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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania biologicznego preparatu do stymulacji wzro-
stu i ochrony roslin.

Opracowane preparaty zwigzkéw biologicznie aktywnych, stosowane bedg w formie oprysku, ale
tez jako preparaty doglebowe. Dziatanie wytworzonych biopreparatéw skutkuje: zredukowaniem liczby
organizmow szkodliwych dla roslin, zwiekszeniem liczebnosci mikroorganizméw wytwarzajgcych en-
zymy chitynolityczne odpowiedzialne za hamowanie wzrostu patogendw glebowych (grzybéw) oraz pro-
mocjg wzrostu biomasy roslinne;.

Z czasopisma (Fang Zheng, Lei Chen, Peifeng Zhang, Jingqi Zhou, Xiaofang Lu, Wei Tian,
Carbohydrate polymers exhibit great potential as effective elicitors in organic agriculture: A review,
Carbohydrate Polymers Volume 230, 15 February 2020, 115637) wiadomo, ze poliaminosacharydy
wzbudzajg odpornos$¢ roslin na patogen, a oprécz tego mogg bezposrednio ogranicza¢ wzrost grzybéw
fitopatogennych.

Chitozan, polimer o fadunku dodatnim, podany ro$linie z zewnatrz reaguje z ujemnie natadowa-
nymi molekutami na powierzchni komoérki grzyba i wchodzi w reakcje z okre$lonymi obszarami aktyw-
nymi, co powoduje istotne zmiany w kompozycji membrany patogena. Chitozan oddziatuje réwniez bez-
posrednio na grzyby, hamujgc ich wzrost. WWtasciwosci chitozanu jako czynnika promujgcego wzrost
roslin opisano miedzy innymi w czasopismach: PCACD, Monograph of Polish Chitin Society, vol. V,
43-48 (1999); Prace Naukowe Inst. Tech. Org. Politech. Wroctawskiej, 472-473 (1995); Mar. Drugs 8,
968-987, (2010); Progress in Plant Protection 52(4), (2012); Agron. Sustain. Dev. 35:569-588 (2015).

Z opisu patentowego PL 189890 znany jest preparat zawierajgcy chitozan stosowany do ochrony
roslin przed chorobami.

Biosurfaktanty to biologiczne zwigzki powierzchniowo czynne (gtéwnie pochodzenia mikrobiolo-
gicznego) o budowie amfifilowej, charakteryzujgce sie wieloma unikatowymi zdolno$ciami, miedzy in-
nymi obnizania napiecia miedzyfazowego i powierzchniowego. Wsérdd unikalnych wiasciwosci tych
zwigzkow znana jest tez aktywno$é promowania wzrostu roélin. Z literatury [Olga Marchut-Mikotajczyk,
Piotr Drozdzynski, Dominika Pietrzyk, Tadeusz Antczak, Biosurfactant production and hydrocarbon de-
gradation activity of endophytic, bacteria isolated from Chelidonium majus L., Microb. Cell Fact. 17, 171
(2018) oraz Olga Marchut-Mikotajczyk, Piotr Drozdzyrski, Arkadiusz Polewczyk, Wojciech Smutek, Ta-
deusz Antczak, Biosurfactant from endophytic Bacillus pumilus 2A: physicochemical characterization,
production and optimization and potential for plant growth promotion, Microb. Cell Fact. 20, 40 (2021)]
znany jest sposob otrzymywania glikolipidowych biosurfaktantéw z endofitycznego szczepu bakterii Ba-
cillus pumilus 2A, charakteryzujgcego sie wtasciwosciami promowania wzrostu roslin, zaréwno na tere-
nie zanieczyszczonym zwigzkami ropopochodnymi (poddanymi silnej antropopresji) oraz w warunkach
in vitro.

Dotychczas nie sg znane sposoby otrzymywania biologicznego preparatu chitozanu i glikolipidow.

Celem wynalazku jest opracowanie sposobu otrzymywania biologicznego preparatu do stymulacji
wzrostu i ochrony ro$lin z wykorzystaniem chitozanu i glikolipidow.

Sposo6b otrzymywania biologicznego preparatu do stymulacji wzrostu i ochrony ro$lin z wykorzy-
staniem szczepu Bacillus pumilus 2A, ktérego otrzymanie polega na uaktywnieniu szczepu bakterii na
skosach agarowych o sktadzie w procentach wagowych: 1% peptonu; 0,5% ekstraktu drozdzowego;
0,5% chlorku sodu; 2,5% agaru, hodowli na tym podtozu inokulum w temperaturze 30°C, w czasie
14-20 godzin, zmyciu wyhodowanej biomasy za pomocg soli fizjologicznej, finalnie uzyskujgc ODeoo
1,5-2,2, zaszczepieniu otrzymanym inokulum w ilosci 0,5-2% ptynnego podtoza hodowlanego zawie-
rajgcego w skfadzie w procentach wagowych: siarczan magnezu siedmiokrotnie uwodniony 0,02%,
chlorek wapnia bezwodny 0,02%, diwodorofosforan potasu 1%, wodorofosforan dipotasu 1%, azotan
amonu 1%, chlorek zelaza 0,005%, mtéto browarnicze 3-8%, wysterylizowanego w temperaturze
121°C, w czasie 15 minut, i przeprowadzeniu hodowli w fermentorze laboratoryjnym o pojemnosci 30 L
w czasie 96—168 godzin, przy stopniu wypetnienia fermentora 60—70% objeto$ciowych, utrzymujgc tem-
perature 30°C i mieszanie o0 szybko$ci obrotow mieszadta 160-200 minuta', a nastepnie separacji bio-
masy i czgstek statych pozostatych po produkciji, stosujgc do tego celu wirowanie z predkoscig obrotowg
12000-18000 minuta™', a nastepnie ekstrakcji z ptynu pohodowlanego biosurfaktanta zakwaszajac ptyn
z wykorzystaniem 6M HCI do pH 2,0 i pozostawiajgc go na 24 godziny w lodéwce, separacji powstatego
precypitatu poprzez wirowanie z predko$cig obrotowg 12000-18000 minuta™ i oczyszczeniu z wykorzy-
staniem mieszaniny chloroform : metanol w stosunku objetoSciowym 2:1, rozpuszczeniem osadu
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w 0,1 M roztworze wodoroweglanu, sodu, a nastepnie liofilizacji wedtug wynalazku charakteryzuje sie
tym, ze do nie wiecej niz 2,0% wagowego roztworu chitozanu o stopniu deacetylacji 65-95% i masie
czgsteczkowej nie wiekszej niz 360 kDa, w 0,4-0,45% wagowym roztworze wodnym kwasu mlekowego,
o pH nie wiekszym niz 5,0, ewentualnie skorygowanym przy uzyciu 3% wagowego roztworu wodnego
wodorotlenku potasu do wartosci nie wiekszej niz 6,6, dodaje sie, mieszajgc za pomocg homogenizatora
0 poziomie rozdrobnienia 10-100 mm (G45 G), o szybkos$ci obrotow 4000-5200 min™', w czasie 20—40
min, glikolipidy w formie liofilizatu otrzymane ze szczepu Bacillus pumilus 2A, w iloSci nie wiekszej niz
25% wagowych w stosunku do zawarto$ci chitozanu w preparacie lub wodny roztwdr liofilizatu gliko-
lipidow z Bacillus pumilus 2A, o stezeniu nie wiekszym niz 1,0% wagowy, przy stosunku objetoscio-
wym 1:1.

Sposo6b wedtug wynalazku umozliwia otrzymanie biologicznego preparatu stymulujgcego wzrost
roslin i hamujgcego rozwoj fitopatogendw pochodzenia grzybowego oraz wspierajgcego naturalne me-
chanizmy obronne roslin.

Sposo6b wedtug wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady:

Przyktad |

Chitozan w iloSci 1 grama rozpuszczono w 100 ml 0,45% wagowego roztworu wodnego kwasu
mlekowego, o pH 4,60, kolejno dodawano mieszajgc na mieszadle magnetycznym o predkos$ci obro-
towej 2000 minuta™!, rozdrobniony wczes$niej w mozdzierzu liofilizat glikolipiddw z Bacillus pumilus
2A, ktory otrzymano: uaktywniajgc szczep bakterii na skosach agarowych o skfadzie w procentach
wagowych: 1% peptonu; 0,5% ekstraktu drozdzowego; 0,5% chlorku sodu; 2,5% agaru, hodowli na
tym podtozu inokulum w temperaturze 30°C, w czasie 14 godzin, myciu wyhodowanej biomasy za
pomoc3 soli fizjologicznej, finalnie uzyskujgc OD600 1,8, zaszczepieniu otrzymanym inokulum w ilo-
$ci 0,5% ptynnego podtoza hodowlanego zawierajgcego w sktadzie w procentach wagowych: siarczan
magnezu siedmiokrotnie uwodniony 0,02%; chlorek wapnia bezwodny 0,02%, diwodorofosforan po-
tasu 1%, wodorofosforan dipotasu 1%, azotan amonu 1%, chlorek zelaza 0,005%, mi6to browarnicze
5%, wysterylizowanego w temperaturze 121°C, w czasie 15 minut, i przeprowadzeniu hodowli w fer-
mentorze laboratoryjnym o pojemnoséci 30 L w czasie 96 godzin, przy stopniu wypetnienia fermentora
70% objetosciowych, utrzymujgc temperature 30°C i mieszanie o szybkosSci obrotéw mieszadta
160 minuta™!, a nastepnie separacji biomasy i czgstek statych pozostatych po produkcji, stosujgc do
tego celu wirowanie z predkos$cig obrotowg 12000 minut’, a nastepnie ekstrakcji z ptynu pohodowla-
nego biosurfaktanta zakwaszajgc ptyn z wykorzystaniem 6 M HCI do pH 2,0 i pozostawiajgc go na
24 godziny w lodéwce, separacji powstatego precypitatu poprzez wirowanie z predkoscig obrotowg
12000 minuta i oczyszczeniu z wykorzystaniem mieszaniny chloroform : metanol w stosunku obje-
toSciowym 2:1, rozpuszczeniem osadu w 0,1 M roztworze wodoroweglanu sodu, a nastepnie liofiliza-
cji. Liofilizat glikolipidéw z Bacillus pumilus 2A dodano w ilosci 25% wagowych w stosunku do zawar-
tosci chitozanu w preparacie. Stosowano chitozan o $rednim ciezarze czgsteczkowym 160 kDa i stop-
niu deacetylacji na poziomie 80,0%. Do przygotowania biologicznego preparatu wykorzystano homo-
genizator z koncéwka pozwalajgcg na rozdrobnienie w zakresie 10—-100 mm (G45 G) o predkosci
obrotowej 4000 minuta™!, przez 20 minut.

Otrzymany biologiczny preparat zastosowano w celu promocji wzrostu roslin wskaznikowych po-
chodzgcych z zestawu Phytotoxkit®.

Efektywnos$¢ procesu stymulacji wzrostu roélin otrzymanego biologicznego preparatu okre$lono
na podstawie oceny wzrostu roslin wskaznikowych w glebie (Sinapis alba — gorczyca biata; Sorghum —
sorgo; Lepidium sativum — rzezucha), w ktérej osiggnieto maksimum pojemnosci wodnej gleby stosujgc
roztwor preparatu, a jako prébe kontrolng stosujgc wode. Dodatek biokompozytu pozwolit na zwieksze-
nie plonu biomasy roélin wskaznikowych o odpowiednio 43%, 39% i 42%.

Otrzymany preparat zastosowano w celu zahamowania wzrostu grzybowych fitopatogenéw z ro-
dzaju Fusarium oraz Candida.

Efektywno$¢ hamowania wzrostu fitopatogendw grzybowych przez otrzymany preparat okre$lono
na podstawie metody krazkowo-dyfuzyjne;.

State podioza wzrostowe o skfadzie w czesciach wagowych: azotan sodu 0,3; wodorofosforan
dipotasu 0,1; siarczan magnezy siedmiowodny 0,05; chlorek potasu 0,05; chlorek zelaza 0,001, sa-
charoza 3,0; agar 1,5; rozlano na plytki Petriego a nastepnie zaszczepiono zawiesing zarodnikow
Fusarium oxysporum o stezeniu 108 jtk/ml, w ilosci 0,2 ml na plytke lub zawiesing biomasy drozdzy
Candida albicans o gestosci optycznej 0,9, w iloSci 0,2 ml na ptytke. Nastepnie na ptytkach umiesz-
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czono kragzki bibutowe nasgczone roztworem preparatu przygotowanego jak powyzej. Ptytki inkubo-
wano przez 120 godzin w temperaturze 30°C. Srednice strefy inhibicji wzrostu wokét krazka nasyco-
nego roztworem biokompozytu wynosity 16—-27 mm w przypadku Fusarium oxysporum i 15-29 mm
w przypadku Candida albicans.

Przyktad Il

Chitozan w ilosci 2 g rozpuszczono w 100 ml 0,45% wagowego roztworu wodnego kwasu mleko-
wego, o pH 6,30, kolejno dodawano mieszajgc na mieszadle magnetycznym o predkosci obrotowej
2000 minuta™, rozdrobniony wczes$niej w mozdzierzu liofilizat glikolipidow z Bacillus pumilus 2A, ktéry
otrzymano jak w przykfadzie 1, w ilosci 10% wagowych w stosunku do zawartos$ci chitozanu w prepara-
cie. Stosowano chitozan o $rednim ciezarze czgsteczkowym 160 kDa i stopniu deacetylacji na poziomie
80%. Warto$¢ pH roztworu mleczanu chitozanu regulowana byta za pomocg roztworu wodorotlenku
potasu o stezeniu 3,0%. Do przygotowania kompozycji wykorzystano homogenizator z koncéwkg po-
zwalajgcg na rozdrobnienie w zakresie 10—100 mm (G45 G) o predkos$ci obrotowej 4200 minuta™', przez
40 minut.

Otrzymany preparat zastosowano w celu promocji wzrostu roélin wskaznikowych pochodzacych
z zestawu Phytotoxkit®.

Efektywno$¢ procesu stymulacji wzrostu roslin otrzymanego preparatu okre$lono na podstawie
oceny wzrostu roslin wskaznikowych w glebie (Sinapis alba — gorczyca biata; Sorghum — sorgo; Lepi-
dium sativum — rzezucha), w ktorej osiggnieto maksimum pojemnosci wodnej gleby stosujgc roztwor
preparatu, a jako prébe kontrolng stosujgc wode. Dodatek biokompozytu pozwolit na zwiekszenie plonu
biomasy roslin wskaznikowych o odpowiednio 37%, 39% i 41%.

Otrzymany preparat zastosowano w celu zahamowania wzrostu grzybowych fitopatogenéw z ro-
dzaju Fusarium oraz Candida.

Efektywno$¢ hamowania wzrostu fitopatogendw grzybowych przez otrzymany preparat okre$lono
na podstawie metody kragzkowo-dyfuzyjne;.

State poditoza wzrostowe o sktadzie w czesSciach wagowych: azotan sodu 0,3; wodorofosforan
dipotasu 0,1; siarczan magnezy siedmiowodny 0,05; chlorek potasu 0,05; chlorek zelaza 0,001; sacha-
roza 3,0; agar 1,5; rozlano na ptytki Petriego, a nastepnie zaszczepiono zawiesing zarodnikéw Fusarium
oxysporum o stezeniu 107 jtk/ml, w ilosci 0,15 ml na plytke lub zawiesing biomasy drozdzy Candida
albicans o gestosci optycznej 0,8, w ilosci 0,15 ml na ptytke. Nastepnie na ptytkach umieszczono krazki
bibutowe nasgczone roztworem preparatu przygotowanego jak powyzej. Ptytki inkubowano przez
120 godzin w temperaturze 30°C. Srednice strefy inhibicji wzrostu wokét krazka nasyconego roztworem
biokompozytu wynosity 16—30 mm w przypadku Fusarium oxysporum i 13-22 mm w przypadku Candida
albicans.

Przyktad 111

Chitozan w ilosci 1,5 g rozpuszczono w 100 ml 0,40% wagowego roztworu wodnego kwasu mle-
kowego, o pH 6,50, dodawano wodny roztwor glikolipidéw z Bacillus pumilus 2A, ktéry otrzymano jak
w przyktadzie 1, o stezeniu 20% wagowych. Roztwor glikolipidéw potgczono z roztworem soli chitozanu
w stosunku objetoSciowym 1:1. Stosowano chitozan o $rednim ciezarze czgsteczkowym 360,0 kDa
i stopniu deacetylacji na poziomie 95,0%. Warto$¢ pH roztworu mleczanu chitozanu regulowana byta
za pomocg roztworu wodorotlenku potasu o stezeniu 3,0% wagowych. Do przygotowania kompozyciji
wykorzystano homogenizator z koncdwkg pozwalajgcg na rozdrobnienie w zakresie 10-100 um (G45
G) o predkosci obrotowej 4000 minuta™, przez 20 minut.

Przyktad 1V

Chitozan w ilosci 2 g rozpuszczono w 100 ml 0,40% wagowego wodnego roztworu kwasu mleko-
wego, o pH 4,80, kolejno dodawano wodny roztwér glikolipidéw z Bacillus pumilus 2A, ktéry otrzymano
jak w przyktadzie 1, o stezeniu 25% wagowych. Roztwor glikolipidéw potgczono z roztworem soli chito-
zanu w stosunku objetosciowym 1:1. Stosowano chitozan o $rednim ciezarze czasteczkowym
360,0 kDa i stopniu deacetylacji na poziomie 65,0%. Warto$¢ pH roztworu mleczanu chitozanu regulo-
wana byta za pomocg roztworu wodorotlenku potasu o stezeniu 3,0% wagowych. Do przygotowania
kompozycji wykorzystano homogenizator z koncéwka pozwalajgca na rozdrobnienie w zakresie 10—-100
um (G45 G) o predkosci obrotowej 5200 minuta™, przez 40 minut.
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Zastrzezenie patentowe

Sposo6b otrzymywania biologicznego preparatu do stymulaciji wzrostu i ochrony roslin z wyko-
rzystaniem szczepu Bacillus pumilus 2A, ktérego otrzymanie polega na uaktywnieniu szczepu
bakterii na skosach agarowych o sktadzie w procentach wagowych: 1% peptonu; 0,5% eks-
traktu drozdzowego; 0,5% chlorku sodu; 2,5% agaru, hodowli na tym podtozu inokulum
w temperaturze 30°C, w czasie 14—20 godzin, zmyciu wyhodowanej biomasy za pomocg soli
fizjologicznej, finalnie uzyskujgc ODesoo 1,5-2,2, zaszczepieniu otrzymanym inokulum w iloSci
0,5-2% ptynnego podtoza hodowlanego zawierajgcego w sktadzie w procentach wagowych:
siarczan magnezu siedmiokrotnie uwodniony 0,02%, chlorek wapnia bezwodny 0,02%, diwo-
dorofosforan potasu 1%, wodorofosforan dipotasu 1%, azotan amonu 1%, chlorek zelaza
0,005%, mitéto browarnicze 3-8%, wysterylizowanego w temperaturze 121°C, w czasie
15 minut, i przeprowadzeniu hodowli w fermentorze laboratoryjnym o pojemnosci 30 L w cza-
sie 96—168 godzin, przy stopniu wypetnienia fermentora 60—-70% objetosciowych, utrzymujac
temperature 30°C i mieszanie o szybko$ci obrotow mieszadta 160-200 minuta™’, a nastepnie
separacji biomasy i czgstek statych pozostatych po produkcji, stosujgc do tego celu wirowanie
z predkoscig obrotowg 12000-18000 minuta™’, a nastepnie ekstrakciji z ptynu pohodowlanego
biosurfaktanta zakwaszajgc ptyn z wykorzystaniem 6 MHCI do pH 2,0 i pozostawiajgc go na
24 godziny w lodéwce, separacji powstatego precypitatu poprzez wirowanie z predkoscig ob-
rotowg 12000-18000 minuta™' i oczyszczeniu z wykorzystaniem mieszaniny chloroform : me-
tanol w stosunku objeto$ciowym 2:1, rozpuszczeniem osadu w 0,1 M roztworze wodorowe-
glanu sodu, a nastepnie liofilizacji, znamienny tym, ze do nie wiecej niz 2,0% wagowego
roztworu chitozanu o stopniu deacetylacji 65-95% i masie czgsteczkowej nie wiekszej niz
360 kDa, w 0,4-0,45% wagowym roztworze wodnym kwasu mlekowego, o pH nie wiekszym
niz 5,0, ewentualnie skorygowanym przy uzyciu 3% wagowego roztworu wodnego wodoro-
tlenku potasu do wartosci nie wiekszej niz 6,6, dodaje sie, mieszajgc za pomocg homogeni-
zatora o poziomie rozdrobnienia 10-100 mm (G45 G), o szybko$ci obrotéw 4000-5200 min™',
w czasie 20-40 min, glikolipidy w formie liofilizatu otrzymane ze szczepu Bacillus pumilus 2A,
w iloSci nie wiekszej niz 25% wagowych w stosunku do zawartosci chitozanu w preparacie lub
wodny roztwér liofilizatu glikolipidéw z Bacillus pumilus 2A, o stezeniu nie wiekszym niz 1,0%
wagowy, przy stosunku objetosciowym 1:1.



