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Oblast techniky

Vynalez se tyk& zpuascbu kultivace bakterii rodu Rhizobium
a Azotobacter na raselinovém substratu.

Dosavadni stav techniky

Soucasnéd technologie vyroby ockovacich latek nap#. podle &s.
patentu &. 148327 zahrnuje vybér provoznich kmend Bacterium Rhi-
zobium a vlastni technologii vyroby, u které, vedle pfipravy
mateénych kultur, je rozhodujici pro kvalitu preparatu priprava
nosného substratu. Jako nosny substridt se pouzivd smés mleté
raseliny s tuhou, upravena pridavkem mletého vapna na hodnotu
pH 7. Prosaty substrat se sterilizuje v autokldvech pod tlakem
pdry 200 kPa po dobu 3 hodin. Vychladly substrat se zao&kuje
tekutou kulturou rhizobii a v uzavfené nddobé se skladuje pFi

teploté 28 °C k rozmnoZeni rhizobii tak, aby jejich titr nebyl
niZsi nez 100 miliond bunék v 1 g. Tepelnd sterilizace ma radu
nevyhod. Mezi né pat¥i zejména skutecnost, Ze sterilizace neni
dokonala vzhledem ke Spatnym tepelné vodivostnim vlastnostem
raseliny, d&ale Ze dochdzi k 1lokdlnimu p¥eh¥ivdni, které vede
k tepelnému rozkladu rasSeliny za vzniku toxickych latek negativné
pusobicich na vyvoj hlizkovych bakterii. DosaZeny stupen sterili-
ty pri autoklavovani Jje  pomérné nizky, zbytek 2zarodku plisni
dosahuje po&tu 102 az 10% Zivych bunék v 1 g a pri nasledné
kultivaci plisné konkuruji bakteriim, ¢éimZ do urcité miry omezuji
jejich rozmnoZeni. Takto p¥ipraveny pripravek md titr rhizobii
108 Zivych bunék v 1 g pripravku max. po dobu 6 mésicu a potom

titr vyrazné klesd a naopak stoupd titr plisni a kvasinek, coZ
neni Zadouci.

Podstata vyndlezu

Podstata zplsobu kultivace bakterii rodu Rhizobium a Azoto-
bacter na raSelinovém substratu spoc¢ivd podle vyndlezu v tom, Ze
se uvedené bakterie zaockovavaji do hermeticky uzavreného raseli-
nového substratu, Kktery byl sterilizovadn ionizujicim zarenim
v davce 20 az 50 kGy.

Zplsobem podle vyndlezu je prirodni rasSelina smichdna s mle-
tym vapencem v takovém poméru, aby vyslednd hodnota pH byla
v rozmezi 6,2 azZ 6,9. Po pr1dan1 fosforu, drasliku a stopovych
prvka se rasellna susi v suSarné na koneény obsah vody max. 10 %
hmotnosti. UsuSend rasSelina se mele a prosévd, aby se zbavila
zbytkl dfeva a hrubSich zrn a soudasné se na sitech t¥idi tak,
aby alespori 70 % Gastic mélo velikost mensi neZ 60 pm. Vytrldena
raSelina se misi s tuhou a v michadce se zvlhéuje na obsah vody
20 aZ 25 % hmotnosti. Takto pripraveny substrat je pak sterilizo-
van ionizujicim zarenim, tj. gama zAaFfenim, nebo urychlenym1
_elektrony a sterilizace probiha za teploty 20 az 25 °c. Sterili-
zujici davky se pohybuji v rozmezi 25 aZ 50 kGy v zavislosti na
pocatecnlm poétu zarodka plisni, aktinomycet a kvasinek. Raselina
Je sterilovana primo v zatavenych saécich z polyethylenu a po

ozdr¥eni je dosazZeno Uplné sterlllty, kterou 1lze udrZet v herme-

ticky uzavreném sdc¢ku po 18 mésicli beze zmény. Na rozdil od
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tepelné sterilizace neobsahuje substrdt ani Jjiné cizi latky, .
napr. toxické produkty pyrolyzy raseliny. Zaodkovani tekutou
kulturou se provddi propichnutim sa¢ku sterilni dutou jehlou
a napusténim kultury do substratu. Diky nepritomnosti konkurenc-
nich mikroorganizmi a toxickych pyrolyznich produktli se dosahuje
poétu vypéstovanych bakterii nap¥. Rhizobium Meliloti D 419 nad

hodnotu 10°% v 1 g p¥ipravku.

Kontrola pripravku po 16ti mésicich od data vyroby zjistila

1,51 x 1012 Zivych bunék rhizobii v 1 g pfipravku (Rhizobium
Meliloti D 417).

Podobnych vysledkl bylo dosaZeno i pro ostatni kultury, tj.
hrach, pelusku, vikev, bob a jetel.

Po zaokovani nosného substriatu kulturou Azotobactera kmenem
A 27 bylo_pfi kontrole po 14ti mésicich od data vyroby zjisténo
1,32 x 10° Zivych bunék Azotobactera v 1 g pripravku.

Zpisobem podle vyndlezu probiha kultivace mikroorganizmi na
2cela sterilnim rasSelinovém substréatu, pfipraveném radiadni ste-
rilizaci.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
54 kg vytridéné raseliny o hodnoté pH 6,2 a podateéni vlh-
kosti 7 %
6 kg tuhy
se smichd a prida se 15 1 vody.

Uvedend smés se plni do 100 polyethylenovych siadkl o sile
folie 0,10 mm, =zatavi a radiac¢né sterilizuje da&vkou =zafeni
25 kGy. Takto pripraveny substrat se inokuluje tekutou kulturou
Rhizobium_ Meliloti D 417 v mnoZstvi 300 ml/l sddek o titru mini-
malné 1010 Zivych bunék v 1 ml. Kultivace probihd p¥i teploté
20 az 25 °C po dobu 10 dnl. Po namidtkové kontrole, kdy se ovéfi
oéekdvana vysSe titru min. 10° Zivych bunék v 1 g pripravku, se
hotovy pripravek do roka pouZije. Bylo ovéreno, 32Ze u takto
pripraveného pripravku ani_po 18 mésicich skladovdni neklesne .
titr bakterii raddové pod 10° Zivych bunék v 1 g pripravku.

Priklad 2

Podle postupu vV prikladu 1 se pripravily sdcéky se substra-
tem, ktery byl Jjednotlivé zaockovdn témito tekutymi kulturami:

Rhizobium Trifolii D15 , D 20 , D 544 , T 16

-"- Leguminosarum D560 , D564 , T 97 , T 117
D28 ,E23 ,N30 ,T79

- Japonicum D 538 , D 344 , D 536 , D 563

-"- Lupini D75 ,D 51, D52

-"- Meliloti D 469 , D 470 , D 472 , D 557

Azotobacter kmen A 27 , A33 , A 36



3 CS 277033 B6

VSechny pouZité kultury mikroorganizmi jsou uloZeny ve sbir-
ce ve Vyzkumném uUstavu rostlinné vyroby v Praze = Ruzyni.

Primyslovad vyuZitelnost

Zpasob kultivace hlizkovych bakterii rodu Rhizobium a Azoto=-
bacter na radiac¢né sterilizovaném substratu umoZnuje sterilni
inokulaci kaZdé davky ockovaci latky, p¥i dosaZeni titru péstova-
nych bakterii fAadové nad 10 Zivych bunék v 1 g pripravku
a udrzZeni tohoto titru po dobu vice neZ 12 mésicu.

PATENTOVE NAROKY

Zplisob kultivace bakterii rodu Rhizobium a Azotobacter na
raselinovém substrdtu, vyznacdujici se tim, Ze se uvedené bakterie
zaoc¢kovdvaji do hermeticky uzavieného raSelinového substratu,
ktery byl sterilizovédn ionizujicim zafenim v davce 20 aZ 50 kGy.

Konec dokumentu'
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