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Zpisob viroby insekticidnfho bakte-
rijnfho prepardtu proti housenkdm z kry-
"stalofornich bacild ze skupiny Bacillus
thuringiensis submersni metodou za stéd-
1ého michdénf a vzduinidni pfi teplotd
29 - 32 °%C zaodkovénim do sterilni te-
kuté pidy obsshujici asimilovatelné sa-
charidy a asimilovatelny organicky zdroj
dusiku, vyznadeny tim, Ze asimilovatel-
nych sacharidd a asimilovatelného mdroje
dus{ku s obsahem ristovyjch faktord a vi-
tamind se pouZije v pomdru 2 af 3 : 1
p¥i vychozim pH do 7,5, pFfidemZ po ukon-
%eni fermentace se G&innd sloZka z fer-
mentadni pldy isoluje a po pFiddni smé-
gedla, adhesivniho prostiedku a ochranné
v dtky se suli,
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Predmétny vynélez se vztshuje na vyrobu nového bakterijniho
prepardtu jako selektlvniho biologického prost¥edku pro hub en{
hmyzich Skddcl-housenek z Pé&du Lepidopter.

Je znémo, Ze dosud pou¥ivané chemické insekticidni prostred-
Xy jeko je nap#. DDT, HCH, vedou k vyvoléni resistence hmyzu
proti nim. V pFfipadech, kdy se tyto insekticidy doastanou do
potravy &lovéka, vyvoldvajl v orgenismech 1idf ne¥ddouct
reakce a irreversibilni poruchy.
Ukédzalo se, %e neomezené pouZivéni insekticidd vedle pfiného
pot#isndni potravin gzpisobuje znedisténi rostlln, 8 ktoryml
se dostévaji do mléka, masa, tukd zvirat, takZe zne&isténd
potravy insekticidem je daleko tastdj81, ne% by se zdé10.
Chemické insekticidy zasahuji rovné% nepfiznivé do biocenos
luk a lesl tin, Ze spolu se ékﬁdcem hubi i nespoéet drobnych
tak rovnovéhu v p¥irodé.

Uvedené nevyhody vedly k hledédni éetrnégéidh cest
k potirédni skidecld, jekym je biologicky boj, ktery vyuiivé
p¥irozenych neprdtel hmyzu specializovanfeh na uré;tého ,
skidce. Jsou to nemoci a cizopesnici hmyzu. Pro umélé
namno¥eni infekee na umslych pidéch se hod{ hlavn¥ entomo-
patogenni bacily ze skuplny Bacillus thnringleneis, které
vytvérejl krystaly toxické pro housenky. Jea;ch velai
virulentnim representantem je Bacillus thuringiensis,
na jehoi p¥fkladu je déle vynéles popsén. Bacillus thurin-
giensis je bakterie, kterd zplsobuje selektivmnd hynuti
housenek Lepidopter, nepodkozuje jiny uZite¥ny hmysz a nent
toxickéd pro ¥lovdka a jiné teplokrevné orgenismy, ptéky, ryby,
eni pro rostliny. '
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JiZ v r. 1962 byl vypracovén ' patent

105416 na zpisob vyroby insekticidniho bakterijniho preparé-
tu z Bac. thuringiensis, ktery vidak byl nyni pozménin |

v kultivaénim reZimuiqégbracovéna progresivni novéd forma
finalizace a preparét zaloZen na pozdéji izolovanych novych
kmenech se zvy¥Senym ulinkem hlavné na velké housenky a housen-
ky mir. ‘ '

Zpisob podle vyndlezu umo¥nuje provozni vyrobu
standardniho bakterijniho preparétu z bacild druhu Bacillus
thuringiensis ekonomickym zplsobem ve velkém m&Fitku
za pouZiti moderniho zaiizeni v krétkém Zase.

Vyndlez se tykda zplsobu vyroby insekticidniho bakterij-
niho preparétu z krystalofornich bacild druhu Bacillus thu-
ringiensis submersni metodou za stélého michéni{ a vzdudnéni
pri teplotd 29 a¥ 32°C zao¥kovénim do sterilni tekuté pddy
obsahujfci similovatelné sacharidy a asimilovatelny organic-
ky zdroj dusiku, vyznaleny tim, Ze asimilovatelnych sachari-
dd a asimilovatelného zdroje dusiku se pouZije v poméru
2 a¥ 3 : 1 8 obsehem ristovych fektord a vitamind p¥i vycho-
zim pH do 7,5, pfi¥emZ ukon¥eni fermentace je podminéno
uvolnZnim insekticidni sloZky, kteréd se ddle z fermentaini
tekutiny izoluje a po p¥idéni sméZedla, adhesivniho prostied-
ku a ochranné létky su3i{,

Bacil se kultivuje aerobné v submersnich podminkéch ve
sterilni tekuté pdd& za stdlého vzduinénf a michéni. Kultie
va¥ni doba je 48 hod a% 72 hod., optimdlni teplota ckolo
30°C, v¥chozi pH se miZ%e pohybovat mezi 6,5 a 7,5, nejlépe
7,0 aZ 7,2. Bthem fermentace se pH udrZuje v tém¥ rozmezi
pomoci pFrisady napi. K2HPO4 nebo ceco3 nebo NaHCO3. MiZe
byt pouZito rdznfch medif obsahujicich asimilovatelny uhlik
a dusik. Zdrojem uhliku mohou byt asimilovatelné sacharidy
(mono-, di- nebo polysacharidy, napf. glukosa, sacharosa,
8krob). Asimilovatelnym zdrojem dusiku je biflkovinny mate-
ridl, nejlépe obsahujici 3ou¥asné vitaminy a rdstové faktory, =
nap¥. kvasni¥ny sutolysdt, kvasni¥ny extrakt, sulené kvasnice,
pepton, sojové mouka, kukuri¥né mouka, pZeniné mouks, mouka
z odtugnénych bavlnikovych kl1&kd, kaseinovy hydrolysét,
kuku#i¥ny extrakt, vypalky po vyrob& alkoholickfch népojd,
rybi mou¥ka apod.).
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Je vhodné pridat do kultivadniho média oligobiogenni prvky
jeko Mg, Mn, Fe, Zn, Ca-soli.

Po skon¥eni vyvoje a 90=-95 % vysporulovéni kultury
bacilu, kdysse soulasn& uvolni insekticidni krystaly,
se W¥innd biomasa spor a krystall z fermentaini tekutiny
isoluje a su3i. Pred isolaci se vmiché do fermenta¥ni te-
kutiny s biomasou ochrunnéd l4tka napi¥*. laktosa nebo NaCl
(5 aZ 20 %), sméledlo (5 aZ 10 %) nap¥. Triton X, Tween 20,
Chevron, Slovasol a adhesivni prost¥edek (mnoZstvi do 5 %)
napi. melasa, kasein, latex, syrup. Izolace sporového mate-
ridlu se provede odstfed®nim nebo filtraci. FermentaZni
tekutinu s biomasou je moZno zahustit na filmové odparce
nebo odstiedivkou typu Lavall. Sudeni je moZno provést
nékolika zpisoby: proudem teplého vzduchu, lyophilisaci,
ve vakuové suddrné nebo ve aprayové susiéce nebo precipitaci
acetonem 8 nédsledujicim vysulenim. Materidl spor a krystald
ve rom$ suchého prdd3ku si zachovévé svoje insekticidni
vlastnosti po Fadu let, je~-li uskladnin v suchu a chladu.

Uvedeny vyrobni zplisob insekticidniho preparétu plati
i pro ostatni krystaloforni bacily ze skupiny Bacillus
thuringiensis, jako jsou napif. variety thuringiensis, salesti,
kurstaki, sotto, dendrolimus, kenyae, galleriae, subtoxicus,
xntomocidus, morrisoni, nigeriae, te¢lworthi, darmstadtiensis,
toumanoffi, moritei a deld{.

Biologickym testem na housenkéch Lepidopter (népf. hou~
senkédch zavijeXe moulného, zavije¥e datlového, zavijeéé
paprikového, b&léske zelného apod.); & srovnénim se standar-
dem se urli biologickd aktivita preparétu v biologickych
jednotkéch. Biologicky test trva 7 a% 10 dni.

Priklad 1. '

Yivné pdda na tiepaéce, v predolkovacim tanku a fermentad-
nim tenku mé sloZeni: 1,5 % sojové mouky, 1,4 % kukuriZného
Skrobu, 0,03 % MgSO4.7HZO, 0,002 % FbSO4.7H29, 0,002 ZnSO4 °
7@20, 0,002 % CaClz, 0,1 % NaHCO3. 500 ml banky na trepadku
se zao¥kuji 20 aZ 24 hod. ¥ulturou kmene Bac. thuringiensis
vyrostlého na 3ikmém agaru o sloZeni: 8krob 2 %, pepton
_0,75 %, kvasni¥ny autolyzét 2,5 %, K2Hpo4 0,68 %, stopové
prvky 0,1 % zédkladniho roztoku (zékladni roztok:
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K2804 17,4 g,MgSO . 7H 0 12,3 g, MnSO4 . 7H 0 0,22 g,

FeSO . 7H 0 2,0 g, ZnSO4 ° 7H 01,44 g, CaCl2 ° 6H20 18,3 g,
'H20 1000 ml). Banky na tfepaéku se plni 50 ml pddy a zeolku-
j1 se kulturou z 1 3ikmého agaru vidy 3 banky. Predo&kovaci
tenk se ofkuje 1 aZ 3 % 24~hod. kultury z t¥epalky. Fermen-
tadni tank se zaolkuje 20- a% 24~hod. kulturou z piedol-
kovaciho tanku (2 a% 10 %). Kultivace ve fermentadnim tanku
probihé pri 28 aZ 32°C za vzdusnéni 1/2 objemem vzduchu a
michéni 300 oté¥ek/min. 70 - 72 hod.,a% dojde k uvoln&ni

spor a krystald v 95 % kultury.

Po skondeni fermentace se do fermentadni tekutiny s bio=-
masou Bacillus thuringiensis vmiché laktosa (10 a% 20 % po-
&iténo na sudinu), smé8edlo Slovasol (5 a% 10 %) a 1 % mela-
sy, michéd se 30 min. a sudf se na sprayové sudilce (vstup
150 - 200°C, vystup meximélnd 80°C).

Biotestem na housenkdch zavije¥e Ephestia cautella
se stanovi aktivita prepardtu v Mezindrodnich biologickych
jednotkéch. ‘

P¥{klad 2.

" Zivné pdda sklddajfci se z 2,5 % glukosy, 3 % kukuril-
ného extrsktu a 0,68 % K2HP04 opH 7,0 - 7,2.8e v predolko~-
vacim tanku zaolkuje 1 a% 3 % vegetativniho inokula bacilu
24 hodin starého,vyrostlého na t¥epacim stroji na %ivné pi-
dé obsahujfci 2 % skrobu, 0,75 % peptonu, 2,5 % kveani&ného
autolysédtu, 0,68 % K HPO4 a 0,1 % oligobiogennich ( stopovych)
prvkd (viz priklad 1) a kultivuje se p#i 29 - 30°C za vzdus-
néni 1/2 objemem vzduchu a michdn{ 200 oté¥ek/min. 20 a% 24
hod. Takto piipravenym inokulem z piredodkoveciho tanku se za-
olkuje fermentaini tank. Kultivace ve fermenta¥nim tanku pro-
 bih4 p¥i 30°C za vzdusn&ni 1/2 objemem a michéni 300 ot/min
54 a% 72 hod., aZ dojde k uvolnéni spor a inkluzi v 95 %
kultury. K biomese spor a inkluzi se p¥*idd 10 - 20 % lakto~-
sy a sméledlo Tween 20 5 - 10 %, zahust{ se na filmové od-
parce a su$i na sprayové sudifce Jjako v p¥ikladé 1. V zis~
kaném prepardtd se stanovi biotestem na housenkdch b&ldska .
zelného polet jednotek aktivity.
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Yivné pdda v predoZkovacim a fermentadnim tanku mé
sloXenf 1,5 % sojové mouky, 0,5 % glukosy, 0,5 % kuku¥i¥-

ného Skrobu, 0,03 % MgSO, . TH,0, 0,002 % FeSO,

0,002 % ZnSO,

Jjako v p¥ikladé 1,

. TH,0,

o THyO & 0,1 % CaCO;, %ivné pida v bankéch
na tiepadce pro inokulaci p¥edo¥kovaciho tanku mé sloZe-
ni 2 % glukosy, 1,5 % kvasniéného autolysédtu, 0,759 %

peptonu, 0,6 % KZHPO4 a 0,1 % oligobiogennich prvkl (vis
priklad l.). Postup pfi inokulaci a fermentaci je stejny

Biomasa spor a inklusi se ochladf asi na 20°C a
zahusti na separdtoru typu Alfa Lavall, &imZ se sudina
zvét31 asi 6 krdt. Ke koncentrétu se pridéd lsktosa (5 aZ
25 % na sudinu a sméZedlo Triton X 5 a% 10 %), miché se
esi 30 min. a su3{ ve sprayové sulilce (viz p¥fklad 1l.).
Preparédt se testuje na biologickou aktivitu na housenkdch
zavijefe paprikového a srovnéd se s mezinérodnim standardem.

P*{klad déinnosti :

U&innosti bakterijniho preparétu na L4 housenky mola Ephestia

cautella
koncen. prep.

l.den 2.den

0,5 %
0,3 %
0,1 %
0,05 %
kontrola

60%
60%

30%

10%

mortalita
.den «den
100%
100%
70%  100%
50% 60%

den 8.den 9.den 10ed

60%

60 60% T0%
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Zpdsob vyroby insekticidniho bakterijntho preparétu
proti housenkém 3kideld s krystalofornich bdild druhu
Bacillus thuringiensis vyznaleny tim, Ze se variety
thuringiensis, alesti, kurstaki, sotto, dendrolimus,
kenyse, gallerise, subtoxicus, entomocidus, morrisoni,
nigeriae, tolworthi, dermstadtiensis, toumanoffi,
moritai kultivuj{ submersn{ metodou za stélého michéni
a vzdudnéni pri teplotd 29 = 32°C zaolkovénim do ste-
rilni tekuté Zivné pldy obsahujic{ asimilovatelné

, sacharidy a asimilovatelny organicky zdroj dusiku, p¥icemi.

asimilovatelnych sacharidld a asimi-
lovatelného zdroje duqiku s obsahem rdistovych faktord
a vitamind se poufije v pom&ru 2 a% 3 : 1, p¥i vychozim pH
6,5 a? 7,5,pFi%em% po ukon¥eni fermentace a uvoln&ni
spor a krystsld se tyto z fermentadni pddy izoluji
a po pridéni smé¥edla, adhesivniho prostfedku a ochranné
14tky se sudi pii teplotéch do 80°C.
Zplisob podle bodu l. vyznaleny tim, Ze se jeko ochrannéd
1é4tke pou?ije laktosa nebo chlorid sodny.

Vytiskly Moravské tiskarské zavody, ) Cena: 240 K¢s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc ‘



	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS

