj roslin.

Biopreparaty = zawierajgce  inokulum  bakterii  celulolitycznych
przygotowane sposobem wedtug wynalazku mogg by¢ dodatkowym
zrédtem substancji odzywczych i stymulujgcych wzrost oraz rozwdj roslin,
stanowigc cenne zrédto strukturotworcze prochnicy.

W celu stworzenia funkcjonalnego inokulum mozna poddaé
poszczegdlne kolonie identyfikacji na podstawie analizy sekwenciji
kodujacej 16S rRNA. Pozwala to na okreslenie do jakiego gatunku bakterii
zaliczany jest dany izolat oraz na zdeponowanie w Banku

Mikroorganizméw np. w Polskiej Akademii Nauk.



Ponadto celem okreslenia przydatnos$ci danego wyizolowanego
szczepu do zastosowan rolniczych, otrzymane inokulum poddawane jest
badaniom in vivo w celu oceny czy dane inokulum bakterii nie wptywa
negatywnie na site kietkowania nasion. Badania prowadzone sg zgodnie z
Miedzynarodowymi Zasadami Badan Nasion, wydanie 2011, IRST
(International Rules for Seed Testing)

Wynalazek objasniono ponizej w kilku szczegbtowych przyktadach
jego realizacji.
Przyktadowe sposoby otrzymywania inokulum bakterii celulolitycznych do
wytwarzania biopreparatéw poprawiajgcych wtasciwosci gleby.

Przyktad |

Pobrano 10g podtoza do produkcji pieczarek z pierwszej fazy
przygotowania podtoza oraz zawieszono je w 90 ml roztworu soli
fizjologicznej (0,85% mas. NaCl). Probke poddano homogenizacji przez 3
min. przy obrotach 10000 obr/min. Nastepnie wykonano szereg
rozcieficzenr od 107 do 10™. Z kazdego rozcienczenia otrzymano
zawiesiny z ktorych pobierano po 1 ml i wykonywano posiewy metodg
zalewowa poprzez nakropienie pobranej zawiesiny na szalke Petriego i
zalanie jej podtozem bakteryjnym, zawierajgcym: 1% mas. polipeptyddw
kazeinowych (Pepton K), 1% mas. karboksymetylocelulozy (CMC), 0,2%
mas. KaHPO4, 1,5% mas. agaru, 0,03% mas. MgSO4-7H20, 0,25% mas.
(NH4)2S0y4, 0,2% mas. zelatyny i wode demineralizowang do 100%. Kazda
z 15 szalek inkubowano w temperaturze 32°C w czasie 48 godzin. Po
zakonczeniu procesu przesiano wyroste kolonie Bacillus z kazdej z szalek
na nowo przygotowane podtoza bakteryjne. Szalki inkubowano w
temperaturze 32°C w czasie 48 godzin. Proces powtarzany byt 4 krotnie.
Po zakonczeniu wszystkich procesow inkubacji pojedyncze kolonie
Bacillus poddano procedurze badawczej w celu okreslenia jakosciowo-

ilosciowego produkowanych przez nie metabolitdéw. Szczepy o najwiekszej



aktywnosci celulolitycznej zabezpieczane sg na skosach agarowych i
zestalonej na ptytkach pozywce z bulionu oraz przechowywane w

kriobankach.

Przyktad Il

Pobrano 5g podtoza do produkcji pieczarek z drugiej fazy przygotowania
podtoza oraz zawieszono je w 70 ml roztworu soli fizjologicznej (0,85%
mas. NaCl). Prébke poddano mieszania przez 3 min. przy obrotach 100
obr/min. Nastepnie wykonano szereg rozcienczen od 107 do 107
Z kazdego rozcienczenia otrzymano zawiesiny z ktérych pobierano po 1
ml i wykonywano posiewy metodg zalewowg poprzez nakropienie
pobranej zawiesiny na szalke Petriego i zalanie jej podtozem bakteryjnym,
jak w przyktadzie |. Kazdg z 10 szalek inkubowano w temperaturze 32°C
w czasie 48 godzin. Po zakonczeniu procesu przesiano wyroste kolonie
Bacillus z kazdej z szalek na nowo przygotowane podtoza bakteryjne.
Szalki inkubowano w temperaturze 25°C w czasie 24 @dzin. Proces
powtarzany byt 6 krotnie. Po zakonczeniu wszystkich procesow inkubacii
pojedyncze kolonie Bacillus poddano procedurze badawczej w celu
okreslenia jakoSciowo-ilosciowego produkowanych przez nie metabolitow.
Szczepy o najwiekszej aktywnosci celulolitycznej zabezpieczane sg na
skosach agarowych i zestalonej na ptytkach pozywce z bulionu oraz

przechowywane w kriobankach.

Przyktad Il

Pobrano 7g podtoza do produkcji pieczarek z trzeciej fazy przygotowania
podtoza oraz zawieszono je w 40 ml roztworu soli fizjologicznej (0,85%
mas. NaCl). Prébke poddano mieszania przez 5 min. przy obrotach 1000
obr/min. Nastepnie wykonano szereg rozcienczen od 107 do 107°. Z
kazdego rozcienczenia otrzymano zawiesiny z ktérych pobierano po 1 ml i
wykonywano posiewy metodg zalewowa poprzez nakropienie pobranej
zawiesiny na szalke Petriego i zalanie jej podtozem bakteryjnym, jak w
przyktadzie |. Kazdg z 15 szalek inkubowano w temperaturze 30°C w
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czasie 36 godzin. Po zakonczeniu procesu przesiano wyroste kolonie
Bacillus z kazdej z szalek na nowo przygotowane podtoza bakteryjne.
Szalki inkubowano w temperaturze 30°C w czasie 36 ¢dzin. Proces
powtarzany byt 3 krotnie. Po zakonczeniu wszystkich procesow inkubacii
pojedyncze kolonie Bacillus poddano procedurze badawczej w celu
okreslenia jakoSciowo-ilosciowego produkowanych przez nie metabolitow.
Szczepy o najwiekszej aktywnosci celulolitycznej zabezpieczane sg na
skosach agarowych i zestalonej na ptytkach pozywce z bulionu oraz

przechowywane w kriobankach.

Przyktad IV

Pobrano 10g podtoza do produkcji pieczarek z czwartej fazy
przygotowania podfoza oraz zawieszono je w 50 ml roztworu soli
fizjologicznej (0,85% mas. NaCl). Probke poddano homogenizacji przez 3
min. przy obrotach 5000 obr/min. Nastepnie wykonano szereg
rozcieficzenr od 107 do 10™. Z kazdego rozcienczenia otrzymano
zawiesiny z ktorych pobierano po 1 ml i wykonywano posiewy metodg
zalewowa poprzez nakropienie pobranej zawiesiny na szalke Petriego i
zalanie jej podtozem bakteryjnym, jak w przyktadzie |. Kazdg z 15 szalek
inkubowano w temperaturze 32°C w czasie 48 godzin. Po zakonczeniu
procesu przesiano wyroste kolonie Bacillus z kazdej z szalek na nowo
przygotowane podtoza bakteryjne. Szalki inkubowano w temperaturze
32°C w czasie 48 godzin. Proces powtarzany byt 4 kotnie. Po
zakonczeniu wszystkich proceséw inkubacji pojedyncze kolonie Bacillus
poddano procedurze badawczej w celu okreslenia jakosciowo-iloSciowego
produkowanych przez nie metabolitdw. Szczepy o najwiekszej aktywnosci
celulolitycznej zabezpieczane sg na skosach agarowych i zestalonej na
ptytkach pozywce z bulionu oraz przechowywane w kriobankach.

Przyktad V
Pobrano 1g podioza popieczarkowego (poprodukcyjnego) oraz
zawieszono je w 10 ml roztworu soli fizjologicznej (0,85% mas. NaCl).
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Prébke poddano homogenizacji przez 3 min. przy obrotach 10 000
obr/min. Nastepnie wykonano szereg rozcienczen od 107 do 107°. Z
kazdego rozcienczenia otrzymano zawiesiny z ktérych pobierano po 1 ml i
wykonywano posiewy metodg zalewowa poprzez nakropienie pobranej
zawiesiny na szalke Petriego i zalanie jej podtozem bakteryjnym, jak w
przyktadzie |. Kazdg z 15 szalek inkubowano w temperaturze 32°C w
czasie 48 godzin. Po zakonczeniu procesu przesiano wyroste kolonie
Bacillus z kazdej z szalek na nowo przygotowane podtoza bakteryjne.
Szalki inkubowano w temperaturze 32°C w czasie 48 ¢dzin. Proces
powtarzany byt 4 krotnie. Po zakonczeniu wszystkich procesow inkubacii
pojedyncze kolonie Bacillus poddano procedurze badawczej w celu
okreslenia jakoSciowo-ilosciowego produkowanych przez nie metabolitow.
Szczepy o najwiekszej aktywnosci celulolitycznej zabezpieczane sg na
skosach agarowych i zestalonej na ptytkach pozywce z bulionu oraz
przechowywane w kriobankach.

Przyktad VI

Pobrano 15g poditoza popieczarkowego (poprodukcyjnego) oraz
zawieszono je w 165 ml roztworu soli fizjologicznej (0,85% mas. NaCl).
Prébke mieszano przez 4 minuty przy 60 obr/min. Nastepnie wykonano
szereg rozcienczen od 107 do 102, Z kazdego rozciericzenia otrzymano
zawiesiny z ktorych pobierano po 2 ml i wykonywano posiewy metodg
zalewowa poprzez nakropienie pobranej zawiesiny na szalke Petriego i
zalanie jej podtozem bakteryjnym, jak w przyktadzie |. Kazdg z 12 szalek
inkubowano w temperaturze 15°C w czasie 128 godzin. Po zakoriczeniu
procesu przesiano wyroste kolonie Bacillus z kazdej z szalek na nowo
przygotowane podtoza bakteryjne. Szalki inkubowano w temperaturze
15°C w czasie 128 godzin. Proces powtarzany byt 5 kotnie. Po
zakonczeniu wszystkich proceséw inkubacji pojedyncze kolonie Bacillus
poddano procedurze badawczej w celu okreslenia jakosciowo-iloSciowego

produkowanych przez nie metabolitdw. Szczepy o najwiekszej aktywnosci
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celulolitycznej zabezpieczane sg na skosach agarowych i zestalonej na
ptytkach pozywce z bulionu oraz przechowywane w kriobankach.

Przedstawione powyzej przyktady realizacji nalezy traktowac
jedynie jako szczegbétowe przyblizenie wynalazku, w niczym nie

zawezajgce jego istoty ani nie ograniczajgce zakresu jego ochrony.



