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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere
de biopreparate agroinoculante, cu bacterii in stare de
dormanta. Procedeul conform inventiei cuprinde eta-
pele: de realizare a unui mediu de culturd cu continut
de ape glicerinoase, plasmolizat de drojdie, K,HPQ,,
MgS0,.7H,0, CaCl,, Zn:glicerol (1:4) si apa; de steri-
lizare a mediului de cultura la 121°C, timp de 30 min; de
racire la temperatura de regim specifica fiecarui micro-
organism, si de inoculare a mediului de culturd; de dez-
voltare a culturii de bacterii timp de 72 h, la temperatura
optima fiecdrui microorganism, pe mediu aerat si agitat;
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de recoltare a biomasei de bacterii, urmata de ames-
tecarea acesteia cu hidrogel superadsorbant, pe baza
de poliacrilamida si poliacrilat de potasiu; gonflarea timp
de 30 min a hidrogelului In suspensia de bacterii; adau-
garea peste amestecul de hidrogel gonflat- suspensie
de bacterii a unei solutii de trehaloza 1M; amestecarea
energica, cuomogenizare, a hidrogeluluisiuscarea prin
pulverizare a amestecului de bacterii.
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acordare a acesteia
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Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a unui biopreparat agroino-
culant, care contine proteobacterii trecute in stare de activitate metabolica lenta (dormanta).
Aceste protecbacterii sunt microorganisme utile plantelor de cultura.

Sunt cunoscute mai multe procedee de obtinere a biopreparatelor inoculante cu bac-
terii in stare de dormant&. Brevetul US 4875921 descrie un procedeu in care bacteriile recol-
tate de pe suprafata unui mediu agarizat sunt amestecate cu un suport chimic inert granular
(perlitd 0,5...1,0 parti la 1 parte biomasa bacteriana, cérbune activ 1 parte la 1 parte biomasa
bacteriand) si zaharoza 1 parte (in cazul folosirii carbunelui activ), dupa care sunt supuse
uscarii lente in conditii aseptice, la o temperaturé apropiatad de cea a camerei. Fages J.,
1990, “An optimized process for manufacturing an Azospirillum inoculant for crops”, Appl.
Microbiol. Biotehnol., 32: 473-478, descrie un procedeu care este o varianta a traparii in gel
de alginat, procedeu care implicd urmatoarele etape: (i) cresterea bacteriilor inoculante
(Azospirillum) pe bulion nutritiv; (i)) addugare de alginat de sodiu, impreuna cu alte ingre-
diente, peste suspensia de bacterii in mediul de cultura; (jii) extrudarea amestecului sub pre-
siune printr-o duza din plastic de 1 mm, picaturile rezultate fiind proiectate intr-o solutie de
CaCl, 6%, formandu-se granule de alginat care contin bacterii trapate; (iv) separarea bac-
teriilor de solutia de clorurd de calciu si (v) uscarea granulelor in conditii blande (temperaturi
de maximum 37°C).

Aceste procedee sunt evident dificil de realizat la scara industriald, necesitand timp
si fortd de munca calificata.

in ultimii ani, au fost realizate o serie de procedee care utilizeaza proprietatile treha-
lozei, de asigurare a cresterii ratei de supravietuire la uscare. Brevetul US 6610531 descrie
un procedeu de obtinere a bacteriilor uscate, viabile, in prezenta trehalozei si a cationilor
divalenti. intrucat structura vitroasa, formats de trehaloza, prin uscare reduce semnificativ
nu numai viteza reactiilor de degradare asociate uscarii, dar si pe cea a reactiilor de rehi-
dratare, necesare pentru revenirea bacteriilor in stare activa (capsulele sticloase, formate
in jurul bacteriilor, prin uscarea trehalozei, fiind rezistente inclusiv la actiunea unor solventi
organici, ca acetona sau cloroformul - se citeaza aici lucrarea Manzanera M., Vilches S.,
Tunnacliffe A, 2004, “Plastic encapsulation of stabilised Escherichia coli and Pseudomonas
putida”, Appl. Env Microbiol., 70, 3143-3145), procedeul propus pentru uscare s-a limitat a
fi doar o alternativa ieftind la procedeul de uscare prin liofilizare. Pentru obtinerea de ino-
culanti trehaloza (ca si zaharoza), au fost folosite, pentru producerea unor inoculanti lichizi,
partial deshidratati (cererea de brevet US 2006/0150488), dar agroinoculantii astfel realizati
nu au avantajele de stabilitate $i de simplitate in manipulare ale inoculantilor in stare uscata.

Problema tehnica, pe care o rezolva inventia, consta in realizarea unui procedeu de
obtinere a biopreparatelor cu bacterii in stare de dormantd, care sa fie ugor de ridicat la
scara gi care sa asigure formarea unui produs sub forma de pulbere granulara, din care bac-
teriile sa-si revina rapid in starea activa metabolic, la introducereain sol, impreuna cu semin-
tele plantelor de cultura.

Procedeul conform inventiei inlaturé dezavantajele de mai sus, prin aceea ca se
realizeazéd un mediu de culturad pe baza de ape glicerinoase, cu urmatoarea compozitie:
58...62 parti ape glicerinoase 10% s.u., 1,4...1,6 parti plasmolizat de drojdie, 0,14...0,16 parti
K,HPQO,, 0,14...0,16 parti MgSO,.7H,0, 0,015...0,025 parti CaCl,, 0,02...0,03 parti Zn:
glicerol (1: 4) si apa pana la 1000 parti, partile fiind exprimate in unitati de masa, se steri-
lizeaza mediul de culturd la 121°C, timp de 30 min, se réceste la temperatura de regim speci-
fica fiecarui microorganism, se inoculeaza mediul de culturd, se lasa cultura de bacterii sa
se dezvolte timp de 72 h, la temperatura optima fiecarui microorganism, pe mediul aerat i
agitat, se recolteazd biomasa de bacterii prin centrifugare si se reia biomasa intr-un volum
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redus de supernatant, respectiv, 1 parte de biomasa in 10 parti mediu de culturd epuizat,
separat prin centrifugare, ca supernatant, se amestecad biomasa de bacterii cu hidrogel
superadsorbant, pe baza de poliacrilamida si poliacrilat de potasiu, in proportie de 1 parte
de hidrogel la 100 parti suspensie, hidrogelul se gonfleaza timp de 30 min in suspensia de
bacterii, se adauga, peste amestecul de hidrogel gonflat, o solutie formata din 1 parte solutie
detrehaloza 1M la19...19,5 parti suspensie bacteriana in amestec cu hidrogel, se amesteca
energic pentru omogenizarea hidrogelului, cu ajutorul unui turbomixer, se usuca prin
pulverizarea amestecului de bacterii in mediul de cultura, la o temperatura a agentului de
uscare, laintrare, de 120...140°C si, la iesire, de 70...75°C.

Prin aplicarea inventiei, se obtin urmatoarele avantaje:

- este usor de industrializat, pentru ca toate etapele, inclusiv cea de uscare, sunt ugor
de ridicat la scara, existand utilaje specifice de diferite capacitati;

- se asigura protejarea bacteriilor care sunt supuse procesului de uscare, atét datorita
cresterii pe un mediu care determina acumularea de trehaloza intercelulard (mediu ugor
hiperosmotic si nivel ridicat de zinc, care determina o supraexprimare a genelor implicate in
acumularea de trehalozad), cat si adaugérii de trehaloza in mediul din afara celulelor
bacteriene;

- permite formarea unei pulberi granulare, din care bacteriile s&-si revina rapid in
starea activa metabolic, la introducerea in sol, impreuna cu semintele plantelor de cultura;

- se asigura reproductibilitatea produsului final de bioconversie, datoritd unui produs
initial cu o reproductibilitate marita;

- 5e realizeaza bioconversia unui produs excedentar (ape glicerinoase) intr-un produs
destinat unei utilizari durabile in agriculturd (protectia/nutritia biologica a plantelor cultivate).

Procedeul de obtinere a unui biopreparat agroinoculant, care contine proteobacterii
trecute in stare de activitate metabolicd lentd (dormantd), care sunt folosite ca ingredient
activ al biopreparatelor agroinoculante, care sunt microorganisme utile plantelor de cultura
care se dezvolta in rizosfera plantelor rezultate din semintele inoculate, si care, datorita
actiunii complexe a acestora (de nutritie, protectie si stimulare a plantelor de cultura si/sau
de formare a structurii solului), asigurd un nivel de productie agricola ridicat, cu efecte
minime asupra mediului $i lantului alimentar.

Procedeul de obtinere a biopreparatelor agroinoculante cu bacterii in stare de
dormanté& consta din urmatoarele etape:

- realizarea unui mediu de cultura pe baza de ape glicerinoase, cu urmatoarea com-
pozitie: 58...62 parti ape glicerinoase 10% s.u., 1,4...1,6 parti plasmolizat de drojdie,
0,14...0,16 parti K,HPO,, 0,14...0,16 parti MgSO,.7H,0, 0,015...0,025 parti CaCl,, 0,02...0,03
parti Zn: glicerol (1: 4) si apa pana la 1000 parti, partile find exprimate in unitéti de masa;

- sterilizarea mediului de cultura la 121°C, timp de 30 min;

- racirea la temperatura de regim specifica fiecarui microorganism $i inocularea
mediului de cultura;

- dezvoltarea culturii de bacterii, timp de 72 h, la temperatura optima fiecarui micro-
organism, pe mediu aerat si agitat;

- recoltarea biomasei de bacterii prin centrifugare si reluarea biomasei intr-un volum
redus de supernatant, respectiv, 1 parte de biomasa in 10 parti mediu de cultura epuizat
separat, ca supernatant, prin centrifugare;

- amestecarea biomasei de bacterii cu hidrogel superadsorbant, pe baza de poli-
acrilamida si poliacrilat de potasiu, in proportie de 1 parte de hidrogel la 100 parti suspensie;
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- gonflarea, timp de 30 min, a hidrogelului, in suspensia de bacterii;

- addugarea, peste amestecul de hidrogel gonflat - suspensie de bacterii, a unei
solutii de 1 M de trehaloza, 1 parte solutie de trehaloza la 19...19,5 parti suspensie bac-
teriand in amestec cu hidrogel,

- amestecarea energica, cu omogenizarea hidrogelului cu ajutorul unui turbomixer;

- uscarea, prin pulverizare, a amestecului bacterii (in mediu de culturd), la o tempe-
raturd de 120...40°C, la intrarea agentului de uscare si 70...75°C, la iegirea agentului de
uscare.

Se prezintd, in continuare, 2 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Se iau 1000 ml de ape glicerinocase, rezultate de la producerea de acizi
grasi prin hidroliza continud a grasimilor animale cu abur de inalté presiune, se trateazéa cu
hidroxid de potasiu 1 N, pentru a se aduce pH-ul la valoarea 6,4...6,8 upH, se termostateaza
la 20°C, se adauga un coagulant pe baza de amidon modificat (ca de exemplu N-Sight A1,
produs de Alco Chemicals), cantitate echivalenta la 50 mg ingredient activ, se omoge-
nizeaza, se agteapta 15 min. Se filtreaz& apele glicerinoase pe un filtru Buchner, legat la un
vas Kitasato. Pe filtrul Buchner se depune, in prealabil, 0 masa filtranta de 10 g, constituita
din 1 parte carbune activ si 2 parti perlita (ca de exemplu o masa filtranta din produse
comerciale Acticarbone 1 parte si Clarcel-Flo 2 parti, partile fiind exprimate in greutate;
Acticarbone si Clarcel-Flo sunt mérci inregistrate ale grupului Arkema). in filtrat, se deter-
mina substanta uscata refractometric si apoi se procedeaza la normalizarea continutului de
substanta uscata in filtrat la 10%, prin diluarea corespunzétoare cu apa distilata. intr-un bio-
reactor de multiplicare, confectionat din otel inoxidabil, cu urmatoarele caracteristici: volum
util 15 [, volum total 25 |, presiune de lucru: 0,5 bari maximum, presiune de sterilizare:
1,5 bari, presiune de testare: 3,5 bari, temperatura de lucru: 25...35°C (£1°C), pH de lucru:
3,5...9,5 upH, (mentinere automatd), acrare si agitare variabila (5...100 rpm) (£5%), se
prepard 151de mediu de cultura, care include in compozitia sa: 58...62 parti ape glicerinoase
10% s.u., 1,4...1,6 parti plasmolizat de drojdie, 0,14...0,16 parti K,HPQO,, 0,14...0,16 parti
MgSO,.7H,0, 0,015...0,025 parti CaCl,, 0,02...0,03 parti Zn: glicerol (1:4) si apa pana la
1000 parti, partile fiind exprimate in unitati de masa. Bioreactorul se sterilizeaza, impreuna
cumediul de cultura (30 minla 1 at) si apoi se raceste. Atunci cand temperatura atinge 30°C,
se inoculeaza bioreactorul cu 0,5 | suspensie de bacterii Rhizobium leguminosarum bv.
leguminosarum, tulpina FL400, cu proprietati de fixare a azotului in simbioz& cu radacinile
de fasole si de stimulare a cregterii plantelor din familia Brassicae. Se porneste biosinteza
prin aerare cu 0,75...1,0 | aer/l mediu/min. Se dezvolta cultura de bacterii, timp de 72 h, la
temperatura optima de 30°C, pe mediu aerat cu 0,75...1,0 | aer/l mediu/min si agitat.

Se recolteaza bacteriile prin centrifugare (5000 g, 15 min). Biomasa umeda depusa
prin centrifugare (190 g) se reia intr-un volum redus de supernatant, respectiv, 1 g de bio-
masa in 9 g mediu de cultura epuizat (separat ca supernatant prin centrifugare). Se ames-
teca biomasa de bacterii cu hidrogel superadsorbant, pe baza de poliacrilamida si poliacrilat
de potasiu, in proportie de 1 g de hidrogel la 100 g suspensie, peste cele 1900 g de
suspensie, adaugandu-se 19 g hidrogel. Hidrogelul se lasa cu suspensia bacteriana timp de
30 min, pentru a se gonfla, si apoi se adaugd, peste amestecul de hidrogel gonflat, 100 g
solutie de trehaloza 1 M. Se amestecd energic cu un turbomixer cu cutite de inox, iar
amestecul bacterii - hidrogel - trehalozé se deshidrateaza prin uscare prin pulverizare, la o
temperatura de 120...140°C, la intrarea agentului de uscare, $i 70...75°C, la iesirea agentului
de uscare.
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Plasmolizatul de drojdie se prepara dupa cum urmeaza: 500 parti drojdie pentru
panificatie (STAS 985-79, 26% substanté uscata) se emulsioneaza cu 2400...2500 parti apa,
se mentine 30 min la 70...75°C, se sterilizeaza 20 min la 105°C, se raceste la 30...35°C, se
trateaza cu 0,08...0,1 parti metabisulfit de sodiu (Na,S,0;), se mentine 30 min la 85...70°C,
se omogenizeaza la presiune medie (150...200 bari) si se deshidrateaza prin atomizare la
temperatura joasa (130...140°C, la intrarea agentului de uscare, 70...75°C, la iesirea agen-
tului de uscare).

Complexul Zn/glicerol utilizat este preparat dupd cum urmeaza: 30 g de acetat de
zinc hidratat, Zn(OAc),.2H,0 si 52 g de glicerol (4 echivalenti) sunt incalzite intr-un balon cu
fundul plat de 500 ml, la 120°C, pe baie de ulei (110°C temperatura intern&). Amestecul este
agitat mecanic cu un turbomixer cu cutit de inox. Dupa mentinere trei ore la 120°C, ames-
tecul este racit si centrifugat la 4500 rom, pentru 30 min. Supernatantul clar este inlaturat,
iar sedimentul alb este reluat in izopropanol si resuspendat. In final, se aduce la 100 ml cu
izopropanol, se filtreaza prin palnie din sticld sinterizata si se readuce din nou la cotat de
100 ml. Solutia rezultata se evapora |a sec, iar reziduul este reluat cantitativ i cantarit.

Exemplul 2. Se iau 1000 ml de ape glicerinoase, rezultate de la producerea de
biodiesel prin transesterificare cu alcool metilic (dupé recuperarea alcoolului metilic, cu un
continut mai mic de 0,2% metanol), se trateaza cu acid clorhidric 1 N, pentru a se aduce pH-
ulla valoarea 6,4...6,8 upH, se termostateaza la 20°C, se adauga un coagulant pe baza de
amidon modificat (ca de exemplu N-Sight A1, produs de Alco Chemicals), cantitate echi-
valentd la 50 mg ingredient activ, se omogenizeaza, se agteapta 15 min. Se filtreaza apele
glicerinoase pe un filtru Buchner, legat la un vas Kitasato. Pe filtrul Buchner se depune, in
prealabil, 0 masa filtranta de 10 g, constituitd din 1 parte carbune activ i 2 parti perlité (ca
de exemplu o masa filtrantd din produse comerciale Acticarbone 1 parte si Clarcel-Flo 2
parti, partile fiind exprimate in greutate; Acticarbone si Clarcel-Flo suntmarci inregistrate ale
grupului Arkema). in filtrat, se determina substanta uscatd refractometric si apoi se pro-
cedeaza la normalizarea continutului de substanta uscaté in filtrat la 10%, prin diluarea
corespunzatoare cu apa distilatd. intr-un bioreactor de multiplicare, confectionat din otel
inoxidabil, cu urmatoarele caracteristici: volum util 15 I, volum total 25 I, presiune de lucru:
0,5 bari maximum, presiune de sterilizare: 1,5 bari, presiune de testare: 3,5 bari, temperatura
delucru: 25...35°C (+1°C), pHde lucru: 3,5...9,5 upH (mentinere automata), aerare si agitare
variabila (5...100 rom) (5%), se preparé 15 | de mediu de culturd, care include in compozitia
sa: 58...62 parti ape glicerinoase 10% s.u., 1,4...1,6 parti plasmolizat de drojdie, 0,14 ...0,16
parti K,HPQO,, 0,14...0,16 parti MgSO,.7H,0, 0,015...0,025 parti CaCl,, 0,02...0,03 parti Zn:
glicerol (1: 4), apa pana la 1000 parti, partile find exprimate in unitati de masa. Bioreactorul
se sterilizeaza, impreund cu mediul de culturd (30 min la 1 at) si apoi se raceste.

Atunci cand temperatura atinge 35°C, se inoculeaza bioreactorul cu 0,5 | suspensie
de bacterii Azospirillum brasiliense, tulpina Sp001, favorizant diazotrof al cresterii plantelor
de culturd (fixator de azot asociativ, cu capacitate de producere in sifu de fitohormoni). Se
porneste biosinteza prin aerare cu 0,8...0,9 | aer/l mediu/min. Se dezvolta cultura de bacteri
timp de 72 h, la temperatura optima de 35°C, pe mediu aerat cu 0,8...0,9 | aer/l mediu/min
si agitat.

Se recolteaza bacteriile prin centrifugare (5000 g, 15 min). Biomasa umeda depusa
prin centrifugare (270 g) se reia intr-un volum redus de supernatant, respectiv, 1 g de
biomasa n 9 g mediu de cultura epuizat (separat ca supernatant prin centrifugare). Se
amesteca biomasa de bacterii cu hidrogel superadsorbant, pe baza de poliacrilamida si
poliacrilat de potasiu, in proportie de 1 g de hidrogel la 100 g suspensie, peste cele 2700 g
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de suspensie, addugandu-se 27 g hidrogel. Hidrogelul se lasa cu suspensia bacteriana timp
de 30 min, pentru a se gonfla, si apoi se adauga peste amestecul de hidrogel gonflat 140 g
solutie de trehaloza 1 M. Se amesteca energic cu un turbomixer cu cutite de inox, iar
amestecul bacterii - hidrogel - trehaloza se deshidrateaza prin uscare prin pulverizare, la o
temperaturd de 120...140°C, la intrarea agentului de uscare, $i 70...75°C, la iesirea agentului
de uscare.

Plasmolizatul de drojdie si complexul zinc glicerol, folosite in acest exemplu, se
prepara ca mai sus.

Pentru a se verifica pastrarea activitatii biologice a tulpinilor de bacterii eliberate din
biopreparatul agroinoculant, realizat prin procedeul descris mai sus, s-au realizat
urmatoarele experimente.

in primul experiment, Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli, tulpina FL400, a fost
cultivata in aceleasi conditii precum cele descrise in exemplul 1, pe mediul OKA3: 0,15 g
K,HPO,, 0,15 g MgSO,.7H,0, 0,02 g CaCl,, 1,5 g autolizat de drojdie, 92,6 ml apa
glicerinocasa 10% (0,96%) si 907,4 ml apa distilata.

Biomasa de rhizobii a fost apoi inoculata pe seminte de fasole (Phaseolus vulgaris,
ev. Diva), corespunzétor unui nivel de inocul de 10° ufc pe bob de fasole. In paralel, s-a reali-
zat o inoculare a boabelor de fasole cu biopreparat granular (1 g de biopreparat la 1000 g
de fasole boabe). Semintele inoculate au fost insamantate in ghivece de 11, cu 0,2 kg de
amestec preluvosol brun-rogcat: nisip 3: 1. Amestecul a fost adus la 80% din capacitateade
retinere a solului pentru apa (SR ISO 11274: 2001) si mentinut zilnic 1a 80% din capacitatea
de retinere, prin udare corespunzatoare cu apa distilata. Plantele de fasole rezultate au fost
crescute pana in fenofaza de aparitie a primordiilor celui de-al doilea etaj de frunze trifoliate,
cand s-aurecoltat radacinile, in care s-a determinat activitatea nitrogenazica (acetilenreduc-
tazica).

Spalarea radacinilor s-a efectuat deasupra unei site cu ochiuri mai mici de 0,25 mm,
pentru a se recupera eventualele nodozitati desprinse prin spalare.

Nodozitatile radiculare, proaspét recoltate de pe fiecare plantd, au fost cantarite cu
precizie (+1 mg) si au fost repartizate in doua parti egale. O prima parte a fost introdusa
imediat intr-un flacon din sticld bruna, de 1000 ml. prevazut cu dop din cauciuc, fixat cu dop
metalic ingurubat (flacon vaccin), care contine 25 mi solutie glucoza 1% in tampon TRIS-HCI
pH=7 4 si acetilena la o presiune partiala de 0,1 at. Presiunea partiala de acetilena s-a
realizat prin injectarea a 100 ml acetilena intr-un flacon de 1000 ml, cu ajutorul unei seringi
de 10 ml, prin dopul din cauciuc al flaconului.

Incubarea s-a efectuat timp de 4...8 h, la temperatura de 20°C. La terminarea perioa-
dei de incubare, din flacoanele vaccin s-au prelevat volume bine determinate de gaz, cu
ajutorul unor microseringi, prin dopul din cauciuc al flaconului. Probele de gaz s-au injectat
in injectorul unui gaz-cromatograf, in capul unei coloane cromatografice de 1,5...2 x
2....2,5m, umpluta cu Porapak N si mentinut& la 50°C. S-a utilizat azotul ca gaz purtator, iar
detectarea etenei si a acetilenei s-a facut cu ajutorul unui detector de ionizare in flacara.

S-alucrat cu debite de elutie cuprinse intre 20 si 25 ml/s azot, iar debitele de operare
ale detectorului de ionizare in flacara au fost de 10...15 ml H, $i 5...10 ml aer. S-a efectuat
in prealabil determinarea timpilor de retentie pentru etena si acetilena, si a inaltimii picurilor
cromatografice la concentratia etalon de etend. in conditiile experimentale de mai sus, timpul
de retentie pentru etena a fost cuprins intre 65 si 75 s, iar cel pentru acetilena intre 120 si
140 s. Limita de sensibilitate a detectorului de ionizare in flacara este de peste 10...12 moli
C,H,, la atenuarea minima, deci s-au realizat concentratii etalon pentru C,H,, cuprinse intre
10* moli si 10" moli. in general, s-a utilizat o concentratie etalon de 10°° moli etena.
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Rezultatele obtinute in cadrul acestui experiment sunt prezentate in tabelul 1. Aceste
date dovedesc pastrarea calitatii biologice de agroincculant a bacteriilor supuse procedeului
descris mai sus.

Tabelul 1
Influenta procedeului descris in exemplul 1 asupra calitatii biologice a bacteriilor
R. leguminosarum bv. leguminosarum FL400

Varianta experimentald Activitate acetilen- Activitate acetilen-
reductazica reductazica specifica (umol
(Umol etend) etenad/g nodozitéti)
Martor neinoculat 35 58,7
Inoculat 10° ufc pe bob de fasole 19,2 2385
Inoculat 1 g produs rezultat, conform 18,4 207,2
procedeului din exemplul 1, 1a 1000 ¢
boabe
DL 5% 0,82 217

Pentru a se testa pastrarea activitatii biologice a tulpinilor de Azospirillum, dupa
cultivare conform procedeului, s-a realizat un alt experiment. Bacteriile au fost cultivate pe
mediul OKD3: 0,15 g K,HPO,, 0,15 g MgS0,.7H,0, 0,02 g CaCl,, 1,5 g autolizat de drojdie,
92,6 ml apa glicerinoasa 10% (0,96%) si 907, 4 ml apa distilata.

Bacteriile Azospiriflum sunt rizobacterii diazotrofe, favorizante ale cresterii si
dezvoltarii vegetale (PGPR - eng. "plant growth promoting rhizobacteria"), cu o actiune com-
plexa asupra plantelor de cultura. Unele din efectele produse in tesuturile vegetale si, in
special, in cele radiculare sunt datorate producerii de fitohormoni in situ, de catre microorga-
nismele din genul Azospirillum. Pentru a se testa pastrarea calitatii biologice, s-a realizatun
biotest de evidentiere a activitétji fitohormonilor giberelici produsi de bacterii utile plantelor
de cultura din genul Azospirillum.

Evidentierea si estimarea activitatii fitohormonilor giberelinici s-a efectuat prin
biotestul inducerii a-amilazei din endospermul de orz, cuplat cu tehnica difuziei radiale ingel.

Etapele procedurii utilizate sunt:

- inducerea biosintezei a-amilazei in endospermul boabelor de orz de catre fito-
hormonii prezenti in extractele de testat;

- difuzia radiala, in gelul de agar-amidon, a enzimelor sintetizate sub actiunea
fitohormonilor si hidroliza consecutiva a amidonului;

- evidentierea zonei de actiune a enzimei prin colorarea substratului.

Reactivii folositj in cadrul acestui test sunt descrigi mai jos.

1. Gel de agar-amidon. in 100 ml tampon substrat, pH 6,9, diluat cu 100 ml apd, se
dizolva, la cald, 2,5 g agar si 1 g de amidon, se fierbe pana devine limpede.

2. Solutie tampon substrat, pH 6,9, 590 mg acetat de sodiu + 1,47 g veronal sodic +
1,4 g NaCl + 780 mg CaCb se dizolva in apa distilatd, apoi se adauga 62 ml HCI 0,1 N si se
aduce la un volum final de 250 ml cu apa distilata.

3. Solutie de developare: 45 mliod 0,1 N cu 55 ml etanol absolut.

4. Extract de biopreparat realizat conform schemei anexate.

Materialul biologic utilizat este prezentat in cele ce urmeaza.

1. Bioprodus pe baza de bacterii utile din genul Azospirillum.

2. Endosperm de orz. Se obtine din boabe de orz, care se curata de palee si carora
li se inlatura prin taiere partea care contine embrionul.
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Modul de lucru implica urmatoarele etape:

- depunerea unui gel de agar-amidon in grosime de 2...3 mm pe suport reprezentat
de folii de acetat de celuloza sau lamele microscopice;

- practicarea in gel a unor godeuri cu diametrul de 3 mm;

- depunerea in godeuri a endospermului de orz (juméatate de bob fard embrion) si a
extractului de testat;

- incubarea 72 h la temperatura camerei, in incintd umeda;

- colorarea cu solutie de developare a gelului;

- masurarea zonei de difuzie.

Fitohormonii giberelinici au fost extrasi din bioprodus de cultura prin dializa inversa.
Suspensia de biomasa obtinuta prin centrifugare (7500 g, 30 min), dupa cultivare conform
procedeului, este reluatd in tampon fosfat salin (1:1), este re-centrifugatd, iar supernatantul
este concentrat, trecut intr-un sac de dializa si supus extractiei in acetat de etil (dializa
inversa).

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 3.

Tabelul 3
Media diametrelor zonelor de difuzie ale enzimelor giberelice induse ale diferitelor tulpini
utile din genul Azospirillum

Varianta experimentala Media diametrelor zonelor de Concentratie GA; (ng/ml)
difuzie (mm)
GAZ3 standard (300 ng/ml) 26,6 300
Bacterii cultivate pe OK, 22,2 254 4
Biopreparat conform 246 2165
exemplului 2
Martor netratat 1,2 10,5

Aceste rezultate demonstreaza faptul ca se pastreaza calitatea biologica a tulpinilor

de Azospirillum, dupa cultivare conform procedeului descris in exemplul 2.




RO 123144 B1

Revendicari

1. Procedeu de obtinere a biopreparatelor agroinoculante cu bacterii in stare de
dormanta, caracterizat prin aceea ca se realizeaza un mediu de cultura, pe baza de ape
glicerinoase, cu urmatoarea compozitie: 58...62 parti ape glicerinocase 10% s.u., 1,4...1,6
parti plasmolizat de drojdie, 0,14...0,16 péarti K.HPO,, 0,14...0,16 pari MgSO,.7H,QO,
0,015...0,025 parti CaCl,, 0,02...0,03 parti Zn: glicerol (1:4) si apa pana la 1000 parti, partile
fiind exprimate in unitati de masa, se sterilizeaza mediul de culturala 121°C, timp de 30 min,
se raceste la temperatura de regim specifica fiecarui microorganism, se inoculeaza mediul
de culturd, se lasa cultura de bacterii sa se dezvolte, timp de 72 h, la temperatura optima
fiecarui microorganism, pe mediul aerat i agitat, se recolteaza biomasa de bacterii prin
centrifugare si se reia biomasa intr-un volum redus de supernatant, respectiv, 1 parte de
biomasa in 10 parti mediu de culturad, epuizat separat, prin centrifugare, ca supernatant, se
amesteca biomasa de bacterii cu hidrogel superadsorbant, pe baza de poliacrilamida si poli-
acrilat de potasiu, Tn proportie de 1 parte de hidrogel la 100 péarti suspensie, hidrogelul se
gonfleaza timp de 30 min in suspensia de bacterii, se adauga, peste amestecul de hidrogel
gonflat, o solutie formatd din 1 parte solutie de trehalozd 1 M la 19...19,5 parti suspensie
bacteriana in amestec cu hidrogel, se amesteca energic, pentru omogenizarea hidrogelului,
cu ajutorul unui turbomixer, se usuca prin pulverizarea amestecului de bacterii in mediul de
culturd, la o temperatura a agentului de uscare, la intrare, de 120...140°C si, la iegire, de
70...75°C.

2. Procedeu conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca bacteria este aleasa
dintre cele fixatoare de azot in simbioza cu leguminoasele Rhizobium leguminosarum bv.
leguminosatum sau asociate sistemului radicular Azospirillium brasiliense.

Editare si tehnoredactare computerizata - OSIM
Tiparit la: Oficiul de Stat pentru Inventii si Marci
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