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Metoda moderna de obtinere din culturi de bacterii indigene a unui

biopreparat rizobial cu adaos de zeolit si saruri

DESCRIERE

I. Motivatia elaboririi inventiei

Inventia se referd la o0 metoda de obtinere a unui biopreparat pe bazi de culturi bacteriene
rizobiale indigene cu adaos de microparticule de zeolit si saruri. Biopreparatul poate fi utilizat ca
produs inoculant pentru culturile de soia, cu contributic la cresterea productivitatii si al
continutului de proteine din boabe. Biopreparatul foloseste tulpini rizobiale selectionate din
solurile autohtone, adaptate conditiilor eco-pedologice din tara noastra si la cultivarele locale de
soia precum si un adaos de zeolit si saruri de calciu (Ca), fier (Fe), magneziu (Mg), sodiu (Na) si
potasiu (K).

Folosirea de biopreparate pe bazi de tulpini rizobiale la culturile de leguminoase are un
rol esential in fixarea biologica a azotului. La ora actuala se folosesc diversi inoculi comerciali
pentru a imbunititi fixarea simbiotica a azotului (Getachew et al. 2017; Yang et al., 2018; Belete
et al., 2019).

Numeroase studii arati cd inocularea cu tulpini rizobiale are un aport semnificativ la
cresterea plantelor, dezvoltarea sistemului radicular si a frunzelor, cresterea productiei si a
continutului de proteine din boabe (Hungria and Mendes, 2015; Mathenge et al., 2019; Getachew
et al. 2017; Aserse et al., 2020).

Prin fixarea biologica a azotului se reduce consumul de fertilizanti pe baza de azot, cu
implicatii pozitive majore asupra mediului (Hungria and Mendes, 2015; Zimmer et al., 2016). in
ciuda acestor beneficii, unele studii au demonstrat o comportare ineficientd a unor inoculi

......

comerciali in diferite zone datoritd incompatibilitatii inoculului la conditiile eco-pedologice si a
genotipului folosit. In acest context, izolarea si selectia unor tulpini rizobiale indigene, adaptate
la conditiile locale si compatibile cu genotipurile roménesti de soia reprezinti o necesitate. in
acelagi timp, se impune identificarea unor noi formule nutritionale cu rol protector impotriva-
conditiilor de sol si climi neprielnice dar si de suport energetic in procesul de simbioza dintre

inocul si plant.
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I1. Prezentarea stadiului cercetirii la momentul actual

La nivel international, existd o serie de patente inregistrate pe metode de obtinere de

biopreparate pornind de la inoculi microbieni. Astfel, brevetul cu numarul W0O2017216736A1

descrie mai multe metode de preparare si de aplicare a unor formule de bioinoculanti eficienti pe
baza de Rhizobium spp. cu aplicabilitate pe diverse plante de leguminoase. Procedeele presupun
izolarea unor tulpini rizobiale din solul rizosferic forestier, testarea tulpinii pe leguminoase si
selectarea tulpinilor care prezintd compatibilitate cu planta gazdd in vederea introducerii

ulterioare in cultura.

Metoda brevetatd cu brevtul $S201201580641 este o metodd ecologicid ce dezvoltd o

formuld eco-friendly pe baza unui consortiu de izolate microbiene cu rol in imbunititirea
parametrilor de crestere ai plantelor. Metoda propune o formuld cu constituenti bioactivi care
oferd protectie suplimentard impotriva agentilor patogeni ai plantei avand rol si in solubilizarea
mineralelor. Pentru cregterea productiei de flori si fructe, brevetul ES243939341 descrie o
metodd care utilizeazd o tulpind de Coletotrichum tofieldiae. Alte metode de obtinere de
bioinoculi care utilizeaza formule cu consortii microbiene cu rol in stimularea cresterii plantelor

sunt gi cele elaborate in cadrul brevetelor W0Q201701963342 si WO201712753541.

O metoda care dezvoltd o noud formuld de incapsulare microbiani este omologatd in

cadrul brevetelui W0201800295541. Conform acestei metode, organismele vii sunt incapsulate

intr-un polimer permeabil, care permite patrunderea continutului celular si nutritional in miez cu
eliberarea controlatd a 10 endofite. Aceastdi microcapsulare protejeazi microorganismele

impotriva efectelor toxice ale pesticidelor / fungicidelor.

Brevetul cu numarul ES2234417A41 se bazeazi pe utilizarea intr-o forma granulata a doua
tulpini noi de bacterii ale Azospirillum si Pantoea, cu capacitatea de a fixa azotul atmosferic.
Fertilizantul are rolul de a solubiliza fosfatii, precum si al{i nutrienti minerali ai solului si de a
produce cantitati mari de substante de stimulare a cresterii plantelor. Metoda de obtinere a
biofertilizantului are la baza tehnica de adsorbtie a microorganismelor la un suport solid,
actiondnd ca un sistem cu eliberare controlatid. Tehnica garanteazi o stabilitate ridicatd a
viabilitdtii celulare, precum si substante nutritive organice si minerale suficiente pentru a facilita

colonizarea radacinilor plantelor.

Ex
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Procedeul de obtinere a unui biopreparat conform inventiei cu numarul RO12941942
(compus din tulpina Delftia lacustris 6BS si tulpina Pseudomonas sp.12BS) are capacitatea de a
promova cresterea plantelor prin mobilizarea elementelor nutritive din surse organice. Procedeul
brevetat presupune cultivarea tulpinii Delftia lacustris 6BS si Pseudomonas sp.12BS pe medii
care contin zaharoza, faind de azot si sdruri minerale, cu cultivare la o temperatura de 28 °C timp
de 24 h si agitare in raport gravimetric de 1:1. Inventia cu numarul RQ13024140 face referire la
un procedeu de obtinere a unui fertilizant lichid organic stabilizat, cu actiune de stimulare a
simbiozelor plantelor de cultura. Fertilizantul utilizeaza urzici tocate ldsate la macerat in apa de
ploaie, fermentarea timp de 4-5 zile la o temperatura de 18-20 °C, omogenizarea maceratului,
diluarea de 5 ori si filtrarea pe membrana. Rezultatul consta in obtinerea unui filtrat bioactiv cu

stabilitate ridicata.

La nivel national, desi existd metode de obtinere de biopreparate brevetate, nu exista

nicio metoda patentati care utilizeaza bacteriile rizobiale fixatoare de azot pentru cultura de soia.

Conform informatiilor de pe platforma https://osim.ro/e-osim/ un numar de opt metode de

obtinere de biopreparate au fost brevetate in Romania, avand formule i aplicabilitati diferite.
Astfel, brevetul 00128586 descrie o metodd de obtinere a unui biopreparat microbian
bio(inoculant) folosit pentru plantele de culturd. Metoda de obtinere a biopreparatului presupune
utilizarea a 0,3 g/l zaharozi, 0,5 g/l K,HPO,, 0,2 g/l MgSO,x7H,0, 0,1 g/l NaCl, 0,1 g/l extract
de drojdie, 0,5 g/l glutamat de sodiu si 0,2 g/l K;MoO, si adaugarea a 200-250 ml mediu de

culturd hidrogelifiat, continand microorganisme inoculante la 2-5 | de solutie.

Alte metode de obtinere de biopreparate au fost elaborate in cadrul brevetelor 00127526,

00126363 si 00126125). Metodele au avut ca scop obtinerea unor biopreparate destinate

protectiei plantelor contra agentilor fitopatogeni cu actiune antifungica sau contra Trichoderma

viride.

Brevetele 00127488 si 00110780 descriu doud procedee de obtinere a unor preparate

peliculogene cu efecte protectoare, regenerative si cicatrizante destinate uzului uman, in timp ce

brevetele 00125200 si 00122013 au fost inregistrate pentru dezvoltarea unor metode de obtinere
a unor preparate de drojdie seleniatd, cu utilizare de Saccharomyces cerevisiae si de cupru, zinc

si mangan. Metoda are la baza un procedeu de bioconversie microbiana.
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II1. Scopul si descrierea inventiei

Scopul prezentei inventii este de a realiza o metodd de obtinere a unui biopreparat
inoculant pornind de la culturi rizobiale indigene selectionate la care se adaugd in cantitati
prestabilite microparticule de zeolit si saruri de Ca, Fe, Mg, Na si K rezultind un preparat cu

eficienta ridicati in fixarea simbioticd a azotului la cultura de soia.

IV. Descrierea inventiei

Metoda de obtinere a biopreparatului rizobial din culturi de bacterii indigene cu adaos de
zeolit natural si sdruri de Ca, Fe, Mg, Na si K se compune din urmiétoarele etape: 1) Prepararea
culturii stoc din tulpini rizobiale selectionate dintr-un camp cultivat cu soia. Dupa prelevare,
tulpinile rizobiale vor fi confirmate prin teste morfologice, culturale, tinctoriale i biochimice;
2) Prepararea suspensiei bacteriene utilizindu-se culturi de lucru primare obtinute din culturi
stoc; 3) Prepararea solutiei de saruri de Ca, Fe, Mg, Na si K din cele patru solutii stoc
preparandu-se o solutie de lucru, prin addugarea a cate 1 ml din solutiile individuale stoc la 1 |
volum final de apa distilatd; 4) Activarea termica a zeolitului micronizat in prealabil (0.003 mm)
dupd prelevarea din depozit, spilarea cu apd si uscarea acestuia in mediu ambiental;
5) Incorporarea zeolitului activat termic in solutia de sdruri cu respectarea unui raport de 1:1;
6) Obtinerea biopreparatului cu adaos de zeolit si saruri prin addugarea suspensiei bacteriene cu
concentratia de 1 x 10’ CFU/ml - 1 x 10® CFU/ml peste zeolitul cu adaos de saruri (Fig. 1).

La finalul procesului de obtinere a biopreparatului se efectueaza testarea parametrilor de
calitate ai inoculului urmérindu-se pastrarea viabilitétii si a concentratiei inoculului bacterian din
biopreparat. O viabilitate acceptatd se considerd atunci cdnd numairul de colonii numarate, dupa
perioada de incubare pe mediu de culturd Manitol Agar cu Extract de Drojdii (Vincent, 1970)
este de minim 200 CFU/placa. Totodati, coloniile trebuie sd prezinte caracteristicile morfologice
si culturale ale tulpinii inoculate.

Toate procedurile operationale si specifice, componente ale procesului de obtinere a
biopreparatului, trebuie si se execute respectdnd regulile de sterilitate (sterilizarea ustensilelor,
sticlariei, mediilor, echipamentelor, suprafetelor si spatiilor, folosirea hotei cu flux de aer laminar
pentru probe biologice, etc.) si de biosecuritate in laborator conform cu standardul ISO

7218:2007 / AMD 1:2013 si ghidul Eurachem EA 4/10 G:2002/2013.
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Aplicarea biopreparatului realizat prin prezenta inventie se face pe sol imediat inainte de
semdnat pentru eliminarea riscului de deshidratare a celulei bacteriene si de scidere a
concentratiei inifiale a inoculului. Pentru o conservare adecvatd a biopreparatului inainte de
semanat, este recomandat ca dupd preparare acesta sa se pistreze la frigider la o temperatura de
5 °C 2 °C pentru a mentine viabilitatea tulpinii bacteriene pentru o durata de max. 12 h de la
obtinerea biopreparatului. {nainte de inocularea semintelor, biopreparatul care a fost mentinut la
o temperaturd de 5 °C £2 °C se aclimatizeaza la temperatura de 20 °C iar aplicarea se va face nu

mai tarziu de 12 h de la aducerea biopreparatului la temperatura de 20 °C.

IV. Model de aplicare a inventiei
Metoda de obtinere a biopreparatului bacterian din culturi selectionate, indigene cu
etapele componente ale acesteia este prezentatd detaliat mai jos:

1. Prepararea culturii stoc din tulpini rizobiale selectionate. Tulpinile rizobiale izolate

din nodozitdtile plantelor de soia (prelevate dintr-un cdmp cultivat cu soia) au fost, in
prealabil, confirmate prin teste morfologice, culturale, tinctoriale si biochimice. Pe
mediul de culturd specific (Manitol Agar cu Extract de Drojdii), tulpinile sunt izolate in
culturd purd, respectind procedurile standard microbiologice (pasaje de culturi,
transplantéri, tehnica de epuizare a ansei). Dupé incubare, tulpinile sunt trecute prin
transferul unei incarcaturi de ansa pe criobile si pastrate la frigider la o temperatura de -
20 °C. Valabilitatea coloniilor bacteriene pe criobile este de 1 an. Pentru obtinerea
culturii stoc, o incarcatura de ansa bacteriana de pe criobile se trece pe mediul de crestere
Manitol Agar cu Extract de Drojdii si se incubeaza la 28 °C £2 °C timp de 4 zile. Cultura
stoc obfinutd se pastreaza la frigider la 5 °C +2 °C fiind utilizatd pentru subculturile
ulterioare. Cultura stoc are o valabilitate de patru sdptimani. Din cultura stoc nu se pot
face mai mult de patru subculturi datoritd riscului de modificare fenotipicd a tulpinii
bacteriene.

2. Prepararea suspensiei bacteriene. Pentru prepararea suspensiei bacteriene se utilizeaza

culturi de lucru primare obtinute din culturi stoc. In 5 ml solutie salina fiziologica sterila
se suspendd o ansa cu colonii proaspéit obtinute din cultura de lucru primara, dupa care

se agitd cu atentie pentru omogenizarea suspensiei bacteriene. Se ajusteaza inoculul prin

>



5.

RO 135424 A2

masurarea densititii optice (prin citire la densimat) pana la o concentratie a tulpinii de
interes de 1 x 10’CFU/ml - 1 x 10*CFU/ml.

Prepararea solutiei de siruri. In vederea obtinerii unui suport nutritiv pentru

biopreparat, se prepard patru solutii stoc de sdruri cu urmatoarea compozitie: solutie stoc
I (dihidrogenofosfat de potasiu KH,PO4 — 4,25 g, hidrogenofosfat de potasiu K,HPO4 —
10,87 g, hidrogenofosfat de sodiu heptahidrat Na,HPO4-7H,0 — 16,7 g/1), solutie stoc 11
(sulfat de magneziu heptahidrat MgSO4-7H,0 — 11,25 g/l; solutie stoc III (clorurd de
calciu anhidru CaCl,2H,0 — 13,75 g/l; solutie stoc IV(clorurd de fier (IIT) hexahidratat
FeCl;-6H,O - 0,12 g/l). Solutiile stoc de sdruri se pastreaza la frigider avand o
valabilitate de 6 luni. Din cele patru solutii stoc se prepari o solutie de lucru, addugéndu-
se cate 1 ml din solutiile stoc I, II, ITI, IV la 1 | volum final de apa distilata sterila.
Activarea termici a zeolitului. inainte de activare, zeolitul se macina si se siteazi
pentru a obtine o dimensiune a particulelor de 0,003 mm. Dupa maicinare, se realizeaza
activarea termica a acestuia la 180 °C timp de 2 h in etuvad. Dupa ricire in exicator,
zeolitul se cantireste.

incorporarea zeolitului in solutia de siruri. Respectand un raport de 1:1, 1 kg de zeolit
activat obtinut la punctul 4 se amestecd cu 1 | solutie de lucru obtinuti la punctul 3, iar
amestecul se agitd continuu timp de 2 h la temperatura de 20 °C. Dupa decantiri repetate,
se Indepdrteaza supernatantul astfel incat deasupra stratului de zeolit sd ramana o peliculad
foarte find de lichid. Daca este cazul, amestecul se usucid in etuva timp de 3 h la o
temperatura de 35 °C.

Obtinerea biopreparatului cu adaos de zeolit si siruri. Peste zeolitul cu adaos de

sdruri obtinut anterior (punctul 5) se adauga suspensia bacteriand cu concentratia de 1 x
10" CFU/ml - 1 x 10*CFU/ml, obtinuta la punctul 2. Biopreparatul astfel obtinut se
amestecd cu atentie si se usucd in etuva la o temperatura de 35 °C timp de 24-48 h pana la
uscarea completd a biopreparatului. Dupa obtinere, biopreparatul se pastreaza la frigider
la temperatura de 5 °C +2 °C péana la aplicarea acestuia pe sol.

Testarea parametrilor de calitate ai inoculului. Dupa obtinerea biopreparatului cu

adaos de zeolit si saruri, se verifica parametrii de calitate, respectiv, pastrarea viabilitatii
si a concentratiei inoculului bacterian din produs. De asemenea, se verificd aspectul

coloniilor pe mediul de culturé in etapa de preparare a suspensiei bacteriene primare. O

oY
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viabilitate acceptati se considera atunci cadnd numarul de colonii numarate, dupa perioada
de incubare pe mediu de culturd Manitol Agar cu Extract de Drojdii este de minim
200 CFU/placa. Totodatd, dupd inoculare pe mediul de culturd si incubare conform cu
specificatiile de la punctul 1, coloniile trebuie sd prezinte caracteristicile morfologice si
culturale ale tulpinii inoculate.

Aplicarea inoculului pe sol se face imediat inainte de seménat pentru eliminarea riscului

de deshidratare a celulei bacteriene si de scadere a concentratiei initiale a inoculului.

V. Problema tehnica pe care o rezolvi inventia

Adaptarea tulpinilor rizobiale din biopreparat la conditiile eco-pedologice si genotipurile
de soia din tara noastra;

Costurile mari ale bioinoculilor comerciali folositi la cultura de soia

Cresterea eficientei produselor inoculante de tip ecologic utilizate la cultura de soia
Folosirea redusd a inoculilor in practica agricola datoritd lipsei de informare cu privire la

beneficiile aduse in cresterea productivitatii la culturile de leguminoase.

VI. Avantajele aduse de prezenta inventie

Metoda propusid prezintd un grad inalt de originalitate si noutate prin addugarea de

microparticule de zeolit cu rol protector impotriva stresului cauzat de secetd si prin addugarea de

saruri de Ca, Fe, Mg, Na si K asigurdnd in acest mod atdt substratul nutritiv necesar pastrarii

viabilitatii bacteriene cat si facilitarea incorpordrii la nivelul sistemului radicular al plantei.

Principalele avantajele aduse de metoda de obtinere propusa sunt:

Folosirea unor tulpini indigene, selectionate din soluri antohtone si zeolit natural, materii
prime usor de furnizat §i necostisitoare;

Procedeul de obtinere este de dificultate moderata, ceea ce permite executarea ca
procedeu de rutind in laboratoare cu dotiri minimale;

Eliminarea costurilor cu achizitia unui bioinoculant comercial, care poate fi ineficient
pentru conditiile eco-pedologice si genotipurile din tara noastr;

Fiind utilizate ca materii prime materiale autohtone (nodozititile de soia, materialul
zeolitic) trebuie subliniatd si posibilitatea de a utiliza biopreparatul pe scard largd, cu

implementare pe piatd ca produs comercial asigurdnd in acelasi timp si valorificarea
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superioard intr-un produs cu valoare addugatd ridicatd a resurselor autohtone de tip
vulcanic zeolitic.
in plus, biopreparatul realizat cu metoda propusa, utilizat in tehnologia de cultivare a
plantelor de soia aduce beneficii notabile precum:

- Contribuie la popularea solurilor fara istoric de cultivare a leguminoaselor cu bacterii
rizobiale selectionate;

- Aduce un aport semnificativ in cresterea continutului de proteine din seminte si in
cresterea productivitatii la soia;

- Are viabilitate indelungata si comportare adaptativa ridicata in sol.
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REVENDICARE

Metoda modernd de obtinere din culturi de bacterii indigene a unui biopreparat rizobial
cu adaos de zeolit si sdruri caracterizati prin aceea ci are ca etape de preparare:
(1) prepararea culturii stoc din tulpini rizobiale selectionate dintr-un camp cultivat cu soia, (dupa
prelevare, tulpinile rizobiale fiind confirmate prin teste morfologice, culturale, tinctoriale si
biochimice), urmata de (2) prepararea suspensiei bacteriene prin utilizarea de culturi de lucru
primare obtinute din culturi stoc, (3) prepararea solutiei de saruri de Ca, Fe, Mg, Na si K din cele
patru solutii stoc prepardndu-se in prealabil o solutie de lucru, prin addugarea a cate 1 ml din
solutiile individuale stoc la 1 | volum final de apa distilata, urmate de (4) activarea termica a
zeolitului micronizat in prealabil (0.003 mm) dupa prelevarea din depozit, spélarea cu apa si
uscarea acestuia in mediu ambiental si (5) incorporarea zeolitului activat termic in solutia de
saruri cu respectarea unui raport de 1:1 cu (6) adaugarea suspensiei bacteriene cu concentratia de
1 x 10’ CFU/ml - 1 x 10* CFU/ml peste zeolitul cu adaos de saruri astfel ca la finalul procesului
de obtinere biopreparatul (7) se testeaza din punct de vedere al calitatii parametrilor inoculului si
anume pastrarea viabilitdtii §i a concentratiei inoculului bacterian iar aplicarea biopreparatului
realizat se face pe sol imediat inainte de semdnat pentru eliminarea riscului de deshidratare a

celulei bacteriene si de scadere a concentratiei initiale a inoculului.
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Figura 1. Etapele de obtinere din culturi de bacterii indigene a unui biopreparat
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