Naturalny stymulator rozwoju i odpornosci roslin

Przedmiotem wynalazku jest naturalny stymulator rozwoju i odpornosci roslin,
zawierajacy kompozycje biologicznie czynnych L-aminokwasow wolnych oraz zwiazanych w
maloczasteczkowe peptydy.

Obecna koncepcja rozwoju rolnictwa, tzw. rtolnictwo zréwnowazone, zaklada
ograniczenie zuzycia chemicznych srodkéw na rzecz Srodkéw pochodzenia naturalnego.
Roslina pod wptywem stresu moze uruchomic reakcje obronne, diatego coraz wigksza uwage
skupia sie na indukowaniu reakcji obronnych roélin. Coraz powszechniej stosuje si¢ dolistnie
biostymulatory usprawniajace procesy wzrostu, rozwoju roslin oraz przyczyniajace si¢ do
redukcji stresu. Biostymulatory stosowane doglebowo usprawniaja pobieranie skladnikow
mineralnych z podioza, przyspieszajg procesy transpiracji i fotosyntezy oraz stymulujg wzrost
korzeni. Wplyw biostymulatorow na rogliny mnie polega na bezposrednim udziale w regulacji
procesdw zyciowych, lecz na oddziatywaniu na metabolizm rosliny. Biostymulatory
usprawniaja zachodzace w roslinach procesy zyciowe bez modyfikowania ich naturalnego
zachowania. Wplywajg dodatnio na wzrost roslin i jako$¢ plondéw.

Znane biostymulatory roslin bazuja na substancjach aktywnych pochodzenia
biatkowego i mineralnego, a zawarte w nich substancje aktywne moga by¢ syntetyczne lub
pochodzenia naturalnego: roslinnego, zwierzecego i odzwierzgcego. Ze wzgledow
praktycznych zaleca si¢ stosowanie biostymulatorow, syntetycznych lub pochodzenia
naturalnego, lacznie ze $rodkami ochrony roslin.

Aminokwasy stanowia niezwykle zroznicowana grupe zwigzkow, kfore pelniag w
organizmach zywych wiele istotnych funkcji. Stanowia podstawowy budulec komorek
roslinnych, stymuluja synteze, przyspieszaja proces odbudowy tkanek oraz biorg udziat w
wielu procesach fizjologicznych. Sekwencyjnie polaczone wiazaniami peptydowymi tworza
peptydy. Rosliny moga syntetyzowaé aminokwasy z podstawowych pierwiastkow, ). tlenu,
wegla i azotu, ktére pobierane s z wody, powietrza i gleby. Proces ten jest czasochlonny 1
wymaga bardzo duzych nakladow energii. Dostarczanie roslinom aminokwasow, w postaci
wolnej 1 zwiazanej, wspomaga ich rozwdj przy stresach abiotycznych (Srodowiskowych,

odzywczych, mechanicznych), a takze biotycznych (szkodniki i organizmy chorobotworcze).
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Aminokwasy mogg by¢ otrzymywane w procesie syntezy chemicznej, hydrolizy chemicznej
lub hydrolizy enzymatycznej biatek zwierzecych (np. keratyna, kolagen), badz bialek
ro$linnych (np. algi, kukurydza, soja).

Preparaty na bazie biologicznie aktywnych aminokwasow istotnie poprawiaja
odpornosé roélin na stres dzigki zwiazkom osmoprotekcyjnym, Przykiadowo prolina jest
aminokwasem o dziataniu osmoprotekcyjnym, ktory przejawia dzialanie komplementarne do
innych istniejacych osmoprotektantow, np. glicyny.

Wiele z obecnych na rynku preparatow/nawozow/biostymulatorow zawiera w swoim
sktadzie aminokwasy, ktore moga pochodzi¢ z roznych 7rodel i rodzajow surowcow. W
procesie hydrolizy otrzymywane sa rozpuszczalne w roztworach wodnych aminokwasy 1
peptydy z nierozpuszczalnych biatek. Hydroliza chemiczna, kwasna lub zasadowa, jest
procesem wysokotemperaturowym, w ktorym otrzymuje si¢ aminokwasy w formie L- 1 D-.
Natomiast w organizmach zywych aminokwasy wystepuja wylacznie w formach
lewoskretnych (biologicznie aktywnych) i tylko w takich formach moga efektywnie odzywiac
ro§liny. W procesach hydrolizy enzymatycznej bialek stosowane s naturalne enzymy
pochodzenia  roslinnego,  zwierzgcego  lub mikrobiologicznego.  Proces  jest
niskotemperaturowy i nie powoduje zmian enancjomerycznych, a zastosowane enzymy tng
lahcuch biatkowy w okreslonych miejscach, w powtarzalny sposob. Produktem sa wolne,
nieuszkodzone i w pelni aktywne czasteczki L-aminokwasow i L- aminokwasow zwigzanych
w maloczasteczkowe peptydy. W zaleznosci od surowca biatkowego, jak rowniez
specyficznej roli enzymu, otrzymane hydrolizaty réinia si¢ miedzy sobg skladem
aminokwasowym.

Znany jest biostymulator zwigkszajacy produktywnos¢ roslin w postaci preparatu
dostepnego pod nazwa handlowa Natural CropSL firmy Natural Crop Poland Sp. z 0. o.
Stanowi go enzymatyczny koncentrat szesnastu najwazniejszych dia roslin I-aminokwasow,
otrzymanych w procesie hydrolizy enzymatycznej kolagenu. Preparat zawiera azot wylaczne
w formie organicznej w iloéci 9% wag., L-aminokwasy >50% wag. (z tego wolne L-
aminokwasy >2% wag.), wegiel organiczny > 24,5% wag.

Handlowo dostepny preparat Kaishi firmy Sumi Agro Poland Sp. z o. o. jest
produktem zawierajacym dziewigtnascie aminokwasow otrzymanych w procesie hydrolizy
enzymatycznej bialek pochodzenia wylacznie roslinnego. Preparat zawiera: 12,0% wag.

wolnych L-aminokwasow, azotu lacznie 2,0% wag., azotu organicznego 2,0% wag,



Innym znanym stymulatorem roslin na bazie aminokwasow bedacych produktem
hydrolizy enzymatycznej, komercyjnie dostgpnym pod nazwa Aminoplant, jest preparat firmy
Chemtura Europe Limited Sp. z 0. 0. Zawarto$¢ L-aminokwasow w preparacie wynosi 17,3%
wag., peptydow o krotkim fancuchu 82,7 % wag., azotu calkowitego 8,5% wag., materii
organicznej 54,0% wag. Preparat zawiera osiemnascie L-aminokwasow, z ktorych najwigksza
iloé¢ stanowi L-glicyna, odgrywajaca wazna rol¢ w procesie formowania komorek roslinnych
oraz syntezie chiorofilu.

Ze zgloszenia patentowego P-415595 znany jest stymulator wzrostu roslin otrzymany
w wyniku laczenia produktu hydrolizy kwasnej z produktem hydrolizy zasadowej substancji
naturalnych zawierajacych keratyng, do ktorego wprowadza si¢ skiadniki mineralne.
Otrzymany sposobem wedtug wynalazku stymulator zawierat do 35% wag. biologicznie
czynnych L-aminokwasow, w tym co najmniej 5% wag biologicznie czynnych
L-aminokwasow, zdolnych do kompleksowania mikroelementow, przy czym schelatowane
aminokwasami formy mikroelementow stanowily co najmniej 0,01% wag.

W zgloszeniu patentowym P-415593 ujawniono stymulator wzrostu i rozwoju roslin
na bazie hydrolizatéw biatkowych z surowcow pochodzenia odzwierzgcego keratynowego
(pierze drobiowe, zmielone racice, szczecina), w ktérym biologicznie czynne aminokwasy
pochodza z niezaleznie prowadzonych procesow hydrolizy chemicznej kwasnej 1 alkaliczne).
Otrzymany stymulator roslin zawierat do 35% wag. biologicznie czynnych L-aminokwasow.

Z patentu europejskiego EP 2 752 399 B1 znany jest sposob otrzymywania ekstraktu
enzymatycznego z odpadow pobrowarniczych do stosowania jako bionawoz i suplement dia
zwierzat. Produkt otrzymuje si¢ w procesie hydrolizy chemicznej (alkalicznej) i nastgpujacej
po niej hydrolizy enzymatycznej, prowadzonej w obecnosci enzymu proteclitycznego
drobnoustrojow. Otrzymany produkt zawierat weglowodany w ilosci od 40 do 45% wag., azot
w ilosci od 7 do 8% wag., a aminokwasem przewarzajacym byla histydyna.

Odpowiedni dobér enzymow w procesach hydrolizy enzymatycznej biatek pozwala
otrzymywaé hydrolizaty o okreslonych wlasciwosciach, co zostato opisane m.in. w polskim
opisie patentowym PL 196531 Bl, z ktérego znany jest sposob otrzymywania preparatu
peptydowego o dziataniu przeciwbakteryjnym z naturalnego surowca - bielma ostropestu
plamistego. Preparat otrzymuje si¢ w procesie hydrolizy enzymatycznej, prowadzonej w
obecnodci enzymow proteolitycznych. Powstajacy hydrolizat rozdziela si¢ na frakcje o roznej
masie czasteczkowej, przy czym jedynie wybrane frakcje wykazujg aktywnosc

przeciwbakteryjna.



Celem wynalazku bylo opracowanie naturalnego stymulatora peinigcego funkcje

stymulujacg rozwdj i odpornos¢ roslin na stres abiotyczny 1 biotyczny.

Prowadzac badania nad przetwarzaniem nasion gorczycy, nieoczekiwanie okazalo sig,
7e nasiona gorczycy, w tym odmiany bialej, czarnej lub sarepskiej, poddane hydrolizie
enzymatycznej, z zastosowaniem enzymow proteolitycznych, stanowia Zrodlo substancji
aktywnych stymulujacych rozwdj 1 odporno$¢ roslin.

Naturalny stymulator rozwoju 1 odpornosci roslin, w postact wysuszonego hydrolizatu
biatek naturalnego surowca, otrzymanego w procesie hydrolizy enzymatycznej w obecnosci
enzymow proteolitycznych, trypsyny lub pankreatyny, zawierajacego weglowodany, thuszcze,
aminokwasy oraz ewentualnie inne skladniki naturalnie wystgpujace w naturalnym surowcu
poddanym hydrolizie, wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ tym, ze stanowi wysuszony
hydrolizat biatek nasion gorczycy, ktory zawiera od 30 do 60% wagowych rozpuszczalnych w
wodzie biologicznie czynnych L-aminokwasOw, w postaci wolnej oraz zwigzane] w
matoczasteczkowe peptydy posiadajgce od 2,0 do 6,5 reszt aminokwasowych w czasteczce,
przy czym zawarto$¢ azotu catkowitego w hydrolizacie wynosi od 4,0 do 12,0% wagowych.

Naturalny stymulator stanowi hydrolizat bialek nasion gorczycy, w tym odmiany
bialej, czamej lub sarepskiej, korzystnie bedacych produktem ubocznym przemystu
spozywczego, korzystnie makucha lub sruty poekstrakcyjnej (pozostalos¢ po otrzymaniu
oleju).

Wsrod substancii naturalnic wystgpujacych w nasionach gorczycy, ktore moga byc
obecne w hydrolizacie, wyroznia sie¢ m.in. zwigzki biologicznie aktywne z grupy polifenoli,
kwasow wielonienasyconych, zwigzkow siarkowych, sluzow oraz glikozydow.

Naturalny stymulator o skladzie wedlug wynalazku otrzymuje si¢ w znany ze stanu
techniki sposob polegajacy na enzymatyczne} hydrolizie bialek naturalnego surowca.
Surowiec (nasiona gorczycy) przeznaczony do hydrolizy wst¢pnie rozdrobniono iflub
odtluszczono, a nastepnie poddano dzialaniu enzymoéw proteolitycznych, korzystnie trypsyny
lub pankreatyny (mieszanina zawierajaca trypsyng, chymotrypsyne, lipaze, amylaze, thuszcz).
Proces prowadzono w $rodowisku wodnym, w temperaturze 35-45°C, w czasie 3-6 godzin,
utrzymujac pH 7,0-8,0. Po dezaktywacji enzymu, uzyskany roztwor hydrolizatu suszono
rozpylowo w temperaturze do 140°C lub liofilizowano. Otrzymany stymulator stanowit
bezpostaciowy osad o barwie przechodzacej od brazu do bezu.

Surowcem wyjsciowym do otrzymania hydrolizatu moga by¢ produkty uboczne
powstate po rdznego rodzaju obrdbee nasion gorczycy z przemystu spozywcezego (tj. makuch
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fub $ruta poekstrakcyjna), co stanowi duzg zalet¢ wynalazku, poniewaz pozwala efektywnie
zagospodarowa¢ wspomniane odpady.

Stymulator roslin wedlug wynalazku charakteryzuje si¢ wysoka zawartoscia
aminokwasow, wolnych oraz zwiazanych, o konformacji L, wynoszaca do 60% wagowych,
zawierajacych zwlaszcza reszty aminokwasowe kwasu asparaginowegoe i glutaminowego,
seryny, glicyny, profiny, alaniny, argininy, waliny, lizyny, treoniny, histydyny, leucyny i
izoleucyny. Konformacja L jest naturalng forma enancjomeryczna bialek wystepujacych w
roslinach, a zatem nietoksyczna i aktywna.

Stymulator wedlug wynalazku stosuje si¢ na roéliny w postaci roztworu wodnego o
stezeniu od 0,1 do 5% wag. Przeznaczony jest do stosowania dolistnego lub doglebowego w
uprawach rolniczych i ogrodniczych w celu stymulacji rozwoju, zwigkszenia tolerancji roslin
na stres abiotyczny i biotyczny, a takze szybszej ich regeneracji po ustapieniu warunkow
stresowych.

Przedmiot wynalazku zostat zilustrowany w przykladach, przedstawiajacych skiad
kompozycji substancji aktywnych w postaci L- aminokwaséw, wolnych oraz zwiazanych w

maloczasteczkowe peptydy, o dzialaniu stymulujacym rozwdj i odporno$¢ roslin,

Przyklad 1.

Do 130 g odthiszczonych nasion gorczycy biatej dodano 780 g wody i1 mieszajac
doprowadzono pH zawiesiny do wartosci 7,5, stosujac w tym celu 3% roztwor wodorotlenku
sodowego. Doprowadzono temperaturg masy reakcyjnej do 40°C, po czym dodano 1% wag.
trypsyny w stosunku do iloci biatka zawartego w nasionach gorczycy bialej. Reakcjg
prowadzono przez 3 godziny utrzymujac powyzsze warunki. Nastepnie dokonano
dezaktywacji enzymu przez ogrzanie mieszaniny reakcyjnej do 80'C. Hydrolizat odsaczono i
zliofilizowano. Otrzymany hydrolizat charakteryzowal si¢ zawarto$cia azotu calkowitego
4,1% wag., $rednig liczba grup aminokwasowych w czasteczce peptydu 2,5. Sumaryczna
zawartos¢ [-aminokwasoéw wyniosta 34,85% wag. Sklad aminokwasowy (aminogram)

hydrolizatu przedstawiono w Tabeli 1, zas skutecznosé jego dziatania -~ w Tabeli 4.

Tabela 1. Skiad ammckwasowy hydrohzatu z oclt{uszcmnych nasion gorczycy bialej.

Sumaryczna zawartosé L- aminokwasow

Aminokwasy - whydrollzacle i
l%wag]
. " Kwas asparaginowy | 3,74



~ Kwas glutarmnowx _

Seryna
thyna i

. Histydyna

Arginina N
Treonina
“Alanina

Prolina

~ Walina
Metionina
' Cysicinh
" Izoleucyna
Leucyha
Fenyloalanina

Lizyna

Tyrozyna

6 24
1 34
2,34

2.51

+ Sumaryczna zawartos¢ L-aminokwaséw w hydrolizacie z odiluszezonych masion gorczycy bialej

wynosi 34,85% wag.

Przykiad 2.

Stosujac procedurg opisana w Przykladzie 1, otrzymano hydrolizat z odtluszczonych nasion

gorczycy czamnej, ktéry charakteryzowal si¢ zawartoscia azotu catkowitego 10,6% wag,

srednia liczba grup aminokwasowych w czasteczce peptydu 5,13. Sumaryczna zawartosc L-

aminokwasow wyniosta 48,37% wag. Sklad aminokwasowy hydrolizatu przedstawiono w

Tabeli 2, za$ skutecznoéé jego dziatania - w Tabeli 4.

Tabela 2. Sklad ammokwasowy hydrollzatu z odt}uszczonych nasion gorczycy czarnej.

Aminokwasy

 Kwas aspa:aginouj

 Kwas glutaminowy

' Seryna '

"Glicyna

~ Histydyna

Sumaryczna zawartosé L- aminokwaséw
w hydrohzacle

7 [%wag.]
391

| 1033 |
12
266
7



" Arginina T 388

Treonina S 223
""" " Alanina T 21.—;
) ' Prolina ' E N N . ]
Tyrozyna 1,03
" Walina - 254
Metionina - 0.97 -
Cysteina ' T o4
" lzolewcyma  am
Lo e
Fenyloalanina - | 105
‘Lizyma | N X1

* Sumawczna iﬁ\ifaﬁbéé_i@niﬁdkxi'aéé“"\" hydrolizdcié z odtiuszcmnych nasion gorci-};q; 'czaméj
wynosi 48,37% wag.

Przyklad 3.
Do 130 g rozdrobnionych nasion gorczycy biatej dodano 780 g wody 1 mieszajac

doprowadzono pH zawiesiny do wartosci 7,8, stosujac w tym celu 3% roztwor wodorotlenku
sodowego. Doprowadzono temperaturg mieszaniny reakcyjnej do 38°C, po czym dodano 1%
wag. pankreatyny w stosunku do ilosci biatka zawartego w nasionach gorczycy bialej.
Reakcje prowadzono przez 5 godzin utrzymujac powyzsze warunki. Nastgpnie dokonano
dezaktywacji enzymu przez ogrzanie mieszaniny reakcyjnej do 80°C. Hydrolizat odsaczono i
poddano suszeniu rozpylowemu. Otrzymany hydrolizat charakteryzowat si¢ zawarto$cia azotu
catkowitego 5,31% wag., srednia liczbg grup aminokwasowych w czasteczce peptydu 3,8
Sumaryczna zawarto$¢ L-aminokwaséw wyniosta 31,14% wag. Skiad aminokwasowy

hydrolizatu przedstawiono w Tabeli 3, zas skutecznosc jego dziatania - w Tabeli 4.

Tabela 3. Sldad arnmokwasowy hydrohzatu z rozdrobmonych nasion gorczycy bialej.

Sumaryczna zawartosé L- aminokwaséw

Aminokwasy - whydmhzacle -
[%wag]
Kwas asparaginowy 251
7 Kwasgleaminowy 833
VSéry.nﬁ o s
Glicyna 2.1



7 Arginina 251
Treonima R X2
" Alanina 138
" Prolina 205
) o o og
Walina | ) N X
Metionina - 01
 Cysteina ' S 0.2
. Leucyna 2,54
" Fenyloalanina 145
" Lizyna 253

o Sumarsrc;z::ia zawartosé L-aminokwasow w hydrolizacie z rozdrdbiﬁdnych nasion gio}ézy:cyibi'ajej
wynosi 31,14% wag.

Tabela 4. Ocena wplywu wodnego roztworu hydrolizatu na rozwoj objawow chorobowych
maczniaka prawdziwego réz odmiany Rose der Linheit uprawianych pod ostonami

(porazenie wstgpne = 1).

Naturalny stymulator Stopieni poraZenia roslin
po 2 opryskach | po 4 opryskach
Kontrola 2 5
1% roztwor hvdrolizatu wg przykladu 1 1 2
3% roztwor hydrolizatu wg przykladu 1 0 0
1% roztwor hydrolizatu wg przykiadu 2 1 0
3% roztwor hydrolizatu wg przykladu 2 0 0
1% roztwér hydrolizatu wg przykladu 3 i 2
5% roztwor hydrolizatu wg przykiadu 3 0 0

Skala poraienia:

0 — brak objawoéw,



1 - do 1% powierzchni pgdow/lisci pokrytej grzybnia,

2 - od 1.1 do 5% powierzchni pedow/lisci pokryte) grzybmia,

3 — od 5,1 do 10% powierzchni pedow/lisci pokrytej grzybnia,
4 — od 10,1 do 20% powierzchni pedow/lisci pokrytej grzybnia,
5 — powyzej 20% powierzchni pedow/lisci pokrytej grzybnig.

Badania potwierdzity, Ze uzycie wodnego roztworu hydrolizatu bialek nasion
gorczycy na réze zarazone maczniakiem prawdziwym zwigksza ich odporno$¢ oraz zdolnos¢
do regeneracji, stymuluje procesy fizjologiczne, korzystnie przy tym wplywajac na
kwitnienie. Optymalna stymulacje rozwoju i odpornosci roslin uzyskano przy stezeniu

roztworow hydrolizatu wynoszacym 3% wag.
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