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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie pochodnej arylopiperazyn/piperydyn JJ-AR-13, czyli
5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo-1-aminy jako inhibitora nitryfikacji.

Azot jest podstawowym makrosktadnikiem pokarmowym roslin. W glebie wystepuje w formie or-
ganicznej, mineralnej i gazowej, a jego mikrobiologiczne i chemiczne przemiany w glebie sg czescig
obiegu azotu w Srodowisku naturalnym.

Podstawowg formg azotu w glebach jest forma organiczna, czyli azot zawarty w glebowej materii
organicznej. Zrédtem azotu w glebie jest symbiotyczne i niesymbiotyczne wigzanie azotu atmosferycz-
nego, tlenki azotu rozpuszczajgce sie w wodzie opadowej, resztki pozniwne / szczatki roslin, martwe
mikroorganizmy oraz makro- i mezofauna glebowa, a takze stosowane przez cztowieka nawozenie or-
ganiczne, naturalne i mineralne.

W glebie gazowy azot czgsteczkowy (N2) jest wigzany przez dwie grupy mikroorganizméw. Jedng
z nich sg mikroorganizmy wolno zyjgce (niesymbiotyczne), sposréd ktérych mozna podaé przyktady
bakterii nalezgcych do rodzajow Azotobacter oraz Clostridium. Drugg grupg mikroorganizmow prowa-
dzacych proces wigzania azotu sg bakterie zyjagce w symbiozie z korzeniami gatunkéw roélin naleza-
cych do rodziny Fabaceae (Laegreid i inni 1999, Gorlach i Mazur 2002). Bakterie te wykazujg zdolno$¢
wigzania N2 atmosferycznego, a zatem ro$liny mogg posrednio korzystac z tej formy azotu. Dla innych
gatunkéw roslin gazowy N2 jest niedostepng formg azotu.

W naturalny spos6b azot mineralny pojawia sie w glebie w wyniku rozpuszczenia w wodzie opa-
dowej tlenkéw azotu. Po szeregu reakcji chemicznych tlenki azotu przeksztatcane zostajg w jony azo-
tanowe (NOg3) oraz azotynowe (NOz2) i w tej formie wystepujg w glebie. W $rodowisku glebowym obecne
sq réwniez jony amonowe (NH4*). Zrédfem tych jondw jest miedzy innymi nawozenie wykonane przez
cztowieka. Jony NH4" pojawiajg sie w glebie w naturalny sposéb w wyniku mineralizacji glebowej sub-
stancji organicznej (Laegreid i inni 1999). To wiadnie proces mineralizacji glebowej materii organicznej
jest gtobwnym przychodem jonéw amonowych w glebie.

Mineralizacja okre$lana jest jako mikrobiologiczny proces utleniania azotu. Zachodzi ona eta-
powo. Rozpoczyna sie od hydrolizy biatek, prowadzac do powstania wolnych aminokwaséw. Zwigzki te
pod wplywem procesu amonifikacji sg przeksztatcane do amoniaku (NH3), a ten w dalszej kolejnosci
do kationébw amonowych (NHs"). Kationy te mogg réwniez powstawa¢ w glebie w wyniku hydrolizy
mocznika.

Jony amonowe mogg by¢ pobierane przez rosliny lub mikrobiote glebowg, co jest przejawem
zjawiska sorpcji biologicznej. Jon amonowy moze by¢ takze sorbowany przez glebowy kompleks sorp-
cyjny, jednak sita jego wigzania jest bardzo staba. Zdecydowanie wieksza cze$¢ jondw amonowych jest
w Srodowisku glebowym transformowana w procesie nitryfikacji do anionu NO3', przebiegajacej w dwoch
etapach. W | etapie nitryfikacji zachodzi proces utlenienia jonu amonowego do azotanowego /azo-
tanu(lll)/ wedtug schematycznej reakcji [NH4* — NO2] i prowadzony jest przez pospolicie wystepujace
w glebach réznych stref klimatycznych bakterie Nitrosomonas sp. Utlenienie jonéw amonowych katali-
zujg dwa enzymy:. AMO - (ang.) ammonia monooxygenase (monooksygenaza amonowa) oraz
HAO - (ang.) hydroxylamine oxidoreductase (oksydoreduktaza hydroksyloaminy), ktére sg syntetyzo-
wane przez te bakterie. Natomiast w |l etapie nitryfikacji dokonywany jest proces utlenienia azoty-
néw / azotanoéw(lll) do azotanéw / azotandéw(V) w mysl reakcji /NO2> — NO37/. Proces ten prowadzg bak-
terie Nitrobacter sp.

Dalsze losy jonu NO3 w $rodowisku glebowym — straty azotu z gleby — obcigzanie $rodowiska
naturalnego. Jon azotanowy moze by¢ pobrany przez korzenie roélin oraz mikroorganizmy glebowe.
Anion NOs3 nie podlega w glebie procesowi wigzania przez kompleks sorpcyjny. Dlatego bardzo tatwo
ulega on wymyciu z gleby pod wptywem wéd opadowych. Azotany sg wymywane do wdd gruntowych,
a w dalszej kolejnosci do powierzchniowych ciekéw wodnych, tj. strumieni oraz rzek. Ostatecznie, jony
NOs™ trafiajg do powierzchniowych ladowych zbiornikdw wodnych (stawdw i jezior) oraz mérz i oceanoéw
powodujgc zjawisko eutrofizacji (Laegreid i inni 1999, Gorlach i Mazur 2002).

Czes$¢ jondw azotanowych, ktére nie zostaty pobrane przez korzenie roélin, jak réwniez nie ulegty
wymyciu moze podlegaé procesowi denitryfikaciji catkowitej lub czesciowej, przy czym denitryfikacja cat-
kowita zachodzi z wiekszg intensywno$cig niz denitryfikacja czeSciowa. Proces denitryfikacji catkowitej
(whasciwej) zachodzi w warunkach beztlenowych. Prowadzg go powszechnie wystepujgce w glebie bak-
terie z rodzaju Achromobacter i Pseudomonas (Focht 1978). Denitryfikacja catkowita polega na prze-
ksztatcaniu jonu NO3™ do azotu czgsteczkowego N2, ktéry ulatnia sie do atmosfery — jest to zatem proces
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prowadzacy do strat azotu z gleby. Z kolei, w procesie denitryfikacji czesciowej jon NO3™ redukowany
jest do NOz, a nastepnie do NH4" (Gorlach i Mazur 2002). Jednakze, udziat denitryfikacji czesciowe;j
w denitryfikacji catkowitej jest mato znaczacy.

Nalezy podkresli¢, ze nitryfikacja oraz denitryfikacja sg ztozonymi procesami mikrobiologicznymi,
ktére prowadzg rowniez do powstawania tlenkéw azotu na réznym stopniu utlenienia /np. NO, N20O/.
Powodujg one zanieczyszczenia atmosfery i przyczyniajg sie do efektu cieplarnianego (Firestone
i Davidson 1989, Sapek 2008, Marcinkowski 2010, Heil i in. 2016).

Procesy obiegu azotu w glebie, zaczynajace sie od procesu nitryfikacji, prowadzg do strat azotu
z gleby. Sg one duzym negatywnym obcigzeniem dla $rodowiska glebowego, jak rowniez powodujg
straty ekonomiczne dla rolnikéw ze wzgledu na stabe wykorzystanie nawozéw azotowych, zawieraja-
cych zredukowane formy azotu (N-NH:z i N-NH4). Dlatego od wielu lat poszukiwane sg sposoby spowol-
nienia — ograniczenia tempa przebiegu procesu nitryfikacji. Efekt taki mozliwy jest do uzyskania przez
stosowanie w produkcji nawozéw zawierajgcych inhibitory nitryfikacji lub opryskiwanie gleb za pomocg
naturalnych i syntetycznych inhibitoréw nitryfikacji.

Znane dotychczas inhibitory nitryfikacji wptywajg na zaburzenie dziatania enzyméw AMO i HAO,
a tym samym ostabiajg przebieg tego procesu.

Znane sg syntetyczne i naturalne inhibitory nitryfikacji, z czego liczba zwigzkéw syntetycznych
jest zacznie wieksza niz naturalnych.

Stosowanymi dotychczas syntetycznymi inhibitorami nitryfikacji, objetymi takze ochrong paten-
towa, sg: DCD (dicyjanodiamid; CNNH2), DMPP (dimetylopyrazolofosfat syn. Fosforandimetylopyra-
zolu), Nitrapina [N-Serve czyli 2-chloro-6(trichlorometylo)pirydyna], AM (2-mino-4-chloro-6-metylopiry-
dyna), ECC (encapsulated calcium carbide — obudowany weglik wapnia) oraz DMPSA - ,najnowszy”
z tej grupy zwigzkdw: (ang.) 2-(3,4-dimethyl-pyrazol-1-yl)-succinic acid, synonim 2-(3,4-dimethyl-pyra-
zole-1-yl)-succinic acid, synonim dimethylpyrazole-succinic acid.

W literaturze wymienia sie kolejne zwigzki wykazujgce dziatanie jako inhibitory nitryfikacji: (ang.)
1H-1,2 4-triazole, 1,2,4-triazolo[1,5-a]-pyrimidine-2-sulfonamides i jego substytuty (objety zgtoszeniem
patentowym US4740233A), 1-hydroxypyrazole i jego pochodne, 2,3-dihydro-2,2-dimethyl-7-benzofura-
nol methyl carbamate - nazwa zwyczajowa Furadan lub Carbofuran, 2,4,6-trichloroaniline, 2,4-diamino-
6-trichloromethyl-5-triazine, 2-amino-4-chloro-6-methyl-pyrimidine (AM), 2-mercapto-benzothiazole
(MBT), 2-methyl pyrazole-1-carboxamide, 2-sulfanilamidothiazole (ST), 3,4-dimethylpyrazole (DMP), 3-
mercapto-1,2,4-triazole, 3-methylpyrazole (3-MP), 4-amino-1,2,4-triazole, 5-ethoxy-3-trichloromethyl-
1,2,4-thiadiazol (Dwell, Terrazole), ammonium thiosulfate (ATS), carbon bisulfide, N-(2,6-dimethylphe-
nyl)-N-(methoxyacetyl)- alanine methyl ester, N-2,5-dichlorophenyl succinamic acid, pentachlorophenol,
potassium azide, sodium azide, sodium trithiocarbonate, thiourea (TU), zinc ethylene-bis-dithiocarba-
mate.

Do naturalnych inhibitoréw nitryfikacji nalezy zakwalifikowac, np. olejek z Mentha spicata, ekstrakt
alkoholowy z Azadirachta indica Juss., ekstrakt wodny z Chenopodium album L. ,czy tez wielonienasy-
cone kwasy ttuszczowe (kwas linolowy i kwas linolenowy) wystepujgce w olejach roslinnych, a takze
wiele innych zwigzkéw.

Wykorzystanie miedzy innymi olejku z miety jako inhibitora nitryfikacji zostato opisane w dwéch
udzielonych patentach: ,Slow release urea fertilizer composition and a process for the preparation of
the said composition” US 6336949 B1 oraz ,Formulation useful as a nitrification and urease inhibitor
and a method of producing the same” US 6315807 B1.

Istniejg rowniez rozwigzania hybrydowe polegajace na wykorzystaniu rownoczesnym inhibitoréw
nitryfikacji wraz z substancjami aktywnymi réznych agrochemikaliéw, co rébwnocze$nie wykazuje dzia-
fanie w zakresie inhibitoréw nitryfikacji, jak i inhibitoréw emisji do atmosfery tlenkéw azotu z gleby (Ge-
wehriin. 2015, U.S. Patent No. 8,956,996; Clark i in. 2018. U.S. Patent No. 9,878,960).

Istota wynalazku polega na zastosowaniu diugotancuchowej pochodnej arynilopiperazyn JJ-AR-
13, czyli 5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo-1-aminy jako inhibitora nitryfikacji do bezpo-
Sredniej aplikacji do gleby lub jako skfadnika nawozu.

Korzystnie zwigzek JJ-AR-13 aplikuje sie bezposrednio do gleby w stanie ptynnym w iloSci od
0,001 do 1000 mmoli na 1 kilogram gleby.

Korzystnie zwigzek JJ-AR-13 aplikuje sie bezposrednio do gleby w ilosci od 0,1 do 0,2 mmola na
1 kilogram gleby.

Korzystnie zwigzek JJ-AR-13 miesza sie z nawozem zawierajgcym wytgcznie zredukowane
formy azotu, to jest forme amidowo-mocznikowa (N-NHs) lub forme amonowg (N-NHJ4), badz przewage
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jednej lub obu tych form azotu, badz tez rbwnowazng ich zawarto$¢ w stosunku do formy utlenionej
azotu.

Korzystnie zwigzek JJ-AR-13 miesza sie z nawozem w ilosci od 0,01 do 1000 mmoli na 1 kilogram
masy nawozu.

Korzystnie przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem z nawozem zwigzek JJ-AR-13 rozpuszcza
sie w roztworach kwaséw mineralnych, zasad lub rozpuszczalnikach organicznych.

Korzystnie przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem z nawozem zwigzek JJ-AR-13 rozpuszcza
sie w DMSO.

Korzystnie przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem z nawozem zwigzek JJ- AR-13 rozpuszcza
sie w DMF.

Gtoéwng zaletg rozwigzania wedtug wynalazku jest skuteczne hamowanie procesu nitryfikacji,
ktére moze by¢ wzmocnione poprzez rozpuszczenie zwigzku JJ-AR-13 w takich rozpuszczalnikach jak
DMSO lub DMF. Nalezy podkresli¢, iz zwigzek JJ-AR-13 nie jest szkodliwy dla mikrobioty glebowe;j i nie
ma negatywnego wplywu na rozwdj mikroorganizmow glebowych, w tym bakterii Nitrosomonas euro-
peaea. Zwigzek JJ-AR-13 moze by¢ tgczony z innymi pochodnymi arylopiperazyn, takimi jak JJ-AR-2
[2-[6-[4-(2,3-dichlorofenylo)piperazyn-1-ylolheksoksy]benzamid], JJ-AR-12 [4-[4-(1,2-benzoksazol-3-
ylo)piperydyn-1-ylo]butylo-1-amina] lub PK-AM-25 [1-(4-{[4-(pirymidyn-2-ylo)piperazyn-1-ylojmetylo}fe-
nylo)metyloaminal.

Zwigzek JJ-AR-13, czyli 5-[4-(2-metoksyfenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo-1-amina o0 wzorze struk-
turalnym:

SN -
N NN
— 0

H,N N

zaaplikowana bezposrednio do gleby skutecznie hamuje proces nitryfikacji nawet po uptywie czterech
tygodni od aplikacji, co wykazaty badania poréwnawcze w odniesieniu do préb z glebg, do ktérej zaa-
plikowano sam mocznik oraz do ktérej zaaplikowano znany i powszechnie stosowany syntetyczny inhi-
bitor nitryfikacji, jakim jest DCD(dicyjanodiamid).

W ocenie oddziatywania pochodnej arylopiperazyn/piperydyn obserwowano:

— hodowle monokultur pozytecznych bakterii glebowych: Rhizobium radiobacter oraz Bacillus
subtilis,

— populacje bakterii glebowych, pozyskanych z optymalnych podtozy uprawowych,

— wyspecjalizowany biopreparat ZB-01 zawierajgcy drobnoustroje glebowe, w tym nalezgce do
gatunkéw Pseudomonas, Alcaligenes.

Zwigzek w stezeniu 0,2 mmol dawkowano w ilosci 100 pl na studzienke. Proby wykonano w serii
czterech niezaleznych powtérzen. Nie zaobserwowano kontaktowego zahamowania wzrostu drobnou-
strojéw w obecnosci testowanego inhibitora nitryfikacji, co $wiadczy o braku toksycznosci badanego
stezenia pochodnej arylopiperazyn/piperydyn na mikroorganizmy glebowe.

Przyktad

Zwigzek JJ-AR-13 podano bezposrednio do ciezkiej gleby wiosennej w dawce 0,1 mmol na 1 kg
gleby. Poréwnawczo do takiej samej gleby wprowadzono roztwér mocznika w dawce 2,5 mmola na 1 kg
gleby oraz mocznika z dodatkiem DCD. W 7, 14, 21 i 28 dobie dokonano pomiaréw zawartosci mineral-
nych form azotu w formie amonowej (N-NH4) i azotanowej (N-NO3) w glebie.

Po 7 dniach od aplikacji pochodna JJ-AR-13 miata podobng skuteczno$é jak DCD w zakresie
inhibowania nitryfikacji, o czym $wiadczy wyzsza zawarto$¢ jonédw amonowych w glebie z dodatkiem
zwigzku w poréwnaniu do probki kontrolnej. W kolejnych terminach analiz, to jest po 14, 21 i 28 dniach
od aplikacji zwigzek DCD nie wykazywat juz dziatania jako inhibitor nitryfikaciji. W poréwnaniu do prébki
kontrolnej zawarto$¢ N-NH4 w glebie z dodatkiem DCD byfa w tych terminach taka sama, jak w probce
kontrolnej, a zawarto$¢ N-NOs istotnie nizsza niz w probce kontrolnej, czyli, ze w glebie z dodatkiem
DCD, po tym jak przestat on dziata¢ jako inhibitor nitryfikacji, z wiekszg intensywnoscig niz w probce
kontrolnej zachodzity procesy denitryfikacji lub biologicznej sorpcji N-NOs, co prowadzito do zuboze-
nia gleby w azotanowg forme azotu. Takiego zjawiska nie obserwowano w glebie z dodatkiem zwigzku
JJ-AR-13, ktéry w dalszym ciggu hamowat proces nitryfikacji oraz dodatkowo denitryfikacji/lub biolo-
gicznej sorpcji azotu.
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Zawartoé¢ azotu mineralnego w glebie
Dawka
Obiekt (mocznik + | Inhibitora | Po 7 dniach | Po 14 dniach Po 21 dniach Po 28 dniach
inhibitor nitryfikacji
nitryfikacji) wmmold | MgN- |[mgN- | mgN-| mgN- | mgN- | mgN- | mgN-| mgN-
kg gleby NHas kg [NO3-kg|NHa kg|NQs-kg! | NHakg' [NOa-kg! |INHs kg|NO3z-kg!
1gleby [ gleby|" gleby| glehy | gleby | gieby | gleby| gleby
Kontrola - sam
mocznik 0 288a| 30,7¢| 1,3al 870¢ 1,0al 112,0¢| 16a] t111¢c
DCD o1 43,2bc| 100b| 12al 252a 1,0a] 46,6a| 15al 86a
JJ-AR-13 0,1 34,7b| 30,7¢c| 90b} 726¢ 08a| 1780ef 0848 1770c

Zastrzezenia patentowe

. Zastosowanie dtugotancuchowej pochodnej arylopiperazyn JJ-AR-13, czyli 5-[4-(2-metoksy-
fenylo)piperazyn-1-ylo]pentylo-1-aminy jako inhibitora nitryfikacji do bezposredniej aplikacji do
gleby lub jako skfadnika nawozu.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze zwigzek JJ-AR-13 aplikuje sie bezpo-
Srednio do gleby w stanie ptynnym w iloSci od 0,001 do 1000 mmoli na 1 kilogram gleby.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 2, znamienne tym, ze zwigzek JJ-AR-13 aplikuje sie bezpo-
Srednio do gleby w ilosci od 0,1 do 0,2 mmola na 1 kilogram gleby.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze zwigzek JJ-AR-13 miesza sie z nawo-
zem zawierajgcym wytgcznie zredukowane formy azotu, to jest forme amidowo-mocznikowg
(N-NHs) lub forme amonowg (N-NH.), badz przewage jednej lub obu tych form azotu, badz
tez rbwnowazng ich zawarto$¢ w stosunku do formy utlenionej azotu.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 4, znamienne tym, ze zwigzek JJ-AR-13 miesza sie z nawozem
w iloéci od 0,01 do 1000 mmoli na 1 kilogram masy nawozu.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 1, znamienne tym, ze przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem
z nawozem zwigzek JJ-AR-13 rozpuszcza sie w roztworach kwaséw mineralnych, zasad lub
rozpuszczalnikach organicznych.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 6, znamienne tym, ze przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem
z nawozem zwigzek JJ-AR-13 rozpuszcza sie w DMSO.

. Zastosowanie wedtug zastrz. 6, znamienne tym, ze przed aplikacjg do gleby lub zmieszaniem
z nawozem zwigzek JJ-AR-13 rozpuszcza sie w DMF.



