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A taldlmany targya: eljdrds a Bacillaceae csaladba tarto-
z6 mikroorganizmusokbdl kinyert bioszintetikus peszticid
termékeket és legaldbb tanninsavat tartalmazé készitmények
eldallitdsdra. A kapott készitmények rovarok ellen hatdsosan
alkalmazhatoék.
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Eljards bioszintetikus peszticideket tartalmaz6 készitmények
elfallitdsdra és a kapott készitmények alkalmazdsa
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A nemzetkdzi- bejelentés napja: 1991.07.18.
Els6bbsége: 1990.07.23. /9000738/ BELGIUM

A nemzetkodzi kdzzététel szdma: WO 92,/01383

A talalmany tadrgya: eljdrds a Bacillaceae csaladba tarto-
z0 mikroorganizmusokbél kinyert bioszintetikus peszticid ter-
meékeket tartalmazé készitmények eldallitdsdra és a kapott

készitmények alkalmazasa.
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Egy olyan eljaras, amely bioszintetikus peszticid
termékeknek mikroorganizmusokbél vald kinyerésére iranyul,
dltaldban a kovetkezd fébb lépésekbdl tevddik Osszé:

- a mikroorganizmus fermentdldsa tenyészet elBallitésara,

- e tenyészet kinyerése és

- a termék kikészitése pép, poér, granuldtum vagy krém
alakban.

A tenyészet elkiildnitése kényes 1lépés ebben az eljaras-
ban. Ez a 1épés, amely lényegében abbél 411, hogy a tenyésze-
tet, a biomassza alakjaban, és a fermentlevet elvalasztjuk
egymastol, egyik oka annak, hogy termékveszteség lép fel és
dltalaban alacsony kitermelés érhet6 el.

Ezenkivil a peszticid termék hatdanyaga érzékeny vegyii-
let, bioldgiai szerkezete kovetkezményeként, amely kdnnyen
denaturdldédik, ha bizonyos korilményekre / ilyen kilondsen a
hémérséklet, a pH, az olddészerek és az adalékanyagok / nem
igyelink.

A tenyészet kinyerése sorédn megfigyelhetd alacsony
kitermelés kiilonbGsen a kovetkezd tényezdknek tulajdonithatd:

—-a tobbé-kevésbé viszkdzus tenyészet szdmos Osszetevdjé-
nek nehéz szétvalaszthatdsaga,

- a szétvalasztds soradn fellépd mechanikai hatdsok,
amelyek a peszticid termék hatdanyaganak bomlidsat és igy a
biolégiai aktivitds csokkenését idézik eld,

- olyan hatasfokozd anyagok hozzaadasa, amelyek befolya-
soljak a készitmény stabilitasat és/vagy fizikai megjelené-
sét /igy a pép viszkozitdsdt/, a pép vagy a kenbcs szegrega-

l6dasat tarolds sordan és a készitmény vizben vald diszper-—



gadlhatodsagat. .

Ezenkivill feltlind bioldgiai aktivitds csokkenést figyel-
hetiink meg abban az esetben is, ha a készitményt pép alak-
ban készitjik ki. Ez a kikészitési forma bizonyoé esetekben
eldnyds, mivel elkeruli a szaritdsi lépést / amely kisebb-
nagyobb mértékben kdrositja a terméket és amely drdga ugyan,
de é hosszabb id&tartami tartdsitdshoz sziikséges /. -

A bioldgiai aktivitéds kiszamitdsa sordn ténylegesen 30-
50%—-0s kiildnbség figyelhetd meg a tenyészet és a pép bioléd-
giai aktivitasa kozott, mimellett kisebb a kildénbség a pép
szaritdsaval kapott por és a tenyészet bioldgiai aktivitdsa
kozott. Ezért feltehetd, hogy a pép bioldgiai aktivitdsa nem
teljesen hozzaférhetd.

A taladlmany olyan készitmények el6dllitdsdra irényul,
amelyek mentesek az eldbbi hatranyoktdl. Kozelebbrdl a
talalmany targya: eljards a lehetséges maximdlis biolégiai
aktivitasu készitmények gazdasagos mddon vald elBdllitdsara,
azaz a kitermelés és a bioldgiai aktivitds csokkenés minden
szinten vald elkerilése / mind kvantitativ, mind kvalitativ
vonatkozasban /, mimellett a készitmény stabil és megfeleld
fizikal megjelenésli. Azt is megfigyeltik, hogy a taldlmany
szerinti készitmények kildnlegesen magas bioldgiai aktivita-
suak.

E cél elérése érdekében a taldlmany szerinti eljdrds - a
Bacillaceae csaladba tartozd mikroorganizmusokbdl kapott
bioszintetikus peszticid termékeket és tannint vagy egy tan-
nin-szarmazékot tartalmazd készitmények eldallitdsdra - a

kovetkezd 1lépésekbdl all:
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i) a mikroorganizmust tdptalajban tenyésztjik, nagymeny-
nyiségi mikroorganizmuét tartalmazd tenyészet el®Ballitasara
/1. lépés/,

ii) a kapott tenyészethez tannint vagy egy tannin-szarma-
zékot adunk /2. lépés/,

iii) a tannint vagy tannin-szarmazékot tartalmazd tenyé-
szetb8l eltdvolitjuk a vizet, pép eldallitasara /3. lépés/ .
és |

iv) az 1igy kapott pépet kikészitjiik /4. lépés/.

A talalmany szerinti kitlintetett eljards szerint a maso-—
dik lépésben tanninsavat adunk a tenyészethez.

A Bacillaceae csaladbdl kinyerhetd bioszintetikus pesz-
ticidek a betoményitett készitményekben nagyon kilonbozs
formakban fordulhatnak eld. Néhany ilyen forma pl.:

- maguk az organizmusok, fejl&désiik valamely fé&zisaban,
ideértve a lehetséges vegetativ alakokat, eredeti formaban,
a tenyészkOzeggel egyitt; teljesen vagy részlegesen lizalt
alak; teljesen vagy részlegesen spords alak; olyan alak,
amelyb8l a spérdkat valamely médon, pl. bakteridlis autoli-
zlssel teljesen vagy részlegesen kiszabaditottuk, vagy az
organizmusok 4altal spontéan kivalasztott termék / pl. exoto-
xinok /; az ilyen organizmusokb6l barmely ismert médon
- ideértve a szdbanforgd organizmus lizisét - extrahdlt
termék /pl. endotoxinok /; olyan termékek, amelyeket az
organizmus fejlédése bizonyos fadzisaiban kivalaszthat /adott
esetben spérdkkal kevert kristdlyok vagy endotoxinok/ vagy
egyidejlileg tobb ilyen kiiloénbdzs forma.

Ezek a kulonbozd alakok a fermentlébdl szarmazd maradé—



. . (X} se e0se
ve o . .
. wee oo
. o0 .
ees e oo e oo

kokkal keveredhetnek. gé eredményeket értink el olyan keve-
rékekkel, amelyek a spdérakat, a kristdlyokat vagy az endo-
toxinokat és esetleg a baktériumnak a spérdzdsi folyamat
végén bekdvetkezd autolizise sordn spontan képzédé exotoxi-
nokat tartalmazzak. Egy ilyen keverék a spdérdk, az ezekkel
adott esetben 6sszefiiggd kristdlyok és a lehetséges exotoxi-
nokvmellett sejteket vagy sejttdrmeléket, valamint a te- .
nyésztéshez alkalmazott taptalaj maradék szildrd komponen-
seit tartalmazhatija.

A Bacillaceae csaladba tartozd, bioszintetikus pesztici-
dek forrdsaként altalaban igen alkalmas mikroorganizmusok
a Bacillus nem képviseldi, igy a Bac. thuiringiensis, Bac.
sphaericus, Bac. popilliae, Bac. cereus, Bac. larvae, Bac.
lentimorbus, Bac. fribourgiensis és a Bac. penetrans /Pas-
teuria/.

JO eredményeket értink el valamennyi szerotipusba sorolt
Bac. sphaericus és Bac, thiringiensis esetében, ideértve a
genetikai transzformdcid eredményeként kapott baktériumokat,
k6zelebbrdél az la, 2a2b, 2a2c, 5a5b, 6, 25, 26a26b, 26a26c
szerotipusba sorolt Bac. sphaericus-szal és az 1, 3a, 3a3b,
4, 6, 7, 8a8b, 9, 10 és 14 szerotipusba sorolt Bac.
thiiringiensis-szel.

A legjobb eredményeket a kovetkezdkkel kaptuk:

- Bac. sphaericus 5aSb és 25 szerotipus és

— Bac. thiringiensis 1 szerotipus /thiringiensis fajta/,
3a3b szerotipus /kurstaki fajta/, 6 szerotipus /subtoxicus
és entomocidus fajta/, 7 szerotipus /aizawai fajta/, 8a8b

szerotipus /morrisoni fajta/ és 14 szerotipus /israeliensis
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A kiilénboz86 Bac. tﬁﬁringiensis és Bac. sphaericus félesé-
gek a talalmany szerinti készitményekben kézvetleniil mik-
roorganizmusként, eredeti vagy 1izdalt alakban, spéraként,
endotoxinként vagy a spdrdkkal adott esetben Osszefliggd
kristélykéht vagy tobb ilyen alakban lehetnek jelen. Ezek a
kildénb6zd alakok a tédptalaj maradékaival keveredhetnek. Jé*w
eredményeket értiunk el spérakat és kristalyokat tartalmazé
keverékek alkalmazdsdval / a kristdlyok spontan képzd&dnek a
baktérium autolizise sordn, a spdérdzas végsd szakaszaban /.
Az ilyen keverékek a spordk és az adott esetben a sporakkal
O0sszefliiggd kristdlyok mellett sejteket vagy sejttormeléket,
valamint a tenyésztéshez alkalmazott taptalaj szilard kompo-
nenseinek maradékdt tartalmazhatjak.

A taldlmdny szerinti eljdrassal elBallitott készitmények
alakjara jellemz&, hogy azokban a bioszintetikus peszticid
termékek szilard részecskék alakjaban egy folyadékban szusz-
penddlva, vagy szilard alakban / pl. porként vagy granula-
tumként / vannak jelen.

A talalmany szerinti eljardssal eldallitott készitmények
ezenkivul kUlonbozé egyéb adalékokat is tartalmazhatnak,
amelyek mindsége és funkcidja a készitmények felhaszndlasa
figgvénye és amelyek a szakember szamdra ismertek.

A talalmany szerintl eljardssal eldallitott készitmények
ugyancsak tartalmazhatnak a bioszintetikus peszticid eldal-
litdsabdl szarmazd maradékokat.

Ha a taldlmany szerinti készitmények folyadékban szusz-

pendalt anyagként vannak jelen, ezek a szuszpenzidk altala-
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ban 10 - 45 tomeg% és leggyakrabban 15 - 40 tomeg% bioszin-
tetikus peszticid ter%éket tartalmaznak. A folyadék ko6zdmbés
kell, hogy legyen a bioszintetikus peszticid vonatkozasédban:
kildéndsen nem fordulhat eld, hogy ez inaktivélja‘a pesztici-
deket vagy kicsapbédast vagy barmely mas fizikai elvaltozast
idézzen el6. A folyadék egyetlen olddszer vagy egy olddszer-
-elegy lehet. Az oldészer &ltaldban vizet tartalmaz.

J6 eredményeket értink el abbnan az esetben, amikor az
olddészer legaldbb 80 tomeg% és leginkdabb legalabb 95 toémeg%
vizet tartalmazott. A taldlmany szerinti készitményben je-
lenlevd folyadékot altalaban lényegében viz alkotja.

A masodik lépésben a tannin vagy tannin-szarmazékok
szikséges mennyisége dltalaban 0,05 - 4 tomeg% a tenyészet
tomegére vonatkoztatva; ez az érték rendszerint 0,1 - 3% és
eldénydsen 0,25 - 2%.

A harmadik lépést, amely a tenyészet vizmentesitésébsl
all, a viz eltdvolitdsdra szokdsosan alkalmazott mbédszerek-
kel hajtjuk végre, amilyen a centrifugdlas, ultrasziirés,
kicsapads, valamely nem-olddszer / pl. aceton / hozzdadéasa,
szlirés vagy kicsapas; ily modon pépet kapunk. Az eldnydsen
alkalmazott mdédszer a centrifugadlas és/vagy az ultrasziirés.

Ehhez a péphez ezutdn, a kikészités soran, hozzdadjuk a
lehetséges adalékanyagokat.

A Bac. thiringiensis és a Bac. sphaericus esetében a
tenyésztést pl. a spérdzasi fdzis végén allitjuk le.

Egy masik eljards abbdél &ll, hogy a spordzdsi fazis végén
a bioszintetikus pesztideket termeld mikroorganizmusok

fermentlevébdl elkiildnitjiik az endotoxinban vagy a spérdkban
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vagy mindkét ilyen termékben dis frakcidkat. Ezeket a frak-
cidkat a tovabbiakban ugyanazokkal a médszerekkel kezeljik,
amelyeket a pépek kezelésével kapcsolatban emlitetfﬁnk.

A taldlmény szerinti készitmények szaraz por alakijdban
vald eldallitasdra az eldbbiek szerint kapott pépet a
szokasos médon / amilyen pl. a porlasztva szaritdas,
fagyasztva szdritds vagy dobszaritas / szdritjuk olyan szi-
lard részecskék elBallitdsdra, amelyek &ltaldban 12%-nal
/ és eldnybsen 7%-nal / kevesebb vizet tartalmaznak.

Egy masik eljadrds abbdél all, hogy a péphez szaritas eldtt
adjuk hozzd a lehetséges adalékanyagokat, majd elvégezzik a
szdritast, valamelyik emlitett eljdrés alkalmazasaval.

A taladlmény szerinti készitmények szuszpenzié alakban
vald elddllitdsdra a szilard peszticid részecskéket egy
folyadékfazisban diszpergdlhatjuk, amely eldnydsen vizet,
tovabba a tannint vagy a tannin-szdrmazékokat, valamint az
egyéb lehetséges adalékanyagokat tartalmazza, krémszeri
'anyag képzddése kozben.

A készitmények alkalmazdsi eljdrdsa ugyancsak a
taldlmany tédrgyat képezi.

A talalmany szerinti készitmények peszticidekként, kdéze-
lebbrdl olyan szerekként alkalmazhatdk, amelyek alkalmasak a
rovarok barmely fejl&édési fazisban vald elpusztitdsara.
Ennek érdekében a készitményeket permetezéssel felvissziik a
fertdzott feliletekre, novényekre, folyovizekre, patakokra
és barmilyen vizfeliletre. Erre a célra barmely ismert
médszer alkalmazhatd, amilyen a kézi premetezés, mechanikai

permetezés és kiilondsen a leveglbdl vald permetezés. A
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permetezés kiildndsen rovarokkal, kézelebbrdl a Lepidopter,
Dipter, Coleopter, Aphanipter, Orthopter, Isopter és Homo-
pter félékkel fertdzott feliletekre iranyithatd.

Az alkalmazandé doézis figg a felhaszndlt bioséintetikus
peszticid Fulajdonségaitél és az elpusztitandd célorganiz-
mustol.

A Bac. thiringiensis és a Bac. sphaeriqus esetében
dltalaban 50 - 5000 g szildrd részecske/hektar mennyiséget
permetezink ki. A taldlmany szerinti készitményeket, ha
szuszpenzid alakuak, kodzvetleniil permetezhetjik. De ezeket
diszpergalhatjuk, higithatjuk vagy emulgedlhatjuk is vala-
mely higitdval, pl. vizzel vagy egy szerves higitéval. Ebben
az esetben a higitds mértéke 1:300, rendszerint 2-120 és
eldnydsen 4-60 térf./térf. higitdszer.

A kOvetkezd példdk a taldlmany szemléltetésére

szolgdalnak.

1. példa

450 g szdjalisztet / fehérjetartalom kb. 52% /, 250 g
hidrolizalt keményitét, 20 g KH2PO4—t, 20 g K2HPO4—t, 3,2 g
MgSO4.7H20—t, 0,12 g MnSO4.H20—t, 0,14 g ZnSO4-t, 0,2 g
Fez/SO4/3—t, 1,5 g CaClz.HZO—t és 10 liter vizet beadago-
lunk egy keverdvel, pH-cs&vel, oxigén-csdvel és levegbztets-
rendszerrel felszerelt, sterilizdlhatd 15 literes BIOLAFFITE

fermentorba.
Ezt a taptalajt kevertetve homogenizdljuk, majd a pH-t
7-re allitjuk be.

A tdptalajt 30 percen at 120°C-on sterilizaljuk.
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A taptalajt 30°C-ra lehiitjik és sterilen beoltjuk 1 liter
novekedési fdzisban lev6 Bac. thiringiensis 14 szerotipus
/israeliensis fajta/ tenyészettel.

A fermentort 450 ford./perc sebességgel kevertetjik és
0,4 térf.levegd /térf.fermentlé sebességgel levegbztetijik.

32 O6ra milva a Bac. thuringiensis részlegesen lizélf
spéras baktérium alakjdban van jelen. Ez a tenyészet 1,1 x=
10° /ml spdéradt tartalmaz, pH-ja 7,5 és a szarazanyag-tar-
talom 3 g/liter.

A tenyészet inszekticid aktivitasdt Aedes aegypti
felhasznaldasaval hatdrozzuk meg, H. d Barjac-I. Larget bio-
légiai titraldsos moédszerével / WHO-VBC-79.774 /. Ez az érték
300 egység/ml = 20%.

Az igy kapott termékhez 2 ezredrész mennyiségli poritott
citromsavat adunk.

A keverék pH-jat foszforsav hozzdaddsaval 4-re &llitjuk
be.

500 g igy kapott termékhez 5 g tannint / TANIN PBS
PHARMACHEMIC cég, tanninsav-tartalom 99% / adunk.

A kapott termék inszekticid aktivitdsa - a mérési hiba
hatarai k6zott - azonos a tenyészetével. A hozzdadott savak
és a tannin tehat nem toxikus a célrovarokra nézve.

A terméket centrifugdlassal betoményitjik. Igy kb. 12%
szdrazanyagot tartalmazd pépet kapunk.

Ennek a pépnek az inszekticid aktivitdsa 2800 egység/mg *
20%.

Ez a pép folyékony és az iddben stabil.
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2R /Osszehasonlit6/ példa

Az 1. példa szerint Bac. thiiringiensis szerotipus 14
tenyészetet allitunk el&. Az 1. példaban leirtakkai azonos
médon - azzal az eltéréssel, hogy tannint nem adagolunk -
pépet allitunk els.

A kapott pép inszekticid aktivitdsa 1500 egység/mg + 20%.

A talalmdny szerinti eljdrdsra vonatkozd 1. példa és a 2R
0sszehasonlitd példa eredményeinek Osszevetése arra mutat,
hogy tanninsavnak a tenyészethez a centrifugdlas eldtt vald
hozzdaddsa lehetdvé teszi a szétvdlasztas megkdénnyitését, a
centrifugdlds kitermelésének javitdsat és a termék hatod-—

anyag-tartalmanak hozzadférhet8bbé tételét.

3R / Osszehasonlitd/ példa

Az 1. példaban leirtak szerint Bac. thiringiensis 14 sze-
rotipus tenyészetet dllitunk eld. Ezutdn az 1. példéban
leirt moédon pépet &llitunk eld, azzal az eltéréssel, hogy
a tannint 0,1% szilikagéllel / AEROSIL RR, DEGUSSA cég /
helyettesitjik.

A kapott pép inszekticid aktivitdsa 1300 egység/mg + 20%.

A pép kompakt és vizben nem diszpergalhaté.



SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljaras a Bacillaceae csalddhoz tartozé mikroborganiz-
musokbdl szarmazd bioszintetikus peszticid termékeket és
tannint vagy egy tannin-szarmazékot tartalmazéd készitmények
eldallitasdra, azzal jellemezve, hogy

- a mikroorganizmust - b&séges tenyészet elGallitdsdra ---
tdptalajban tenyésztijiik,

- a kapott tenyészethez tannint vagy egy tannin-szarmazé-
kot adunk,

- a tannint vagy a tannin-szarmazékot tartalmazd tenyészet-
b6l - pép eldallitdsdra - eltavolitjuk a vizet és

- az 1igy kapott pépet formdzzuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy tanninsavat adagolunk.

3. Az eldz0 igénypontok barmelyike szerinti eljaras,
azzal jellemezve, hogy Bac. thiringiensis vagy Bac. sphaeri-
cus tipusui mikroorganizmusokat tenyésztiink.

4. Az el0z0 igénypontok barmelyike szerinti eljardas,
azzal jellemezve, hogy a tenyészet témegére vonatkoztatva
0,005 - 4 % tannint vagy tannin-szarmazékot adunk a
tenyészethez.

5. Eljaras rovarirtdsra, azzal jellemezve, hogy az 1.-4.
igénypontok barmelyike szerint eldallitott készitményt a

fertdzo6tt feluletre permetezzik.

A meghatalmazott:
ifj. S7entpétdri Adam
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