Preparat mikrobiologiczny do mineralizacji materii organiczne;j
zawierajgcej celuloze, zwtaszcza odpaddw pozniwnych oraz zastosowanie

preparatu mikrobiologicznego w uprawie roslin

Przedmiotem wynalazku jest preparat mikrobiologiczny zawierajgcy
zywe mikroorganizmy lub mikroorganizmy zdolne do rozmnazania sie w
glebach, przeznaczony do mineralizacji materii organicznej zawierajacej
zwlaszcza celuloze, zwlaszcza odpaddw pozniwnych oraz zastosowanie
preparatu mikrobiologicznego zawierajgcego zywe mikroorganizmy lub
mikroorganizmy zdolne do rozmnazania sie w glebach w uprawach
rolniczych i ogrodniczych.

Niniejszy wynalazek jest rozwigzaniem z dziedziny preparatow
mikrobiologicznych zawierajgcych nowe szczepy bakterii, przeznaczonych
do intensyfikacji produkcji rolnej, zwtaszcza do wykorzystania w uprawach
rolniczych i ogrodniczych oraz stymulacji wzrostu i rozwoju roslin.

Preparaty mikrobiologiczne stosowane sg w uprawie roélin do ich
ochrony przed chorobami i szkodnikami. Uzywa sie rowniez preparatow
mikrobiologicznych do usprawnienia proceséw zyciowych ro$lin
zwigzanych z ich wzrostem i rozwojem, a takze do poprawy witasciwosci
fizykochemicznych gleb czy tez np. rozktadu i mineralizacji materii
organicznej takiej jak resztki pozbiorowe oraz nawozy naturalne. Jak
wiadomo z praktyki rolniczej, stosowanie preparatow mikrobiologicznych
powoduje m.in. przyrost plonu, ograniczenie narazenia ro$lin na choroby,
lepsze wykorzystanie przez rosliny sktadnikow pokarmowych zawartych w
glebie oraz ich lepsze i szybsze ukorzenianie. Niektore preparaty
mikrobiologiczne redukujg réwniez stres abiotyczny tj. stres wywotany
przez niekorzystne czynniki zewnetrzne takie jak np. susza, mréz i chtéd,
stres po stosowaniu herbicydow, zanieczyszczenia $rodowiska
toksycznymi substancjami lub metalami ciezkimi.

Wptyw preparatow mikrobiologicznych, zawierajgcych w swoim

sktadzie mikroorganizmy, na gleby i na rosliny nie wynika z ich



bezposredniego udziatu w regulacji proceséw zyciowych, lecz z
oddziatywania zwigzkdéw aktywnych jakie owe bakterie produkuja, np.
aminokwasow, enzymow, specyficznych biatek, hormondéw i innych
zwigzkdéw organicznych, nieorganicznych i mineralnych. W zaleznosci od
wykorzystywanego w preparacie mikrobiologicznym rodzaju
mikroorganizmu oraz szczepu, produkty posiadajg rézne wtasciwosci oraz
odpowiadajg za inng jego funkcjonalnosé.

Znanymi i stosowanymi preparatami mikrobiologicznymi w
rolnictwie sg m.in. preparaty zawierajgce bakterie symbiotyczne roslin
bobowatych uzyskane na bazie bakterii z grupy Rhizobium, czy tez
szczepionki mikoryzujgce sadzonki drzew wytworzone na bazie grzybow
Trichederma Spp. Do biologicznej ochrony roslin stosuje sie produkty
zawierajgce mikroorganizmy takie jak Alternaria, Trichoderma,
Azotobacter, Bacillus, Pseudomona, Streptomyces i inne.

W publikacji M. Truba, K. Jankowski, J. Sosnowski pt. ,Reakcja
roélin na stosowanie preparatéw biologicznych”, Ochrona Srodowiska i
Zasobdw Naturalnych nr 53, 2012 r., przedstawiono przeglad znanych i
stosowanych na rynku polskim biopreparatow. Przyktadowo, znany jest
preparat do uzyzniania gleby wystepujgcy pod handlowg nazwg UGMax,
ktory przyspiesza procesy rozktadu masy organicznej i powoduje wzrost
zawartosci materii organicznej (préchnicy) w glebie. Preparat ten zawiera
mikroorganizmy takie jak bakterie kwasu mlekowego, bakterie
fotosyntetyczne, Azotobacter, Pseudomonas, promieniowce i drozdze
oraz makro i mikroelementy w ilosci na 1 kg preparatu: 1,2 g N, 0,5 g P,
3,5 g K, 0,1g Mg, 0,0003 g Mn, 0,2 g Na. Mikroorganizmy przetwarzajq |
kompostujg nawozy naturalne oraz organiczne w celu wytworzenia
prochnicy, co poprawia strukture gleby. Preparat UGMax testowano na
uprawach ziemniakéw z pozytywnym skutkiem.

Inne opisane preparaty oparte sg na technologii Efektywnych
Mikroorganizméw (EM) | zawierajg okoto 80 mikroorganizméw o

pozytywnym oddziatywaniu na rosliny i glebe, w sktad ktérych wchodzg



m.in.: bakterie kwasu mlekowego, bakterie fotosyntetyczne, Azotobacter
oraz drozdze i grzyby. Zwiekszenie ilosci pozytywnych mikroorganizméw
w glebie zwieksza przyswajalnos$¢ sktadnikbw pokarmowych z materii
organicznej i w konsekwencji poprawia zyznosc¢ i zdrowotnosc¢ gleby.

Znany jest takze preparat wspomagajacy rozwdj roslin na ubogich
zdegradowanych glebach, wystepujacy pod nazwg Phylazonit M i
zawierajgcy mikroorganizmy takie jak Azotobacter, Bacillus oraz
mikroelementy: Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Ni, Pb, Se.

Znany jest réwniez preparat wystepujgcy pod nazwg handlowg
DiPel WG, wytworzony na bazie bakterii Bacillus thuringiensis var.
kurstaki, ktéry jest selektywnie toksyczny dla gagsienic wielu szkodliwych
gatunkow motyli (Lepidoptera). Preparat DiPel WG stanowi alternatywe
dla srodkow chemicznych w uprawach rolniczych, warzywniczych,
sadowniczych oraz roslin ozdobnych, nie jest szkodliwy dla pozytecznych
owaddw drapieznych i pasozytniczych, dlatego sprzyja zachowaniu
rownowagi biologicznej. Stosuje sie go w dawce od 0,5 do 3,0 kg/ha.
Zalecang ilos¢ wprowadza do zbiornika opryskiwacza zawierajgcego np.
500 - 1000 I/ha dla opryskow sadowniczych.

Bakterie wspomagajg réwniez procesy kompostowania odpaddw.
Przyktadowo w publikacji K. Cybulskiego i inni: Inz. Ap. Chem., 2012, 51,
4, 108-111, opisano sposob kompostowania szczeciny $winskiej
zmieszanej z widrkami drzewnymi lub stomg zbozowg, pytem wegla
brunatnego oraz granulowanymi odchodami kurzymi przy udziale
szczepionki drobnoustrojowej zawierajgcej bakterie z rodzaju Bacillus w
formie Swiezej biomasy, grzyby strzepkowe Trichoderma sp. i
promieniowce Streptomyces sp. w postaci zmywu z hodowli ptytkowe.
Zastosowanie takiej szczepionki pozwolito na zwigkszenie efektywnosci
rozktadu szczeciny w pordédwnaniu do niezaszczepionego kompostu
kontrolnego.

Preparaty mikrobiologiczne przeznaczone do uprawy ros$lin sg

rowniez przedmiotem licznych opiséw patentowych.



Znane sg z opisu patentowego PL217740 B1 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 roslin,
mikroorganizmy, sposéb wytwarzania mikroorganizmdéw oraz sposéb
traktowania gleby i nasion roslin preparatami. Wynalazek dotyczy
preparatdow do traktowania gleby i nasion roslin zawierajgce zywe
mikroorganizmy lub mikroorganizmy zdolne do rozmnazania sie w glebach
réznego typu w otoczeniu roslin, przy czym preparaty zawierajg w ilosci 5
x 10° - 10", korzystnie 107 - 10'° komoérek/g kulture Bacillus megaterium
var. M326 (NCAIM /P/ B 001291) oraz jeden Ilub wiekszg liczbe
mikroorganizmow sposréd Azospirillum brasilense ssp. SW51 (NCAIM /P/
B 001293), Azotobacter vinelandii ssp. M657 (NCAIM /P/ B 001292),
Pseudomonas fluorescens var. SW11 (NCAIM /P/ B 001296), Bacillus
polymyxa var. SW17 (NCAIM /P/ B 0012 95), Micrococcus roseus ssp.
A21 (NCAIM /P/ B 001294), Bradyrhizobium japonicum var. PH25 (NCAIM
/P/ B 001302) i Streptomyces albus var. 0003 LP (NCAIM /P/ B 001301),
jako mikroorganizmoéw zdolnych do rozmnazania sie réwniez w niskiej
temperaturze, korzystnie ponizej 20°C, jak réwniez w glebach o niskiegj
warto$ci pH, korzystnie ponizej 5, zdeponowanych w Krajowej Kolekcji
Mikroorganizmdéw do Uzytku w Rolnictwie i Przemy$le, Budapeszt, Wegry,
oraz mokre lub suche nosniki dopuszczalne w uprawach rolniczych i
nietoksyczne dla mikroorganizméw. Korzystne sg preparaty, ktére jako
no$nik zawierajg wode i/lub maczke sojowag i/lub skrobie i/lub celuloze
i/lub glukoze. Preparaty zawierajgce komérki mikroorganizméw w liczbie
10'% - 10™, korzystnie 10" - 10" na hektar, nanosi sie na powierzchnie
lub do wnetrza gleby w porze roku, w ktérej nie wystepuje spadek
temperatury ponizej 0°C lub traktuje sie nimi nasiona. Kulture
mikroorganizmow mozna wprowadzaé bezposrednio do zaprawianej gleby
lub rodlin wraz z pozywkg stosowang do jej hodowli, badz w postaci

preparatdw zachowujgcych potencjat biotyczny mikroorganizmu, w tym



preparatéw zawierajgcych nosniki zapewniajace przyleganie bakterii do
nasion dzieki sitom adhezji.

Ze zgtoszenia PL376766 A1 znany jest biopreparat, zwtaszcza do
mineralizacji odpaddw, ktéry zawiera zywe  kultury  bakterii
przyspieszajacych mineralizacje odpaddw organicznych takie jak:
Pseudomonas nitroreducens, Pseudomonas proteolyica, Pseudomonas
psychrophila, Pseudomonas azotoformans, Pseudomonas denitriflcans,
Pseudomonas putida, Pseudomonas rhizosphaerae, Pseudomonas lutea,
Pseudomonas agarici oraz kultury bakterii Bacillus denitriflcans i Bacillus
subtilis. Zywe kultury bakterii przechowywane sg na sterylnym podtozu na
przyktad agarowym. Tak skomponowany preparat pozwala znacznie
skréci¢ okres mineralizacji odpaddw organicznych i uzyska¢ z nich w
efekcie procesu nadajgce sie do zastosowania w rolnictwie podtoze.

Znany jest ze zgtoszenia PL292243 A1 biologiczny konserwant do
kiszenia pasz zielonych, przeznaczony do witasciwego ukierunkowania i
przyspieszenia procesdéw fermentacyjnych zachodzacych w czasie
kiszenia pasz, sktadajacy sie z bakteryjnego preparatu ze starterem i
stabilizatora rozwoju komérek. Preparat zawiera potgczone w proporcji od
1:0,5 do 1:1 kompozycje bakterii fermentacji mlekowej i kompozycje
bakterii propionowych. Starterem jest glukoza uzyta w ilosci 0,4 - 0,6 %.
Stabilizatorem jest mieszanina bezwodnego fosforanu jednoamonowego,
uzytego w ilosci 0,4 - 0,6 % wag. z bezwodnym fosforanem dwusodowym,
uzytym w ilosci 1,4 - 1,8 % wag., przy czym suchy konserwant zawiera
tacznie okoto 10" komorek w 1 gramie.

Znany jest z opisu patentowego RO126081 B1 biopreparat
przeznaczony do zwalczania grzybow z rodzaju Fusarium powodujgcych
choroby roslin, ktory sktada sie z 1 — 20 % zawiesiny mikroorganizméw:
Saccharomyces cerevisiae L30 (numer depozytu NCAIM Y001350)
i Bacillus subtilis B49b (numer depozytu NCAIM (P) 001360 B), korzystnie
miedzy 4 — 8 % kazdego szczepu, 2 — 15 % sktadnikdw odzywczych,

5 - 15% $rodkdw powierzchniowo czynnych, 10 — 50 % rozpuszczalnika,



0,01 - 1% stabilizatora, 1 — 10 % antykoagulantow i wody destylowanej
w ilosci do 100 %.

Znana jest z opisu patentowego US6232270 B1 kompozycja
przeznaczona do stosowania w rolnictwie zawierajgca kultury bakterii
Bacillus subtilis, Bacillus cereus lub nowy szczep Bacillus ATCC 55675.
Kompozycje stosuje sie w formie wodnego roztworu o koncentracji bakterii
od 300000 do 1500000 cfu/ml, korzystnie od 1000000 do 1200000 cfu/ml,
rowniez w mieszaninie z innymi substancjami czynnymi stosowanymi w
rolnictwie takimi jak fungicydy, insektycydy lub herbicydy

Z opisu patentowego RU2147181 C1 znany jest biopreparat do
zwiekszenia plondw roslin i ochrony roslin przed chorobami, ktéry zawiera
hydrolizat bakterii Pseudomonas aureofaciens VKM V- 1973D w ilo&ci
18-20 czeSci wagowych, hydrolizat bakterii Bacillus megaterium w ilosci
39 - 40 czesci wagowych, ekstrakt z igiet sosnowych w ilosci 5 - 6 czesci
wagowych, paste z chlorofilu i karotenu w ilosci 1-2 czesci wagowych oraz
roztwdr makro- i mikroelementéw w ilosci 32-37 czesci wagowych.

Z opisu patentowego RU2314693 C2 znany jest biopreparat do
poprawy zyznosSci gleby i jej odkazania o wiasciwosciach stymulujgcych
wzrost roslin, zawierajacy szczepy bakterii Bacillus subtilis K-4, Bacillus
subtilis Be-12 i Bacillus amyloliquefaciens w ilosci 30-40 % wagowych,
zestawionych w stosunku 1-5 : 1-5 : 1-5 i wypetniacze w ilosci 20-30 %
wagowych, takie jak kaolin i maczka sojowa, $rodek zapachowy
zawierajgcy wycigg z drzew iglastych oraz paste chlorofilowo-karotenowa
w ilosci 2,3-4,0 %.

W dobie intensyfikacji produkcji rolnej, rolnicy oczekujg
efektywniejszego wykorzystania wprowadzanych do gleb nawozow.
Zawartos¢ substancji organicznej w glebach uzytkowanych rolniczo obniza
sie 0 okoto 2% rocznie. Jednym z powoddow obnizania zawartosci
substancji organicznej w glebach jest zaleganie stomy na polach lub jej

pozarolnicze wykorzystywanie, np. poprzez spalanie biomasy. Konieczne



jest wiec okresowe wprowadzanie do gleb nawozéw uzupetniajgcych w
roznych postaciach.

Jak wiadomo z praktyki rolniczej, resztki pozniwne sg cennym
zrodtem substancji organiczne;.

Prowadzone od szeregu lat badania wskazujg, ze 5 ton stomy
Srednio zawiera do: 35 kg N, 15 kg P2-0Os, 110 kg K20, 10 kg MgO, 20 kg
Ca0, 8 kg S, 25 g B, 200g Zn, 150 g Mn i 15 g Cu. Jednak te cenne
nawozowo substancie sg dostepne roslinom w formie przyswajalngj
dopiero po dekompozycji resztek pozniwnych przez mikroorganizmy
obecne w glebie, zwtaszcza bakterie celuloityczne. Stad tez znalezienie
metody szybszego rozkfadu resztek pozniwnych pozwolitoby na wzrost
plonéw dzieki zwiekszeniu dostepnosci dla roslin cennych skiadnikdw
odzywczych oraz zwigzkdw préchniczych niezbednych do ich
prawidtowego wzrostu | rozwoju, przy jednoczesnym zmniejszeniu
dodatkowego nawozenia.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze rozktad resztek pozniwnych mozna
przyspieszy¢ stosujgc preparat mikrobiologiczny zawierajgcy zywe lub
zdolne do rozmnazania sie w glebie wyselekcjonowane szczepy bakterii
Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM
B/00106), zdeponowane w Polskiej Kolekcji Mikroorganizmow Polskigj
Akademii Nauk we Wroctawiu.

Preparat mikrobiologiczny do mineralizacji materii organicznej
zawierajgce] zwiaszcza celuloze, zawiera zgodnie z wynalazkiem zywe lub
zdolne do rozmnazania sie w glebie wyselekcjonowane szczepy
bakteryjne, makro i/lub mikroelementy, a ponadto zwigzki biologicznie
czynne o wilasciwosciach przeciwutleniajgcych, przeciwbakteryjnych,
przeciwgrzybiczych, substancje stabilizujgce preparat mikrobiologiczny
przed niepozgdang destabilizacjg oraz ewentualnie wode.

Istota rozwigzania charakteryzuje sie tym, ze preparat zawiera
zdeponowane w Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Polskiej Akademii
Nauk we Wroctawiu szczepy bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105)



i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106), w ilosci 10" - 10"
komérek/g preparatu, korzystnie 10® - 10° komoérek/g preparatu,
immobilizowane na nos$niku w postaci mineratu glinokrzemianowego,
korzystnie z grupy bentonitbw montmorylonitowych i/lub attapulgitowych, o
Sredniej wielkosci czasteczek od 0,001 do 0,07 mm, stanowigcym od 0,01
do 5 % mas. preparatu.

Korzystnie szczepy bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i
Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106) sg zestawione w preparacie w
proporcji 1:1.

Ponadto preparat zawiera w ilosci do 40 % masowych co najmnigj
jeden makro lub mikroelement, korzystnie w formie rozpuszczalnej w
wodzie, wybrany z grupy obejmujgcej takie pierwiastki jak: azot, fosfor,
potas, magnez, wapn, krzem, tytan, bor, miedz, zelazo, mangan,
molibden, cynk, kobalt.

Korzystnie preparat zawiera do 40 % wagowych azotu, do 25 %
wagowych fosforu, do 20 % wagowych potasu, do 20 % wagowych
krzemu, do 25 % wagowych magnezu, do 10 % wagowych wapnia, do 10
% wagowych boru, do 12 % wagowych zelaza, do 10 % wagowych
manganu, do 10 % wagowych molibdenu, do 10 % wagowych cynku, do
10 % wagowych kobaltu, do 5 % wagowych miedzi, do 3 % wagowych
tytanu.

Korzystnie preparat zawiera substancie o zdolnosciach do
chelatowania mikroelementéw, w szczegdlnosci: EDTA w ilosci od 0,01 do
5 % masowych, HEDTA w ilosci od 0,01 do 5 % masowych, DTPA w ilosci
od 0,01 do 5 % masowych, HEEDTA w ilosci od 0,01 do 5 % masowych,
aminokwasy w ilosci od 0,01 do 5 % masowych, kwasy fulwowe w ilosci
od 0,01 do 5 % masowych, cukry proste w ilosci od 0,01 do 5 %
masowych, wielocukry w ilosci od 0,01 do 5 % masowych, polifenole w
ilosci od 0,01 do 5% masowych, witaminy w ilosci od 0,01 do 5%

masowych.



Korzystnie preparat zawiera ewentualnie zwigzki biologicznie
czynne o wilasciwosciach przeciwutleniajgcych, przeciwbakteryjnych,
przeciwgrzybiczych wybrane z grupy obejmujgcej polifenole, kwasy
wielonienasycone, florotaniny, siarczanowane polisacharydy, karotenoidy,
peptydy, zawarte w preparacie w ilosci od 0,01 do 5 % masowych.

Korzystnie preparat zawiera ewentualnie hormony roslinne, w tym:
fitosterole - cytokininy, auksyny, gibereliny w ilosci od 0,01 do 5 %
masowych.

Korzystnie preparat zawiera ewentualnie ptyn pohodowlany oraz
metabolity wytwarzane przez bakterie w trakcie hodowli w ilosci od 0,1 do
95 % masowych.

Korzystnie pH preparatu zawiera sie w przedziale od 2 do 12, a
najlepiej od 6 do 8 i jest regulowane za pomocg kwasu lub zasady,
korzystnie kwasu cytrynowego, kwasu solnego, kwasu siarkowego,
wodorotlenkdéw i/lub weglandéw metali alkalicznych, zwtaszcza sodu lub
potasu.

Istotg rozwigzania jest takze = zastosowanie  preparatu
mikrobiologicznego, zawierajgcego zywe lub zdolne do rozmnazania sie w
glebie wyselekcjonowane szczepy bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106) w ilosci
10" - 10" komoérek/g preparatu, korzystnie 10° - 10° komoérek/g preparatu,
do mineralizacji materii organicznej zawierajgcej zwlaszcza celuloze w
uprawach rolniczych i ogrodniczych, do aplikacji pozakorzeniowej i/lub
dokorzeniowej, po rozcienczeniu preparatu wodg w zakresie od 0,02 do
5 % masowych.

Korzystne jest zastosowanie, w ktérym preparat zawiera ptyn
z hodowli bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub Bacillus
licheniformis 4/18 (PCM B/00106), korzystnie wzbogacony o sktadniki
mineralne i/lub organiczne.

Preparat mikrobiologiczny wytworzony na bazie szczepow
bakteryjnych Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub Bacillus
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licheniformis 4/18 (PCM B/00106), wykazuje zdolnoS¢ przyspieszenia
procesu rozktadu celulozy zawarte] w materii organicznej, dzieki czemu
m.in. uniemozliwia rozw¢j czynnikdw chorobotwoérczych rozwijajacych sie
na pozostatosciach pozniwnych, pozytywnie wptywa na wtasciwosci gleb,
a w szczegolnosci na jej strukture, dostepnosé mikro i makroskiadnikéw,
pojemno$¢ wodng oraz dziata stymulujgco na wzrost i rozwdj roslin
rolniczych i ogrodniczych. Szczepy bakterii uzyte do stworzenia preparatu
mikrobiologicznego sg zdolne do produkcji m.in.  enzyméw
celulolitycznych, ktore przyspieszajg rozktad pozostatosci pozniwnych, a
jednoczesnie dostarczajg do gleby tatwo przyswajalne dla roslin sktadniki
odzywcze.

Preparat nadaje sie do przechowywania w postaci roztworu lub w
postaci statej, majgc przy tym ograniczone tendencje do destabilizaciji.

Wprowadzenie do preparatu co najmniej jednego z makro i/lub
mikroelementdw takich jak azot, fosfor, potas, magnez, wapn, siarka, bor,
miedz, zelazo, mangan, molibden, cynk, kobalt, tytan, krzem, w formie
rozpuszczalnej w wodzie stymuluje bakterie do szybszej i efektywniejszej
syntezy enzymow celulolitycznych oraz ogranicza tendencje biopreparatu
do destabilizacji.

Sktadniki pokarmowe takie jak azot, fosfor, potas, magnez , siarka,
wegiel, bor, miedz, zelazo, mangan, molibden, cynk, cukry i wielocukry,
oprécz wiasciwosci stabilizujgcych roztwdr wptywajg korzystnie na
poprawe plonowania roslin rolniczych i ogrodniczych.

Preparat utrzymuje silne stymulujgce oddziatywanie na wzrost |
rozwOj rodlin przy zastosowaniu dolistnie i/lub donasiennie i/lub

pozakorzeniowo.

Przedmiot wynalazku jest blizej okreSlony w ponizszych

przyktadach, nie ograniczajgcych jego zakresu.
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Przyktad 1

Preparat mikrobiologiczny w postaci roztworu zawiera nastepujgce
szczepy bakteryjne w ilosci 10°-10° komérek/g preparatu:

- 5 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105),

- 5 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus licheniformis 4/18
(PCM B/00106),

- 0,06% bentonitu o srednigej wielkosci czgsteczek od 0,001 do 0,07 mm,
makro i mikroelementy:

Azot (N) - 13,087% masowych,

Fosfor (P20s) - 0,067 % masowych,

Potas (K20) - 0,043 % masowych,

Magnez (MgO) - 0,009 % masowych,

Siarka (S03) - 0,064 % masowych,

Bor (B) - 0,001 % masowych,

Zelazo (Fe) - 0,009 % masowych,

Mangan (Mn) - 0,009 % masowych,

Cynk (Zn) - 0,009 % masowych,

oraz

- 0,418 % masowych kwasu cytrynowego,

sktadniki odzywcze bakterii:

- 0,093 % masowych karboksymetylocelulozy CMC,

- 0,093 % masowych Peptonu K,

i rozpuszczalnik:

- 75,94 % masowych wody.

Szczegbtowg procedure przygotowania inokulum przeprowadzono
zgodnie z polskim zgtoszeniem patentowym pt. Sposéb przygotowania
inokulum  bakterii celulolitycznych do wytwarzania biopreparatow

poprawiajgcych wiasciwosci gleby, nr P.414429 z dnia 19.10.2015 .
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Szczepy bakteryjne Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) oraz Bacillus
licheniformis 4/18 (PCM B/00106) wyizolowano ze $rodowiska
naturalnego, poprzez pobranie ich z podtoza do produkcji pieczarek,
wymieszanie z jatowym roztworem soli fizjologicznej, wykonaniu szeregu
rozcienczen, a nastepnie namnozenie na podtozu zawierajgcym Pepton K|
CMC, agar, zelatyne i wode jako dopetnienie do 100 % masowych.

Namnazanie bakterii prowadzono przez okres 48 godzin w
temperaturze nie nizszej niz 32°C do momentu uzyskania na podtozu
pojedynczych Kkolonii bakterii Szczepy bakteryjne Bacillus subtilis 4/7
(PCM B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106). Nastepnie
bakterie osadzono na skosach agarowych z zestalong pozywka z bulionu i
inokulum przechowywano w kriobanku w niskich temperaturach.

W celu sporzadzenia preparatu mikrobiologicznego w formie
ptynnej, do sterylnego reaktora wyposazonego w mieszadto i mozliwosc
podgrzewania dodano 50 ml inokulum szczepu Bacillus subtilis B/00105 i
50 ml inokulum Bacillus licheniformis B/00106 oraz 306 g mocznika, 100 g
wody i mieszano w temperaturze 35 - 40°C przy obrotach 50 obr/min
przez 1 minute. Nastepnie przy intensywnym mieszaniu wskazanych
powyzej ilosciach, a mieszanine przy intensywnym mieszaniu uzupetniono
wodg do objetosci 1 litra.

Aktywno$¢ szczepdw Szczepy bakteryjne Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105) i/lub Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106) w rozkladzie
celulozy.

Probki Szczepy bakteryjne Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) i/lub
Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106)hodowano w roztworze
zawierajgcym:

1 % pepton kazeinowy,

1 % CMC,

0,2 % KoHPOy4,

1,5 % agar,

0,08 % MgSO4-7H,0,
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0,25 % (NH4)2SOy,
0,2 % zelatyne.

Aktywnos$¢ celulolityczna oznaczona zostata zgodnie z metoda
wykorzystujacg kwas 3,5 — dinitrosalicylowy (DNS). W celu oznaczenia
ilosci zredukowanych cukréw, zrodto enzymoéw stanowit supernatant
uzyskany po odwirowaniu préb w okres$lonych godzinach hodowli
(parametry wirowania: 4500 obr/min x 10 min/14°C). Supernatant w ilosci
1 ml zostat nastepnie dodany do 0,5 ml odpowiedniego substratu:

- 1 % CMC zawieszonego w 0,05 M buforze fosforanowym,
-Bibuty Wathmana (1cm x 6 cm, masa 50 mg) zawieszonej w 0,05 M
buforze cytrynianowym.

Cato$¢ poddana zostata inkubacji w tazni wodnej o temperaturze
odpowiednio 30°C lub 50°C. Czas inkubacji wynosit 60 minut. Po tym
czasie reakcja zostata przerwana za pomocg DNS (1,5 ml), a nastepnie
proby przeniesiono do tazni wodnej o temperaturze 100°C. Po uptywie 5
minut, préby ochtodzono i rozciennczono wodg destylowang (12 ml).
llo$¢ uwolnionych cukréw prostych mierzono za pomocg spektrofotometru.

Absorbancja mierzona byta przy dtugosci fali réwnej 530 nm. Prébe
zerowgq stanowita woda destylowana oraz DNS.

Jako jednostke aktywnosci [U], przyjeto ilos¢ glukozy [umol]
uwolnionej prze 1 ml enzymu w czasie 1 minuty:

_ 1ﬂmoiglukozy i
Badania potwierdzajgce znaczgce przyspieszenie rozktadu celulozy

przez szczepy bakteryjne Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) oraz Bacillus
licheniformis 4/18 (PCM B/00106) byty prowadzone w pordéwnaniu do

innych szczepdw bakterii o aktywnosci celulolityczne;.

Ocene aktywnosci izolatdbw Bacillus subtilis 4/7 (PCM B/00105) oraz
Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106) w rozktadzie celulozy (zrodto
celulozy CMC, temp. 30 i 50°C) przedstawiono w tabelach 1 i 2.
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Tabela 1
DNS - 30°C / CMC + bufor fosforanowy
24 h 48 h 72 h
Absorb Absorb Absorb
Absorb | ancja |Absorb| ancja | Absorb | ancja
Izolat ancja [530 ancja [530 ancja [530
[530 nm] [530 nm] [530 nm]
nm] $redni nm] $redni nm] Sredni
a a a
i ili 0,1581 0,3014 0,3504
Bacillus subtilis 4/7 (PCM 0,1574 0,3018 0,3635
B/00105) 0,1566 0,3021 0,3766
4/10 - szczep bakterii o 0,0616 0,0699 0,1344
aktywnosci celulolitycznej 0,07-24 00064 00712 | 00706 0.0720 0’1032J
4/20 - szczep bakterii o 0,0780 0,0702 0,0813
aktywnosci celulolitycznej 0,0799 0,0790 0,0693 0,0698 0,0922 0.0868
| 4/22- szczep bakterii o 0,0738 0.0695 0,0619 oo 0,1015 01003
aktywnosci celulolitycznej | g o652 | ' 00617 | ' 0,0991 !
A
2/15 - szczep bakterii o 0,0580 0,0589 0,1502
aktywnosci celulolitycznej | 09,0686 0,0633 0,0542 0.0566 0,1360 01431
| 4/3- szczep bakterii o 0,0527 o oA 0,0527 00680 0,1539 0 i6an
aktywnosci celulolitycznej | 00388 | : 0,0833 | ’ 0,1726 | ' |
E
4/11 - szczep bakterii o 0,0514 0,0481 0,1440
aktywnosci celulolitycznej | o 0564 0,0539 0,0666 0,0574 0,3663 0,2552
—
Bacillus licheniformis 418 | 0,1553 0,3244 04473
———— 0.1967 0,3292 ————1 0,4551
l (PCM B/00106) 0,2380 0,3339 [ 0,4628 |
- — — p— m— — —— —
Tabela 2
DNS - 50°C / CMC + bufor fosforanowy
24 h 48 h 72 h
Absorb Absorb Absorb
Absorb | ancja |Absorb| ancja | Absorb | ancja
Izolat ancja [530 ancja [530 ancja [530
[530 nm] [530 nm] [530 nm]
nm] $redni nm] $redni nm] Sredni
a a a
Bacillus subtilis 4/7 (PCM | 01750 | ¢ 1866 | 0.3516 | o 3501 | 03818 | ¢ 4068
B/00105) 0,1981 0,3525 0,4317
| 4/10- szczep bakterii 0 | 9:0834 | 5 gg33 | 0,0899 | g o919 | 0,1296 | g 1063
aktywnosci celulolitycznej ' 0.0832 0,0939 0,1229
4/20 - szczep bakterii o | 0.0793 | g og79 | 00945 | g ogpg | 0,0658 | g g598
aktywnosci celulolitycznej 0,0965 0,0906 0,0738
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4/22 - szczep bakterii o | 0,0976 | 0,0948 ‘ 0,0846 | 0,0848 | 0.0843 | o 0go1
aktywnosci celulolitycznej 0,0919 0,0850 0,0799 _|
2/15- szczep bakterii o | 9647 | 00676 | 9.0767 | o 0785 | 02180 | ¢ 1855
aktywnosci celulolitycznej 0,0704 0,0803 0,1530
4/3- szczepbakterii 0 | 00581 | o o597 | 00840 | o 1013 | 0.1666 | o 1973 |
aktywnosci celulolitycznej 0,0612 0,1186 0,2279
4 88 g £
4111 - szczep bakteriio | 00981 | g og16 | 0.0847 | 9 0gas5 | 0.1405 | ¢ 1381
aktywnosci celulolitycznej 0,0651 0,1042 0,2357
kil I
Bacillus licheniformis 4/18 a0 e
(PCM B/00106) ’ 03790 | 05359 |

Ocene aktywnosci enzymatycznej metodg DNS izolatow pochodzgcych ze

zrodet nr 2 i nr 4 (zrédto celulozy bibuta, temp. 30 i 50°C) przedstawiono

w tabelach 3i 4.

Tabela 3

DNS - 30°C / bibuta + bufor cytrynianowy

24 h 48 h 72 h
Absorb Absorb Absorb
Absorb | ancja |Absorb| ancja | Absorb | ancja
Izolat ancja [530 ancja [530 ancja [530
[530 nm] [530 nm] [530 nm]
nm] $redni nm] $redni nm] Sredni
a a a
Bacillus subtilis 4/7 (PCM | 0,1763 | 0,1693 | 0,2853 | 0,3023 | 0,3772 | 0,3729
B/00105) 0,1623 0,3192 0,3685
4/10 - szczep bakterii o 0,0980 0,1067 0,1413
aktywnosci celulolitycznej 0,0935 01126 0,1409
4/20 - szczep bakterii o | 0,0910 | p,0895 | 0,1072 | p,1090 | 0.0851 | 0,0945
aktywnosci celulolitycznej 0,0880 0,1107 0,1039

4/22 - szczep bakterii o 0,1057 | p,1068 | 0.1082 | p,1014 | 0,1070 | 0,1105 |
| aktywnosci celulolitycznej | o0 1079 0,0946 0,1139
2/15- szczep bakterii o 0,0934 | 0,0931 | 0,0989 | p,0932 | 0,1447 | 0,1358
aktywnosci celulolitycznej 0,0928 0,0874 0,1268
4/3 - szczep bakterii o 0,0828 | 0,0850 | 00849 | p,0966 | 0.1669 | 0,1752
aktywnosci celulolitycznej | gpg72 0.1082 0,1835
4/11 - szczep bakterii 0 0,0826 | 0,0868 | 0,0750 | 0,0876 | 0,1278 | 0,1620
aktywnosci celulolitycznej | 00910 0,1002 0,1962
Bacillus licheniformis 418 | 0,1620 0,3364 0,3886
0,1956 0,3402 0,4026
(PCM B/00106) 0,2291 0,3440 0,4166

ol
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Przyktad 2

Preparat mikrobiologiczny w postaci

Tabela 4
DNS - 50°C / bibuta + bufor cytrynianowy
24 h 48 h 72 h
Absorb Absorb Absorb
Absorb | ancja | Absorb | ancja | Absorb| ancja
Izolat ancja | [530 | ancja | [530 | ancja | [530
[530 nm] [530 nm] [530 nm]
nm] Sredni nm] | $redni nm] Sredni
a a a
Bacillus subtilis 4/7 (PCM | 0,2302 | 0,229 | 0,3656 | 0,3599 | 0,3696 | 0,3608
B/00105) 0,2155 0,3542 0,3519
| 4/10- szczep bakterii o 0,1053 | 0,1116 | 0,1612 | p 1546 | 0,1432 | 01464 |
aktywnosci celulolitycznej | 0,179 0,1480 0,1495
4/20 - szczep bakterii o 0,1129 | 0,1170 | 0,1237 | 0,1253 | 0,0935 | 0,0926
aktywnosci celulolitycznej 0,1210 0,1269 0,0916
- I |
4/22 - szczep bakterii o 0,1157 | p,1263 | 0,1193 | 0,1099 | 0,1001 | p 1053
I aktywnosci celulolitycznej 0.1368 01005 01104
3 ¥ 3 .L
2/15 - szczep bakterii o 0,0889 | 0,0885 | 0,1111 | 0,1046 | 0,1572 | 0,1444
aktywnosci celulolitycznej 0,0880 0,0981 0,1315
4/3 - szczep bakterii o l 0,0880 | p,0880 | 90,1062 | g 1204 | 0,1397 l 0,1649
aktywnosci celulolitycznej 0,0880 0,1346 0,1901 I
4/11 - szczep bakterii o 0,0942 | 0,0950 | 0,1097 | 0,1162 | 0,1064 | 0,1608
aktywnosci celulolitycznej 0,0957 0,1227 0,2152
Bacillus licheniformis 4/18 | 0,2322 0,3743 0,4216 |
0,2301 0,3872 0,4183
(PCM B/00106) 0,2280 0,4000 | 0,4149

roztworu

zawiera nastepujace

szczepy bakteryjne w ilosci 102-10° komérek/g preparatu:

- 15 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM

B/00105),

- 5 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus licheniformis 4/18

(PCM B/00106),

- 0,06% bentonitu o sredniej wielkosci czgsteczek od 0,001 do 0,07 mm,

makro i mikroelementy:
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Azot (N) - 23,087 % masowych,

Fosfor (P20s) - 1,067 % masowych,
Potas (K20) - 0,143 % masowych,
Magnez (MgO) - 0,009 % masowych,
Siarka (S03) - 0,064 % masowych,
Mangan (Mn) - 0,009 % masowych,

Cynk (Zn) - 0,009 % masowych,

oraz

- 0,418 % masowych kwasu cytrynowego,
sktadniki odzywcze bakterii:

- 0,093 % masowych karboksymetylocelulozy CMC,
- 0,093 % masowych Peptonu K,

i rozpuszczalnik:

- 64,83 % masowych wody.
Przyktad 3

Preparat mikrobiologiczny w postaci roztworu zawiera nastepujgce
szczepy bakteryjne w ilosci 102-10° komérek/g preparatu:

- 35 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105),

- 35 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus licheniformis 4/18
(PCM B/00106),

- 0,06 % bentonitu o Sredniej wielkosci czgsteczek od 0,001 do 0,07 mm,

i rozpuszczalnik:

- 29,94 % masowych wody.
Przyktad 4

Preparat mikrobiologiczny w postaci roztworu zawiera nastepujgce

szczepy bakteryjne w ilosci 10° komérek/g preparatu:
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- 75 % masowych inokulum szczepu bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105),

- 0,06% bentonitu o Sredniej wielkosci czgsteczek od 0,001do 0,07 mm,

i rozpuszczalnik:

- 24,94 % masowych wody.
Przyktad 5

Preparat mikrobiologiczny zawierajgcy szczepy bakterii Bacillus subtilis
4/7 (PCM B/00105) i Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106)
zestawione w proporcji 1:1 w ilosci 10® - 10° komoérek/g preparatu
zastosowano w uprawie rzepaku na resztki pozniwne w ilosci 1 L/ha
preparatu oraz 2L/ha, po jego uprzednim rozcienczeniu w 300L wody.
Przyrost masy korzeni po 7 tygodniach od aplikacji w poréwnaniu do
kontroli i preparatow bakteryjnych konkurencji dostepnych na rynku
pokazano w tabelach ponizej, gdzie tabeli 5 przedstawiono suchg mase
czesci nadziemnej rzepaku w terminach poboru prob, a w tabeli 6 suchg

mase korzeni rzepaku w terminach poboru préob.

Tabela 5
Obiekt Czas od aplikacji
preparatu
7 tygodni
Kontrola 105,6 ¢

Preparat mikrobiologiczny wg wynalazku 151,2 g (wzrost 0 43,18
w dawce 1 L/ha % w stosunku do kontroli)

Preparat mikrobiologiczny wg wynalazku 140,7 g (wzrost 0 33,23
w dawce 2 L/ha % w stosunku do kontroli)

1 Preparat bakteryjny konkurenciji 115,7 g (wzrost 0 9,56 %
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w stosunku do kontroli)

2 Preparat bakteryjny konkurenciji 113,4 g (wzrost 0 7,38 %
w stosunku do kontroli)

Tabela 6
Obiekt Czas od aplikaciji
preparatu
7 tygodni
Kontrola 18,91 g

Preparat mikrobiologiczny wg wynalazku 28,85 g (wzrost 0 52,56
w dawce 1 L/ha % w stosunku do kontroli)

Preparat mikrobiologiczny wg wynalazku 29,64 g (wzrost 0 56,74
w dawce 2 L/ha % w stosunku do kontroli)

1 Preparat bakteryjny konkurenciji 26,62 g (wzrost 0 40,77
% w stosunku do kontroli)

2 Preparat bakteryjny konkurenciji 28,73 g (wzrost 0 51,93
% w stosunku do kontroli)

Przyktad 6

Wyautoklawowang glebe przesypano do doniczek. Nastepnie do kazdej
doniczki wrzucono pocietg stome pszeniczng i opryskano preparatem
mikrobiologicznym zawierajacy szczepy bakterii Bacillus subtilis 4/7 (PCM
B/00105) i Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106) zestawione w
proporcji 1:1 w ilosci 10® - 10° komoérek/g preparatu, w ilosci
odpowiadajgcej dawce 2 L/ha. Stome wymieszano z ziemig |
pozostawiono na 8 tygodni, w tunelu foliowym, w jasnym i stonecznym
miejscu. Po 8 tygodniach glebe ze stomg, w poszczegdlnych doniczkach

ponownie wymieszano, a nastepnie wysiano pszenice ozimg odmiany
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BAMBERKA. Do kazdej doniczki wysiano po 100 ziaren pszenicy. Po 4
tygodniach od wysiewu rosliny z poszczegdlnych doniczek zebrano, a
nastepnie zwazono mase catych rosliny oraz mase czesci nadziemnej.
Przyrost masy korzeni po 4 tygodniach od wysiewu w porownaniu do
kontroli wynidst 30 %.

Przyrost masy czesci nadziemnej po 4 tygodniach od wysiewu w

poroéwnaniu do kontroli wynidst 12%.

Przyktad 7

Preparat mikrobiologiczny zawierajgcy szczepy bakterii Bacillus subtilis
4/7 (PCM B/00105) i Bacillus licheniformis 4/18 (PCM B/00106)
zestawione w proporcji 1:1 w ilosci 10® - 10° komoérek/g preparatu
zastosowano na resztki pozniwne w ilodci 2 L/ha preparatu, po jego
uprzednim rozcieniczeniu w 300 L wody. Po ok. 2 miesigcach po aplikacji
pobrano probki gleby i wykonano analize zwartosci wybranych
pierwiastkow.

Wozrost zwartosci miedzi po ok. 2 miesigcach od aplikacji preparatu, w
poroéwnaniu do kontroli wynidst 5,91%.

Wozrost zwartosci zelaza po ok. 2 miesigcach od aplikacji preparatu, w
poréwnaniu do kontroli wynidst 6,4%.

Wozrost zwarto$ci manganu po ok. 2 miesigcach od aplikacji preparatu, w
poréwnaniu do kontroli wynidést 8,78%.

Wzrost zwartosci cynku po ok. 2 miesigcach od aplikacji preparatu, w
poréwnaniu do kontroli wynioést 11,39%.

Wozrost zwartosci potasu po ok. 2 miesigcach od aplikacji preparatu, w

porownaniu do kontroli wynidst 6,979%.



