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DESCRIPCION
Granulos de biocontrol dispersables en agua estabilizados
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a composiciones de biocontrol granulares dispersables en agua y a su uso. En
particular, la presente invencion se refiere a composiciones de granulos dispersables en agua que contienen esporas
hidréfobas que tienen una estabilidad biolégica mejorada.

ANTECEDENTES

Las aflatoxinas son toxinas producidas por especies de Aspergillus que crecen en varios cultivos, en particular en
cacahuetes, maiz o cereales antes y después de la cosecha del cultivo, asi como durante el almacenamiento. La
biosintesis de las aflatoxinas implica una via policétida compleja que comienza con acetato y malonato. Un compuesto
intermedio importante es la esterigmatocistina y la O-metilesterigmatocistina, que son precursores directos de las
aflatoxinas. Productores importantes de aflatoxinas son Aspergillus flavus, la mayoria de las cepas de Aspergillus
parasiticus, Aspergillus nomius, Aspergillus bombycis, Aspergillus pseudotamarii, Aspergillus ochraceoroseus,
Aspergillus rambelli, Emericella astellata, Emericella venezuelensis, Bipolaris spp., Chaetomium spp., Farrowia spp.,
y Monocillium spp., en particular Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus (Plant Breeding (1999), 118, pp 1-16).
También se conocen especies adicionales de Aspergillus. El grupo de las aflatoxinas consiste en mas de 20 toxinas
diferentes, en particular las aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, &cido ciclopiazénico (CPA, por sus siglas en inglés).

La proteccion de los cultivos frente a las aflatoxinas que contaminan los granos de los cultivos es un problema
constantemente recurrente en agricultura, horticultura y otras practicas de cultivo de plantas. Para ayudar a combatir
este problema, se ha descubierto que determinadas cepas de Aspergillus no toxigénicas aisladas que se producen de
forma natural en los campos agricolas han resultado eficaces para prevenir la contaminacion por aflatoxinas mediante
la exclusion competitiva de las cepas toxigénicas.

Para determinadas aplicaciones agricolas, horticolas y otras aplicaciones relacionadas, es deseable a menudo
formular biocontroles como granulos para esparcir o difundir ampliamente en seco que se aplican utilizando un
esparcidor granular, mientras que para otros patrones de uso, materiales de este tipo se formulan adecuadamente
como polvos humectables o granulos dispersables en agua (WDGs, por sus siglas en inglés) que estan disefiados
para mezclarse en grandes volumenes de agua, tales como mezclas de tanque, y finalmente se aplican como un
espray foliar suspendido en agua. El desafio de suministrar productos biol6gicamente estables para estos dos
enfoques puede ser diferente.

La patente de EE.UU. 6.027.724 se refiere a composiciones que comprenden cepas no toxigénicas de Aspergillus que
se cultivan como cepas individuales en fuentes alimenticias granulares, tales como, por ejemplo, arroz, centeno, etc.;
0 se incorporan en matrices alimentarias extrudidas, tales como, por ejemplo, matrices de gluten de trigo-caolin.

La publicacion de solicitud de patente de EE.UU. 20090060965 se refiere a una formulacion de granulos dispersables
en agua que contiene cepas no toxigénicas de Aspergillus; un agente aglutinante; un agente que tiene propiedades
osmoprotectoras y adhesivas; un agente de soporte y una fuente de nutrientes. El WDG puede dispersarse en agua
y aplicarse como una suspension de conidios pulverizable para la prevencién de la contaminacion por aflatoxinas en
los alimentos.

Existe una necesidad continua de desarrollar formulaciones de granulos dispersables en agua que contengan cepas
no toxigénicas de Aspergillus que tengan una estabilidad mejorada durante el procesamiento y el almacenamiento a
largo plazo.

SUMARIO DE LA INVENCION

Por consiguiente, la presente invencién proporciona una composicion de biocontrol en forma de un granulo dispersable
en agua, que comprende:

1 a 75 % en peso de esporas de al menos una cepa de Aspergillus no toxigénica;
25 a 95 % en peso de azucar hidrosoluble;

2 a 10 % en peso de N-metil N-oleil taurato de sodio;

0,5 a 5 % en peso de alquilnaftalenosulfonato de sodio; y

0,1 a 3 % en peso de poliorganosiloxano,
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en donde el azucar hidrosoluble comprende 4-O-beta-D-galactopiranosil-alfa-D-glucopiranosa en forma de
lactosa anhidra.

Otro objeto descrito es un método para preparar un granulo dispersable en agua que contiene al menos una cepa no
toxigénica de Aspergillus. Métodos adecuados para preparar composiciones granulares dispersables en agua de la
invencion implican (1) pulverizacion de agua en lecho fluido o equipo de granulacion en bandeja (2) secado por
pulverizacién (3) compactacion en seco y (4) extrusion de una pasta humedecida con agua. Se prepara una pasta
humedecida con agua mezclando todos los componentes inertes excepto las esporas de Aspergillus, mezclando las
esporas de Aspergillus con los componentes inertes molidos y mezclando la combinacién de esporas con agua para
formar una materia prima de pasta humeda adecuada para extrudir en un granulo de un didmetro y una longitud
adecuados.

También se describe un granulo dispersable en agua que contiene al menos una cepa no toxigénica de Aspergillus,
producido mediante los métodos anteriores.

La invencién también proporciona un método para reducir la contaminacion por aflatoxinas de plantas de cultivo
agricola, que comprende dispersar una composicién de biocontrol de granulos dispersables en agua tal como se define
en la reivindicacién 1 en un vehiculo acuoso aceptable desde el punto de vista agricola; y aplicar la dispersion acuosa
a las plantas, al suelo alrededor de las plantas o al lugar de crecimiento de las plantas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se indico arriba, materiales aislados de determinadas cepas de Aspergillus, tales como Aspergillus flavus (A.
flavus), Aspergillus parasiticus (A. parasiticus), Aspergillus oryzae (A. oryzae) y Aspergillus sojae (A. sojae) producen
poco o nada de aflatoxinas y, sin embargo, son muy agresivos. Por ejemplo, se ha encontrado que determinadas
cepas no toxigénicas aisladas de A. flavus que se producen de forma natural en los campos agricolas son eficaces
para prevenir la contaminacion por aflatoxinas por cepas toxigénicas. Véanse, por ejemplo, materiales aislados
descritos en las patentes de EE.UU. 5171686, 5294442, 5292661 y 6027724. Estos materiales aislados son agentes
eficaces para la reduccion de la contaminacion por aflatoxinas en cultivos de plantas Utiles cuando se formulan como
un WDG de acuerdo con la invencion.

La presente invencion esta dirigida a una composicion de biocontrol de granulos dispersables en agua (WDG)
estabilizados como se define en la reivindicacién 1; y a su uso para reducir la contaminacion por aflatoxinas en cultivos.
Mas especificamente, la invencién se refiere a una formulacion de WDG que comprende al menos una cepa no
toxigénica de Aspergillus, tal como A. flavus, y lactosa anhidra.
Las composiciones de WDG también pueden comprender estabilizantes, sinérgidas y agentes colorantes.
En una realizacién, la al menos una cepa de A. flavus no toxigénica se selecciona de: NRRL 21882, NRRL 30797 y
NRRL 18543, y mezclas de las mismas. La carga hidrosoluble es 4-O-beta-D-galactopiranosil-alfa-D-glucopiranosa
en forma de lactosa anhidra. El tensioactivo aniénico es N-metil-N-oleil taurato de sodio. La composicion también
contiene un agente antiespumante seleccionado de poliorganosiloxanos.
Se proporciona una composicién de biocontrol en forma de un granulo dispersable en agua, que comprende:

(A) 5 a 75 % en peso de esporas de al menos una cepa de Aspergillus no toxigénica;

(B) 30 a 60 % en peso de un azucar hidrosoluble;

(C) 2 a 10 % en peso de N-metil N-oleil taurato de sodio;

(D) 0,5 a 5 % en peso de alquilnaftalenosulfonato de sodio; y

(E) 0,1 a 3 % en peso de poliorganosiloxano,

en donde el azucar hidrosoluble comprende 4-O-beta-D-galactopiranosil-alfa-D-glucopiranosa en forma de lactosa
anhidra.

La suma de las proporciones de los diversos componentes (A) - (E) no es mayor que 100 % en peso y las
concentraciones exactas de los componentes pueden variar en funcién de la presencia de agua o impurezas, por
ejemplo.

Los granulos dispersables en agua de la invencién (granulos que se dispersan facilmente en agua) tienen
composiciones que son sustancialmente similares a las de los polvos humectables. Pueden prepararse por
granulacion, ya sea por via himeda (poniendo en contacto las esporas finamente divididas con la carga inerte y un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2919857 T3

poco de agua, p. €j., de 1 a 30 por ciento en peso, o0 con una solucion acuosa de un agente dispersante o aglutinante,
seguido de secado y cribado), o por via seca (compactacion seguida de trituracién y cribado).

Granulos adecuados pueden tener virtualmente cualquier forma deseada, por ejemplo, esferas, cilindros, elipses,
varillas, conos, discos, agujas y formas irregulares. En una realizacién, los granulos son aproximadamente cilindros.
Los granulos tienen tipicamente un tamafo de particula de:

«  WDG extrudido ~ 0,5 mm a 2,5 mm
WDG granulado en bandeja ~ 0,25 mm a 2,8 mm
*  WDG secado por pulverizaciéon ~ 0,1 mm a 1,5 mm;
Se pueden utilizar tamarnos fuera de este intervalo segun sea necesario 0 apropiado.

En una granulacién por via himeda, la primera etapa en el procedimiento es la combinaciéon en seco de los
componentes inertes, sin incluir las esporas, seguido de molienda y luego la combinacién de las esporas de A. flavus
con la mezcla inerte molida. A continuacion, la combinacién de esporas/materiales inertes se mezcla lentamente
mientras se incorpora una cantidad adecuada de agua en peso (por ejemplo, de 25 a 35 % en peso) para obtener una
pasta hiumeda o una masa humeda (materia prima).

La materia prima se extrude y el producto extrudido se seca, p. €j., en un secador de lecho fluido para eliminar el
exceso de agua. Una cantidad objetivo de agua en los granulos secos es 1 - 12 %, mas particularmente menos de
10 % y lo mas particularmente menos de 5 %. Los granulos secados se pueden tamizar para eliminar los componentes
finos.

Tasas y tiempos de aplicacion adecuados para las cepas de Aspergillus no toxigénicas utilizadas en las composiciones
de la invencion son equiparables a las tasas y los tiempos existentes indicados en las etiquetas de productos actuales
para productos que contienen cepas de este tipo. Por ejemplo, la marca afla-guard® Aspergillus flavus NRRL 21882
es un granulo dispersable que contiene 0,0094 % de ingrediente activo con un minimo de 1,2 x 108 UFC/kg que se
puede aplicar a una tasa de 10-20 kg/acre. Las formulaciones de WDG se suspenden en agua y se aplican como una
pulverizacion foliar a 20 GPA con una tasa de UFC por acre similar a afla-guard®.

Las composiciones de acuerdo con la invencion son adecuadas para reducir las aflatoxinas desplazando hongos
productores de aflatoxinas en cultivos de plantas Utiles. Cultivos adecuados de plantas Utiles incluyen cacahuetes,
maiz, algoddn y frutos secos. Los componentes utilizados en la composicion de la invencion se pueden aplicar de
diversa manera, conocida por los expertos en la técnica, en diversas concentraciones. La tasa a la que se aplican las
composiciones dependera del tipo particular de aflatoxinas a controlar, del grado de control requerido y del momento
y método de aplicacién.

En una realizacion, el WDG de la invencion se diluye en agua y se aplica a una tasa de 10 a 100 g de ingrediente
activo (esporas) por hectarea, mas particularmente de 20 a 50 g i.a./ha. Dosis de aplicacién de 24 y 49 g de i.a./ha
son particularmente adecuadas.

En otra realizacion, aplicaciones en V5, V10 o VT son adecuadas cuando el WDG de la invencién se diluye con agua
y se aplica a los cereales para reducir la contaminacion por aflatoxinas en el grano del cultivo cosechado.

Se debe entender que los cultivos también incluyen aquellos cultivos que han sido modificados para que sean
tolerantes a herbicidas o clases de herbicidas (p. €j., inhibidores de ALS, GS, EPSPS, PPO, ACCasa y HPPD)
mediante métodos convencionales de cultivo selectivo o mediante ingenieria genética. Ejemplos de cultivos que se
han vuelto tolerantes a herbicidas por métodos de ingenieria genética incluyen, p. ej., variedades de maiz resistentes
a glifosato y glufosinato, disponibles comercialmente bajo las marcas comerciales RoundupReady® y LibertyLink®.

Cultivos también se han de entender como los que se han vuelto resistentes a insectos nocivos por métodos de
ingenieria genética, por ejemplo, maiz Bt (resistente al barrenador europeo del maiz), algodon Bt (resistente al picudo
algodonero) y también algoddn VIP (resistente al cogollero del maiz y al gusano soldado). Ejemplos de maiz Bt son
los hibridos de maiz Bt 176 de NK® (Syngenta Seeds). La toxina Bt es una proteina que se forma de forma natural por
la bacteria del suelo Bacillus thuringiensis. Ejemplos de toxinas o plantas transgénicas capaces de sintetizar tales
toxinas se describen en los documentos EP-A-451 878, EP-A-374 753, WO 93/07278, WO 95/34656, WO 03/052073
y EP-A-427 529. Ejemplos de plantas transgénicas que comprenden uno o mas genes que codifican resistencia a
insecticidas y expresan una o mas toxinas son KnockOut® (maiz), Yield Gard® (maiz), NuCOTIN33B® (algoddn),
Bollgard® (algodon), Agrisure Viptera™ 3111 (cereal). Los cultivos de plantas o material de semillas de las mismas
pueden ser resistentes a los herbicidas y, al mismo tiempo, resistentes a la alimentaciéon de insectos (eventos
transgénicos «apilados»). Por ejemplo, la semilla puede tener la capacidad de expresar una proteina insecticida Cry3
y/o VIP, mientras que al mismo tiempo es tolerante al glifosato.
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También debe entenderse que los cultivos incluyen aquellos que se obtienen por métodos convencionales de
reproduccion o ingenieria genética y contienen los denominados rasgos de salida (p. ej., estabilidad al almacenamiento
mejorada, mayor valor nutricional y sabor mejorado).

EJEMPLOS

Los siguientes Ejemplos ilustran adicionalmente algunos de los aspectos de la invencion, pero no pretenden limitar su
alcance. Cuando no se especifique lo contrario a lo largo de esta memoria descriptiva y las reivindicaciones, los
porcentajes son en peso (% p/p).

Ejemplo 1

Se prepar6 un lote de 210 g de un granulo dispersable en agua (50 WG) con la siguiente composicion:

Ingredientes utilizados: Esporas de aislado de Aspergillus flavus NRRL 21882 50 %; poliorganosiloxano (Rhodorsil
EP 6703) 0,10 %; alquil naftaleno sulfonatos de sodio (Agnique ANS3DNPW) 2 %; N-metil N-oleil taurato de sodio
(Geropon T-77) 8 %; Lactosa anhidra (resto)

A. La primera etapa del procedimiento fue la combinacién en seco de los materiales inertes, sin incluir las
esporas, seguido de molienda. La mezcla de materiales inertes molida se combiné luego con las esporas de
A. flavus en un mezclador Waring. La mezcla de esporas/materiales inertes, asi obtenida, se cargd en un
mezclador Hobart y se mezclé lentamente mientras se incorporaba ~30 % de agua en peso para obtener una
masa himeda (materia prima).

B. A continuacién, la materia prima se transfirié a una extrusora llena con un tamiz de 0,8 mm. El material
extrudido se sec6 en un secador de lecho fluidizado para eliminar el exceso de agua y los granulos se
transfirieron a un equipo de tamizado para eliminar los componentes finos fuera del intervalo especificado de:
0,8 mm de diametro y 2 a 5 mm de longitud.

Ejemplos 2 -5

Resultados de Diluciones y Sembrado en Placas para la Enumeraciéon de unidades formadoras de colonias de
Aspergillus flavus NRRL 21882 por gramo (UFC/g)?

n® Formulacion Media de UFC/g ® |RSD*® (%)

2 WDG del ejemplo 1 7,03 x 10° 10,4

3 |Esporas puras de material aislado NRRL 21882 1,17 x 1010 19,0

4 | Materia prima del ejemplo 1 (A.) 6,73 x 10° 14,9

5 |WDG del ejemplo 1 almacenado a 38 °C durante cuatro |2,84 x 10° 13,5
semanas

a Aproximadamente 0,1 g del articulo de prueba se suspendieron en 9,9 mL de tampén fosfato
+ Tween 80 al 0,2 %, diluido 10 (n27) 0 10 (todas las demas) y 0,1 mL de las tres diluciones
mas grandes se esparcié por duplicado en las placas de agar DRBC. Las colonias se
contaron después de dos dias de incubacion a 30 °C.

PUFC/g = la suma de recuentos de placas duplicadas / 0,2 mL) X factor de diluciéon X 10 mL de
suspension / peso de la submuestra. Promediar los valores de las cinco submuestras para la
media de UFC/g. °Desviacion estandar relativa = (desviacién estandar/ media de UFC/g) X
100 %

Ejemplo 6

Se prepar6 un lote de 500 g de un granulo dispersable en agua (50 WG) con la siguiente composicion:

A. La primera etapa del procedimiento fue la combinacién en seco de los materiales inertes, sin incluir las
esporas, seguido de molienda. La mezcla de materiales inertes molida se combiné luego con las esporas de
A. flavus en un mezclador Waring. La mezcla de esporas/materiales inertes, asi obtenida, se cargd en un
mezclador Hobart y se mezclé lentamente mientras se incorporaba ~30 % de agua en peso para obtener una
masa himeda (materia prima).

B. A continuacién, la materia prima se transfiere a una extrusora llena con un tamiz de 0,8 mm. El material
extrudido se sec6 en un secador de lecho fluidizado para eliminar el exceso de agua y los granulos se
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transfirieron a un equipo de tamizado para eliminar los componentes finos fuera del intervalo especificado de:
0,8 mm de diametro y 2 a 5 mm de longitud.

Resultados de diluciones y sembrado en placas para la enumeracion de unidades formadoras de colonias de
5 Aspergillus flavus NRRL 21882 por gramo (UFC/g)?2

n® Formulacion Media de UFC/g ® | RSD°® (%)
7 Esporas puras de material aislado NRRL 21882 (Lote | 1,17 x 100 19
n® 45252)

8 Materia prima del ejemplo 1 8,3 x 10° 26
9 WDG del ejemplo 6 (inicial) 6,5 x 10° 25
10 |WDG del ejemplo 6 (2 semanas TA) 5,3 x 10° 9
11 |WDG del ejemplo 6 (1 mes TA) 5,8 x 10° 15
12 |WDG del ejemplo 6 (3 meses TA) 5,3 x 10° 10
13 |WDG del ejemplo 6 (6 meses TA) 6,5 x 10° 19
14 |WDG del ejemplo 6 (9 meses TA) 7,3 x 10° 14
15 |WDG del ejemplo 6 (12 meses TA) 5,9 x 10° 7

a Aproximadamente 0,1 g del articulo de prueba se suspendieron en 9,9 mL de tampén fosfato
+ Tween 80 al 0,2 %, diluido 10°° (n27) o 10 (todas las demés) y 0,1 mL de las tres diluciones
mas grandes se esparcié por duplicado en las placas de agar DRBC. Las colonias se contaron
después de dos dias de incubacién a 30 °C.

PUFC/g = la suma de recuentos de placas duplicadas / 0,2 mL) X factor de diluciéon X 10 mL de
suspension / peso de la submuestra. Promediar los valores de las cinco submuestras para la
media de UFC/g.

¢Desviacién estandar relativa = (desviacion estandar/ media de UFC/g) X 100 %

Los datos anteriores indican que la formulacion de WDG de la invencion tiene una excelente estabilidad bioldgica.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion de biocontrol en forma de un granulo dispersable en agua, que comprende:

(A) 1 a 75 % en peso de esporas de al menos una cepa de Aspergillus no toxigénica;

(B) 25 a 95 % en peso de un azicar hidrosoluble;

(C) 2 a 10 % en peso de N-metil N-oleil taurato de sodio;

(D) 0,5 a 5 % en peso de alquilnaftalenosulfonato de sodio; y

E) 0,1 a 3 % en peso de poliorganosiloxano,

en donde el azucar hidrosoluble comprende 4-O-beta-D-galactopiranosil-alfa-D-glucopiranosa en forma de lactosa
anhidra.

2. La composicion de biocontrol de la reivindicacién 1, en donde la cepa de Aspergillus comprende A. flavus.

3. La composicion de biocontrol de la reivindicacion 2, en donde la cepa de A. flavus se selecciona de una cepa
biol6gicamente pura que tiene todas las caracteristicas de identificacion de una cepa seleccionada de NRRL 21882,
NRRL 30797 y NRRL 18543, y mezclas de las mismas.

4. Un método para reducir la contaminacion por aflatoxinas de un cultivo agricola, que comprende aplicar a la planta,
lugar de crecimiento o producto vegetal una cantidad efectiva reductora de aflatoxinas de una solucién de pulverizacion
acuosa de la composicién de biocontrol de la reivindicacion 1.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que el cultivo agricola se selecciona del grupo que consiste en cacahuetes,
cereales, algodén y frutos secos.
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