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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest biokompozyt i sposéb otrzymywania biokompozytu do poprawy ja-
kosci biologicznej gleby oraz zastosowanie biokompozytu, zwtaszcza w ogrodnictwie i rolnictwie.

Srodki nawozowe, poprawiajace wiasciwosci gleby, stymulatory wzrostu roslin moga mie¢ forme
ptynna lub statg (sypka w formie proszku lub granulatu). Forma stata produktu pozwala na dtuzszy ter-
min przydatnosci gotowego produktu, utatwia logistyke dzieki mniejszym i |Zejszym opakowaniom.
Forma granulatu wprowadza mozliwos¢ zastosowania nosnika, ktéry moze dodatkowo poprawiaé wta-
Sciwosci produktu, np. zapewnia¢ odpowiednie pH, pozytywnie wptywaé na zywotnos¢ mikroorgani-
zmow lub poprzez zawartosé odpowiednich mikro- i makroelementéw pozytywnie wptywaé na parame-
try gleby. Obecne na rynku produkty doglebowe mozemy podzieli¢ na enzymatyczne, mikrobiologiczne
i mikrobiologiczno-enzymatyczne.

Najwazniejszymi funkcjami mikroorganizmow glebowych w tym bakterii jest: rozktad i mineraliza-
cja materii organicznej, rozktad i detoksykacja réznych substancji zanieczyszczajacych glebe, ograni-
czenie rozwoju szkodnikéw i patogendw roslin, tworzenie uktadéw symbiotycznych z roslinami. Wéréd
wyselekcjonowanych szczepdw bakterii odgrywajacych kluczowa role w srodowisku glebowym znalazty
sie m.in. bakterie z rodzaju Bacillus, Brevibacillus, Rhodococcus, Pseudomonas, czy Serratia i Arthro-
bacter [1-3]. Dostepne sag réwniez preparaty mikrobiologiczne: bakteryjne stymulujgce wzrost i plono-
wanie roslin bobowatych (motylkowatych), czy grzybiczne stosowane do mikoryzacji sadzonek w szkot-
kach lesnych [4].

Z polskiego opisu patentowego PL 234499 B1 znana jest kompozycja wyizolowanych szczepow
saprofitycznych bakterii glebowych oraz biopreparat zawierajgcy taka kompozycja majacy zastosowa-
nie do zwalczania patogendw roslinnych w glebie i przywracania naturalnej rownowagi biologicznej mi-
kroflory oraz biostymulacji rozwoju i wzrostu roslin w sposobach i zastosowaniach je wykorzystujacych.
Kompozycja zawiera 8 szczepdw saprofitycznych bakterii glebowych reprezentujacych rodzaje: Arthro-
bacter, Bacillus, Citrobacter, Paenibacillus, Pseudomonas, ktéra zawiera wyizolowane szczepy Arthro-
bacter sp. szczep 1.4, Bacillus sp. szczep 202B, Bacillus sp. szczep 233, Bacillus sp. szczep 307A,
Citrobacter sp. szczep 6A, Paenibacillus sp. szczep 45, Pseudomonas sp. szczep 23 (W), Pseudomo-
nas sp. szczep 60 (W) oraz biopreparat zawierajacy taka kompozycje, jak i sposob ich wytwarzania.
Przedmiotem wynalazku sa réwniez sposoby zwalczania patogendw roslin w glebie, uzyZniania gleby
i przywracania naturalnej rwnowagi biologicznej mikroflory gleby, biostymulacji rozwoju i wzrostu roslin
oraz zastosowania do zwalczania patogendéw roslin w glebie, do uzyZniania gleby i przywracania natu-
ralnej rownowagi biologicznej mikroflory gleby, do biostymulacji rozwoju i wzrostu roslin wykorzystujace
kompozycije i biopreparat zawierajacy 8 wspotdziatajgcych ze sobg szczepow.

Z polskiego opisu patentowego PL 237050 (P.427073) znany jest sposdb otrzymywania prepa-
ratu biologicznego pochodzenia grzybicznego przyspieszajgcy degradacje tworzyw polimerowych pole-
gajacy na tym, ze przygotowuje sie zawiesine spor grzyba Trichoderma viride 3333 z czystej korzystnie
czternastodniowej kultury grzyba prowadzonej w zakresie temperatur od 20°C do 25°C, po czym grzyb-
nie przenosi sie na filtr o wielkosci por 22—-25 um i przeptukuje sterylng woda, az do uzyskania zawiesiny
o gestosci spor w zakresie od 106 do 108/ml, a nastepnie zawiesine spor miesza sie z roztworem algi-
nianu sodu korzystnie 0,7% i wkrapla do roztworu CaCl. w zakresie 2—3,5%. Przedmiotem zgtoszenia
jest takze preparat biologiczny pochodzenia grzybicznego, ktéry przygotowuje sie z mikrokapsutek al-
ginianowych zawierajacych spory grzyba w ilosci od 106 do 108/ml poprzez zmieszanie z 3% chlorkiem
wapnia w stosunku 2 : 1.

Z opisu patentowego PL 237981 znana jest biodegradowalna kompozycja polisacharydowa
zawierajaca skrobie termoplastyczng przeznaczona na opakowania do $wieczek zawierajgca glice-
ryne w ilosci od 0,1 do 10 czesci wagowych na 100 czesci wagowych skrobi termoplastycznej, mont-
morylonit w ilosci od 0,1 do 10 cze$ci wagowych na 100 czesci wagowych skrobi termoplastycznej
oraz fosforan melaminy w ilosci 0,1 do 20 czesci wagowych na 100 czesci wagowych skrobi termo-
plastycznej.

Z kolei z opisu patentowego PL 216930 znany jest sposob dwuetapowego wytwarzania termopla-
stycznej skrobi, przez zmieszanie skrobi natywnej z plastyfikatorem i wyttoczenie. W pierwszym etapie
skrobie natywna w ilosci 50-80 czesci wagowych miesza sie w temperaturze 60—100°C z 20-50 cze-
$ciami wagowymi gliceryny i przeprowadza w suchg mieszanke z jednoczesnym odprowadzeniem wody,
a w drugim etapie kondycjonowang sucha mieszanke przeprowadza sie w stan uplastyczniony poddajac



PL 247144 B1 3

ja dziataniu sit $cinajacych w temperaturze 130-150°C i wyttacza w temperaturze 150—-180°C z réwno-
czesnym odgazowaniem czesci lotnych a nastepnie granuluje.

Z polskiego opisu patentowego PL 236495 znany jest sposéb wytwarzania granulatu nawozu
wapniowego i/lub wapniowo-magnezowego pojedynczego lub wielosktadnikowego, polegajacy na tym,
ze granulowaniu poddaje sie sypki materiat wapienny i/lub dolomitowy, ktérym jest: maczka wapienna,
lub maczka wapienna z dodatkiem maczki dolomitu i/lub maczki kredy i/lub gipsu, lub maczka dolomitu,
lub maczka dolomitu z dodatkiem maczki wapiennej i/lub maczki kredy, i/lub gipsu, lub maczka kredy,
lub maczka kredy z dodatkiem maczki wapiennej i/lub maczki dolomitu i/lub gipsu, przygotowany w za-
sobniku dozujacym, ktory wprowadza sie w sposéb ciaglty do obracajacego sie granulatom i na przesy-
pujacy sie w bebnie lub talerzu materiat natryskuje sie jednoczesnie w sposdéb ciagty roztwor srodka
wigzacego, ktérym jest wodny roztwor lignosulfonianu magnezu o stezeniu 1 + 60%, przy czym stosuje
sie 0,10-0,20 kg roztworu lignosulfonianu magnezu/kg materiatu wapiennego i/lub dolomitowego, ko-
rzystnie 0,12-0,15 kg roztworu/kg materiatu i granuluje sie w procesie ciagtym, a wytworzony granulat
odbiera do leja wysypowego, suszy i oddziela sie produkt gotowy.

Biokompozyt do poprawy jakosci biologicznej gleby wedtug wynalazku polega na tym, Ze zawiera
co najmniej 36 czesci wagowych skrobi ziemniaczanej lub kukurydzianej albo pszennej, od 15 do
25 czesci wagowych gliceryny, od 10 do 20 czesci wagowych oleju palmowego, od 10 do 14 czesci
wagowych mocznika, od 2 do 5 czesci wagowych maczki wapiennej oraz liofilizat szczepdw bakterii
mezofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus w ilosci od 0,001 do 0,010 czesci wagowych
liofilizatu na 100 czesci wagowych granulowanego biokompozytu.

Istota wynalazku jest takze sposdb otrzymywania biokompozytu do poprawy jakosci biologiczne;j
gleby, ktéry wedtug wynalazku polega na tym, ze do co najmniej 36 czesci wagowych skrobi ziemnia-
czanej lub kukurydzianej albo pszennej wprowadza sie: od 15 do 25 czesci wagowych gliceryny, od 10
do 20 czesci wagowych oleju palmowego, od 10 do 14 czesci wagowych mocznika, od 2 do 5 czesci
wagowych maczki wapiennej ktére miesza sie, po czym w znany sposob wyttacza sie w zakresie tem-
peratur 50°C do 90°C, kolejno wytloczyne granuluje sie, nastepnie biokompozyt w formie granulatu
miesza sie z liofilizatami szczepdw bakterii mezofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus
w ilosci od 0,001 do 0,010 czesci wagowych liofilizatu na 100 czesci wagowych granulowanego biokom-
pozytu, po czym tak otrzymany biokompozyt z liofilizatami niezwlocznie umieszcza sie w szczelnym
opakowaniu.

Istota wynalazku jest réwniez to, Zze sporzadza sie zawiesiny kazdego ze szczepdw bakterii me-
zofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus oddzielnie w sterylnej soli fizjologicznej o metno-
$ci roztworu 2,0 McF, co odpowiada teoretycznej gestosci optycznej 550 nm wynoszacej 0,5 i liczeb-
nosci okoto 600 x 108 jtk/ml, ktdre to zawiesiny w warunkach sterylnych nanosi sie na powierzchnie
zestalong petnowartosciowa pozywke agarowa, ktora to rozprowadza sie rwnomiernie po powierzchni
agaru i inkubuje sie w czasie 24—48 godzin w temperaturze 23—29°C, az do momentu co najmniej 50%
porosniecia powierzchni pozywki agarowej, z kolei po inkubacji wyroste kolonie szczepdw bakterii me-
zofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus zebrane z powierzchni agarowej pozywki liofili-
zuje sie w formie kultury mieszanej w czasie od 4 godzin do 12 godzin w prozni 0,5 mbar i temperaturze
od —40 do —80°C, uzyskujac przezywalnos¢ bakterii wynoszaca przynajmniej 2,0 x 10° jtk na 1 mg
liofilizatu.

Wynalazek dotyczy réwniez zastosowania biokompozytu do poprawy jakosci biologicznej gleby
poprzez implementacje granulowanego biokompozytu z liofilizatami szczepow bakterii mezofilnych
Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus.

Nieoczekiwanie okazato sie, ze otrzymany sposobem wedtug wynalazku biokompozyt na bazie
skrobi zawierajacy gliceryne, olej palmowy, mocznik i maczke wapienng w potaczeniu z liofilizatami
szczepow bakterii mezofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus znajduje zastosowanie jako
produkt doglebowy.

Przedmiot wynalazku wyjasnia blizej ponizszy przyktad realizacji, nie ograniczajac jego zakresu.

Przyktad
Biokompozyt otrzymano przez wymieszanie w mieszalniku elektrycznym komponentéw w formie
sypkiej o sktadzie jakosciowym i ilosciowym przestawionym w Tabeli 1.
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Tabela 1
L.p. | Nazwa llosé
1. Skrobia ziemniaczana (Standard a) 36g
2. Gliceryna rodlinna destylowana techniczna 99,8% 25g
3. Olej palmowy Goldpalm 20g
4. Mocznik Pulrea {zawartos¢ catkowita azotu 46%, | 14 g
uziarnienie 1-4 mm)
5 Maczka wapienna {pozostatos¢ na sicie 45 um max. | 5g
4%, zawartos¢ CaC0s min. 96%)

Wytworzona jak wyzej mieszanine zadozowano do wyttaczarki dwuslimakowej wspétbieznej o za-
zebiajacych sie $limakach, kazdy o dtugos$ci co najmniej L = 40 D, gdzie D to srednica slimakéw umiesz-
czonych w cylindrze wyttaczarki, w ktérym to uktadzie uplastyczniajgcym wyttaczarki nastepuje upla-
stycznienie mieszaniny pod wptywem dziatania sit $cinajacych i temperatury stref grzejnych w zakresie
temperatur 54°C do 75°C, nastepnie tak uplastyczniong i zhomogenizowana mieszanine wyttoczono
przy szybkosci obrotowej slimakdéw 200 obr./min. Schtodzong wyttoczyne biokompozytu zgranulowano
na urzadzeniu granulujacym.

Liofilizacji poddano szczepy bakterii mezofilnych takich jak w Tabeli 2.

Tabela 2
Lp. | Oznaczenie szczepu Rodzaj bakterii
1. PCM 3107 Pseudomonas fluorescens
2. KKP 1699 Pseudomonas fluorescens
3. PCM 2019 Bacillus cereus

Sporzadzono zawiesiny kazdego ze szczepow bakterii mezofilnych (Tabela 2) w sterylnej soli
fizjologicznej o metnosci roztworu 2,0 McF, co odpowiada teoretycznej gestosci optycznej 550 nm wy-
noszacej 0,5 i liczebnosci okoto 600 x 108 jtk/ml. Nastepnie po 1 ml kazdej zawiesiny przenoszono
w warunkach sterylnych na ptytki Petriego o $rednicy ok. 90 mm zawierajace 15-25 ml| zestalonej pet-
nowartosciowej pozywki agarowej tryptonowo-sojowej (TSA — Tryptone Soya Agar). Naniesiony 1 ml
zawiesiny rozprowadzono rownomiernie gtaszczka mikrobiologiczng po powierzchni agaru i inkubo-
wano w czasie 24-48 godzin w temperaturze 26°C, az do momentu catkowitego porosniecia po-
wierzchni pozywki agarowej. Dla kazdego szczepu przygotowano po 10 ptytek Petriego. Po inkubaciji
wyroste kolonie bakteryjne z kazdej ptytki Petriego zebrano gtaszczka mikrobiologiczna i naniesiono na
wspolng dla wszystkich ptaska szklana ptytke. Taka otrzymana kulture mieszana, poddano procesowi
liofilizacji przez 6 godzin w prézni 0,5 mbar i temperaturze w trakcie procesu wynoszacej —60°C, uzy-
skujac przezywalno$¢ bakterii wynoszaca 2,0 x 108 jtk na 1 mg liofilizatu. Nastepnie oznaczono ogoing
liczebnos$¢ mikroorganizmow (OLD) metoda seryjnych rozcienczen, posiewajac roztwory z rozcienczen
dziesietnych na podtoze agarowe PCA (Potatoe Dextrose Agar). Po 48 godzinach inkubacji w tempera-
turze 26°C oznaczono liczebno$¢ bakterii wynoszaca 8,0 x 108 jtk/ml.

Uprzednio uformowany granulat biokompozytu o regularnym ksztatcie i wielkosci 5,0 mm zmie-
szano i rozdrobniono w miynku elektrycznym z liofilizatami szczepow bakterii mezofilnych Pseudomo-
nas fluorescens (PCM 3107) i Pseudomonas fluorescens (KKP 1699) i Bacillus cereus (PCM 2019)
w ilosci 0,005 czesci wagowych liofilizatu na 100 czesci wagowych biokompozytu, po czym tak otrzy-
many produkt tj. biokompozyt z liofilizatami niezwtocznie umieszczono w szczelnym opakowaniu.

Biokompozytowy produkt w ilosci 100 g rownomiernie, w sposdb manualny posypano na po-
wierzchnie gleby ogrodniczej. Wielko$¢ obszaru wynosita 10 m?2, po czym obszar ten przekopano na
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gtebokos¢ ok. 20 cm, nastepnie podlano biezgcg wodg wodociaggowa. Przed posypaniem powierzchni
gleby pobrano probke gleby do badania ogdinej liczebnosci mikroorganizmaéw, ogdélnej liczebnosci bak-
terii, ogdinej liczebnosci grzybdw, potencjatu redoks. Probki pobierano po 7 i 28 dniach od implementa-
cji. Okreslano ogdlna liczebnos¢ bakterii i grzybdw z tg réznica, ze dla okreslenia ogdlnej liczebnosci
bakterii zastosowano dodatek nystatyny do podtoza agarowego PCA, natomiast do okreslenia ogdine;
liczebnosci grzybdéw zastosowano dodatek tetracykliny. Stezenie wymienionych antybiotykéw wynosito
200 pl/200 ml uptynnionej pozywki agarowej PCA. Dla roztwordw glebowych przygotowanych do ozna-
czania liczebnosci mikroorganizméw oznaczano potencjat redoks za pomoca pH-metru wyposazonego
w elektrode do pomiaru potencjatu redoks.
Wyniki oznaczen zawarto w Tabeli 3.

Tabela 3
Lp. | Mierzony parametr_z Przed Czas od implementacji
| 1 implementacjg ’M* 7 dni "28dni
1. Ogdina liczebnosé ' 4,0 x 108 (jtk/mi) 4,5x 108 (jtk/mi) 3,9 x 107
mikroorganizmow (jtk/ml)
2. 1ogélna liczebnosc e 106 Gtkimi) | 28%20° | 3.0x10°
bakterii (jtk/ml) ‘ {jtk/ml)
3. | Ogolna nczebnosc’“gt T 3,0x10° (jtk/ml) | 3,2x20° 5,5 x 10°
grzybow ‘ (jtk/ml} " (itk/ml)
4. Potencjal redoks : 276 mV 290 mVv 334 my

Badania prowadzono w temperaturze otoczenia 15-26°C i wilgotnosci gleby > 27%.

Korzystnymi skutkami zastosowania biokompozytu w potaczeniu z liofilizatami do implementaciji
w glebie jest zwiekszenie ogdlinej liczebnosci mikroorganizmoéw (OLD) w glebie po 4 tygodniach o ponad
30%, ogolnej liczebnosci bakterii o ponad 20% i ogodlnej liczebnosci grzybéw o ponad 6%, a takze
zwiekszenie potencjatu redoks o okoto 15% w porownaniu do wartosci sprzed wprowadzenia biokom-
pozytu do gleby. Korzystny efekt wzrostu liczebnosci bakterii w glebie obserwuje sie po 48 godzinach
od wprowadzenia produktu do gleby, natomiast wzrost liczebnosci i grzybéw w glebie oraz wzrostu
potencjatu redoks gleby zauwaza sie po 7 dniach od implementac;ji.

Po 4 tygodniach od implementacji przy zachowaniu wilgotnosci od 25% do 90% zebrano glebe
do gtebokosci 30 cm z obszaru 3 m? i przesiano przez sita o kolejnej wielkosci oczek 10 mm, 5 mm
i 2 mm. Po przesianiu nie stwierdzono na sicie $ladéw biokompozytu, tak wiec nosnik ulega catkowitemu
rozktadowi i niemozliwe jest jego odseparowanie z gleby po przesianiu podtoza na sicie o wielkosci
oczek > 2 mm.
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Zastrzezenia patentowe

. Biokompozyt do poprawy jako$ci biologicznej gleby znamienny tym, Zze zawiera co najmnie;j
36 czesci wagowych skrobi ziemniaczanej lub kukurydzianej albo pszennej, od 15 do 25 cze-
$ci wagowych gliceryny, od 10 do 20 czesci wagowych oleju palmowego, od 10 do 14 czesci
wagowych mocznika, od 2 do 5 czesci wagowych maczki wapiennej oraz liofilizat szczepow
bakterii mezofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus w ilosci od 0,001 do 0,010
czesci wagowych liofilizatu na 100 czesci wagowych granulowanego biokompozytu.

. Sposoéb otrzymywania biokompozytu do poprawy jakosci biologicznej gleby znamienny tym,
ze do co najmniej 36 czesci wagowych skrobi ziemniaczanej lub kukurydzianej albo pszennej
wprowadza sie: od 15 do 25 czesci wagowych gliceryny, od 10 do 20 czesci wagowych oleju
palmowego, od 10 do 14 czesci wagowych mocznika, od 2 do 5 czesci wagowych maczki
wapiennej miesza sie, po czym w znany sposob wyttacza sie w zakresie temperatur 50°C do
90°C, kolejno granuluje sie, nastepnie biokompozyt w formie granulatu miesza sie z liofilizatami
szczepow bakterii mezofiinych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus w ilosci od 0,001
do 0,010 czesci wagowych liofilizatu na 100 czesci wagowych granulowanego biokompozytu,
po czym tak otrzymany biokompozyt z liofilizatami niezwtocznie umieszcza sie w szczelnym
opakowaniu.

. Sposob otrzymywania biokompozytu wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze sporzadza sie za-
wiesiny kazdego ze szczepow bakterii mezofiinych Pseudomonas fluorescens i Bacillus ce-
reus w sterylnej soli fizjologicznej o metnosci roztworu 2,0 McF, co odpowiada teoretycznej
gestosci optycznej 550 nm wynoszacej 0,5 i liczebnosci okoto 600 x 108 jtk/ml, ktore to zawie-
siny w warunkach sterylnych nanosi sie na powierzchnie zestalong petnowarto$ciowa po-
zywke agarowa, ktéra rozprowadza sie rownomiernie po powierzchni agaru i inkubuje sie
w czasie 24—48 godzin w temperaturze 23-29°C az do momentu co najmniej 50% porosniecia
powierzchni pozywki agarowej, z kolei po inkubacji wyroste kolonie szczepdw bakterii mezo-
filnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus zebrane z powierzchni agarowej pozywki
liofilizuje sie w formie kultury mieszanej w czasie od 4 godzin do 12 godzin w prozni 0,5 mbar
i temperaturze od —40 do —80°C uzyskujac przezywalnos¢ bakterii wynoszaca przynajmniej
2,0 x 10° jtk na 1 mg liofilizatu.

. Zastosowanie biokompozytu do poprawy jakosci biologicznej gleby okreslonego w zastrz. 1
polega na implementacji w glebie, tak wytworzonego granulowanego biokompozytu z liofiliza-
tami szczepdw bakterii mezofilnych Pseudomonas fluorescens i Bacillus cereus.
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