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@Resumen:

La presente invencidn revela un bioinsecticida-
larvicida con base en un Bacillus thuringiencis var
israelensis y su método de obtencion, para el control
de larvas o mosquitos vectores.

Este bioinsecticida-larvicida esta caracterizado porque
comprende:

- Micelio agotado de Orellana

- tusa de maiz

- ingrediente activo esporas Bacillus thuringiensis
var israelensis

Este bioinsecticida-larvicida se compone de tres
procedimientos o procesos principales:

a) Método de tratamiento de la materia prima (tusa o
micelio del hongo Orellana Pleurotus spp)

b) Procedimiento para la elaboracion del caldo (Medio
liquido-triptona para mezclar con la materia prima)

¢) Proceso para la implementacién de mezcla entre el
caldo con la materia prima.

Aviso:

Se puede realizar consulta prevista por el art. 41 LP 24/2015.

Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
la Propiedad Industrial cualquier persona podra oponerse a la concesion. La oposicion
debera dirigirse a la OEPM en escrito motivado y previo pago de la tasa correspondiente

(art. 43 LP 24/2015).
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ES 2939 783 B2

DESCRIPCION

Bioinsecticida con base en Bacillus thuringiencisvar israelensis en una matriz de micelio
agotado de hongo Pleurotus spp y su método de obtencién

Campo de aplicacion
Se identificaron los grupos generales en la clasificacion:

Dentro del primer nivel, la presente tecnologia pertenece a la clase internacional general A
gué se refiere a NECESIDADES CORRIENTES DE LA VIDA

En el segundo nivel, la presente tecnologia pertenece a la subclase AOL1 que se refiere a
AGRICULTURA; SILVICULTURA,; CRIA; CAZA; CAPTURA; PESCA

Para el tercer nivel se identificd la subclase AOIN que se refiere a CONSERVACION DE
CUERPOS HUMANOS O ANIMALES O DE VEGETALES O DE PARTES DE ELLOS
(conservacion de alimentos o productos alimenticios A23); BIOCIDAS, p. ej. EN TANTO
QUE SEAN DESINFECTANTES, PESTICIDAS O HERBICIDAS (preparaciones de uso
médico, dental o para el aseo que eliminan o previenen el crecimiento o la proliferacion de
organismos no deseados A61K); PRODUCTOS QUE ATRAEN O REPELEN A LOS
ANIMALES; REGULADORES DEL CRECIMIENTO DE LOS VEGETALES (mezclas de
pesticidas con fertilizantes C05G)

Dentro del cuarto nivel se identificé la subclase AO1N63/00 que se refiere a Biocidas,
productos que repelen o atraen a los animales perjudiciales, o reguladores del crecimiento
de los vegetales, que contienen microorganismos, virus, hongos microscépicos, animales,
p. ej. nematodos, o sustancias producidas por, u obtenidas a partir de microorganismos,
virus, hongos microscépicos o animales, p. €j. encimas o0 productos de fermentacion (que
contienen compuestos de constitucién determinada AO1N 27/00-A01N 59/00) [2006.01]

Dentro del quinto nivel se encontré la subclase AO1IN63/02 que se refiere a Sustancias
producidas por, u obtenidas a partir de microorganismos o animales [2006.01]

Otras clasificaciones dentro de la misma raiz
AO01N25/12

Biocidas, productos que repelen o atraen a los animales perjudiciales, o reguladores del
crecimiento de los vegetales, caracterizados por su forma, ingredientes inactivos 0 modos
de aplicacién (papel fungicida, bactericida, insecticida, desinfectante o antiséptico D21H);
Sustancias que reducen los efectos nocivos de los ingredientes activos en organismos
distintos a los perjudiciales [2006.01]

Polvos o granulados.
1. Descripcién breve

La presente invencion hace referencia a un bioinsecticida-larvicida con base en un Bacillus
thuringiensis var israeliensis en una matriz de micelio agotado de hongo Pleurotus spp. y
su método de obtencién, para el control de larvas de mosquitos vectores. Se puede afiadir
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tusa de maiz en la mezcla, pero la ventaja del micelio es que no hay riesgo de
contaminacién por otros hongos micromicetos invasores, ademas mantiene una actividad
acuosa Aw minima, dando una consistencia que facilita la molienda y una vida Gtil superior
a 2 afos.

Este bioinsecticida-larvicida se compone de tres procedimientos o procesos principales:

a) Método de tratamiento de la materia prima (micelio agotado del hongo Orellana
Pleurotus spp)

b) Procedimiento para la elaboracion del caldo (Medio liquido-triptona para mezclar con la
materia prima)

c¢) Procedimiento para la seleccion de las cepas de trabajo y su posterior criopreservacion
en crioperlas

d) Proceso para la implementacion de mezcla entre el caldo con la materia prima (granulos
de micelio agotado de hongo Pleurotus spp + tusa de maiz dado el caso)

Dichos procesos en resumen utilizan residuos agricolas como el sustrato agotado de
micelio del hongo Orellana Pleurotus spp. Este es triturado a través del tamiz con poro de
3/8" 9,53 mm @ 0,38 pulgadas con la ayuda del molino de matrtillos.

También la tusa del maiz como materia prima, los cuales a través de un tratamiento previo
permiten obtener pellets que conforman el granulado dénde vamos a inocular las esporas
gue se encuentran en el caldo.

Con dichos procesos y materias primas permiten obtener un producto que es un matriz
soporte estructural para las esporas de Bacillus thuringiensis var. israeliensis para su
aplicacion directa en el agua, para el control de larvas 0 mosquitos vectores.

2. Estado de latécnica

En la agricultura moderna se hace necesario emplear productos insecticidas o larvicidas
que no tengan efectos contra la salud humana ni contra los ecosistemas agricolas (ejemplo,
los insectos beneficiosos), el medio ambiente, en su sentido mas amplio y las especies que
no son el objetivo, asi como paisajes y comunidades. En este contexto es posible encontrar
ejemplos donde los insecticidas han tenido un impacto desastroso en todas aquellas
variables y otros ejemplos donde los peligros que representaban han sido mitigados, en
general las consecuencias ecoldgicas del uso de insecticidas, particularmente quimicos,
causan gran preocupacion.

Los insecticidas se encuentran entre las herramientas agricolas que estan mas asociadas
con el dafio ambiental, debido a que su objetivo especifico es matar plagas de insectos y
por consecuencia puede que tenga un impacto letal o subletal en organismos que no son
su objetivo (por ejemplo, recicladores de nutrientes del suelo, polinizadores de plantas y
depredadores de plagas) y reducir o contaminar productos alimenticios.

Los bioinsecticidas hacen uso de agentes patégenos naturales para combatir los insectos
de la manera mas efectiva y selectiva debido a que solamente matan a los insectos a los
que estan destinados.
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Se han evidenciado varias soluciones las cuales a través de sus composiciones permiten
acabar con las larvas, pero que no funcionan en todos los climas debido a sus granulos
congelados, otros productos involucran soluciones pastosas, asi mismo, otras
formulaciones de bioinsecticida son secas y han sido una forma alternativa para resolver
los problemas de larvas ya que son faciles de almacenar, empacar y llevar a areas
infestadas.

A continuacién, se hace una relacion de las invenciones encontradas que apuntan a
resolver el problema técnico planteado, asi como sus principales diferencias y limitaciones
con el concepto inventivo propuesto en la presente solicitud:

NUmero de Publicacion 0378437 (Col)
Estado Negada
Titulo Bioinsecticida basado en una cepa de

bacillus  thuringiensis  (berliner), la
formulacion y los procedimientos de
produccion

Descripcion:

1.- Un agente de control biolégico CARACTERIZADO porque comprende una cepa
nativa de Bacillus thuringiensis depositada bajo nimero de registro ATCC 202194, cepa
que se caracterizd empleando la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
y la cual es altamente toxica contra el insecto del orden Lepidoptera cuyo nombre
cientifico es Spodoptera frugiperda.2.- Un agente de control biolégico de conformidad
con la reivindicacién 1 en donde dicha cepa produce una proteina de 130 a 135
kilodaltons (KDa).3.- Un agente de control biolégico de conformidad con la
Reivindicacion 2, que emplea como ingrediente activo la proteina contenida en un cristal
producido por dicha cepa.4.- Un agente de control biolégico de conformidad con las
reivindicaciones 1 a 3, que emplea como ingrediente activo la espora que produce dicha
cepa 5.- El agente de control biologico de acuerdo con las Reivindicaciones 1 a 4, que
se caracteriza por poseer una concentracion letal media (CL 50) para el insecto
Spodoptera frugiperda entre 80 y 160 nanogramos (ng) de proteina toxica por centimetro
cuadrado de dieta artificial en condiciones de laboratorio.6.- Un procedimiento para la
produccién industrial de un agente de control biolégico de que tratan las
Reivindicaciones 1 a 5, que contiene medios de cultivo con combinaciones de
componentes para alcanzar una concentracion final entre 12 - 15 g/l de ingrediente
activo, con una actividad insecticida contra Spodoptera frugiperda entre 45 - 87.5% de
mortalidad frente a un estandar de dosis letal 50, el cual es una fermentacion que
comprende las etapas de:- preparar un inéculo que corresponde al 10% del volumen del
indculo - activar el indculo a partir de una cepa pura de Bacillus thuringiensis esporulada
y conservada en un medio sélido - mantener el inéculo por un tiempo no mayor a 16
horas, - separar el medio de cultivo obtenido por filtracién, - secar la torta obtenida del
ingrediente activo y someterla a una etapa de reduccion de tamafio en un molino, -
agregar disolventes y/o coadyuvantes de formulacion.

Diferencias:
-Especial para larvas lepidopteras (Mariposas)
-Ataca al Insecto Spodoptera frugiperda (cogollero del maiz)

-Protege cultivos de maiz, algodén, sorgo, soya y arroz
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-Emplea ingredientes en la elaboracion del bioinsecticida (suelo, caldo Luria Bertani,
acetato de sodio)

-La mezcla se incuba por 4 horas -Se calienta a 60 grados por 3 minutos

-La mezcla tratada con calor sobre placas de agar T3 (triptona, triposa, extrato de
levadura, MgCi, Na2.HPO4) -Todo finalmente se incuba durante 16 horas a 30 grados

-Se hace un repique de colonias y se vuelve a incubar a 30 grados por 24 horas -La cepa
esta en el banco de referencia de la American Type Culture Colletion

-La cepa es caracterizada en el instituto de biotecnologia de la UNAL

-El organismo se siembra en el 10% del volumen de fermentacion y crece hasta una
densidad de 0.65 u.a. leia a 600nm

-Informa las materias primas para el cultivo y la inoculacion (fuentes de carbono y fuentes
de nitrdgeno)

-El tiempo de incubacion no supera las 16 horas
-Para fermentar, se emplea un antiespumante
-El proceso de secado se hace a una temperatura no mayor de 30 grados

-El producto resultante es un suspensién acuosa

NUmero de Publicacion 02006152 (Col)
Estado Negada
Titulo Formulaciones de un bioinsecticida con

base en un bacillus thuringiencis var
israelensis y su respectivo proceso de
fabricacion

Descripcion

1.- Una formulacion bioinsecticida con base en entomotoxinas obtenidas del Bacillus
thuringiencis var israelensis con actividad toxica contra insectos dipteros caracterizada
por ser suministrada por un polvo seco con una actividad toxica que esta entre 500 a
1500 ITU (Unidades de Toxicidad Internacionales)/mg de polvo seco, teniendo de otro
lado aditivos tales como secadores quimicos, dispersantes, agentes
aglutinantes/humectantesy protectores contra la luz solar, lo que hace facil la
permanencia del componente activo en el area de aplicacion durante por lo menos 10
dias, manteniendo estable su actividad téxica durante por lo menos 6 meses, sin causar
dafio al ecosistema.2.- La formulacion bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacion 1
en donde la entomotoxina Bti se presenta bajo una forma impura como biomasa toxica
0 esporas Bti.3.- La formulacion bioinsecticida de acuerdo con la reivindicaciéon 1 en
donde la entomotoxina Bti se presenta bajo una forma aislada como biomasa téxica o
esporas Bti..4.- La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacion 1 en
donde los secadores quimicos han sido seleccionados entre tierras diatomaceas, calcita,
arcilla, silice, caolin, diatomita, bentonita, dolomita, fosfato de calcio, leucita,
montmorillonita, y silice calcinada.5.- La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la
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reivindicacion 4 en donde los secadores quimicos estan entre 0,1 a 10% p/p de
diatomita, 0,1 a 10% de p/p de bentonita, 0,1 a 10% de p/p de fosfato de calcio y 0,1 a
10% p/p de silice calcinado

Diferencias
-El producto es un polvo seco

-En su composicion involucra secadores quimicos (Tierras diatomaceas, calcita, arcilla,
etc.)

-Involucra dispersantes, agentes aglutinantes / humectantes y protectores contra la luz
solar

-Esta compuesto por agentes diluyentes, lubricantes
-Involucra un proceso de deshidratacion de mezcla

-El aislamiento y crecimiento de la cepa se hace a través de un proceso de fermentacion
-Involucra una técnica de centrifugacion

Numero de Publicacion US4563344A

Estado Expirada

Fecha Publicacion 07/01/1986

Titulo Controlled release agglomerated Carrier
Vehiculo aglomerado de liberacion
controlada

Descripcion

Un portador aglomerado de liberacidén controlada para pesticidas y similares, compuesto
por porciones preseleccionadas de la médula, la paja fina y gruesa y porciones de anillos
lefiosos de una tusa de maiz que, cuando se combinan en proporciones variables,
definen una tasa de liberacion general para el portador y / o actian como un cebo para
las especies objetivo

Diferencias
-En el vehiculo se puede implementar el pesticida clorpirifos, insecticida, un herbicida
-Tiene un componente de liberacién mas rapida y un componente de liberacion mas lenta

-Implementa como materia prima médula molida (ground pith) separada -Implementa
paja de mazorca molida

-Los componentes de liberacion mas rapida y mas lenta se impregnan con un pesticida
capaz de aglutinante con materia organica antes de ser aglomerado.

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp
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-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-Falta informacion acerca del procedimiento de tamiz a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
méaximo crecimiento de las bacterias)

-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo

-No implementa un proceso de criopreservaciéon de las cepas

Numero de Publicacion US2019059388A

Estado Asignada

Fecha Publicacion 12/07/2019

Titulo Carbon nanosphere-coated bacteria as

mosquito larvicides

Bacterias recubiertas de nanoesferas de
carbono como larvicidas de mosquito

Descripcion

Se proporcionan composiciones y métodos de uso de los mismos para administrar un
insecticida a larvas de insectos transmitidas por agua. Mientras que las células
individuales de las bacterias insecticidas, como Bacillus thuringiensis israelensis (Bti),
son efectivas para matar las larvas de insectos cuando se ingieren, su uso en ambientes
acuosos esta restringido por el tiempo en que las células bacterianas permanecen
suspendidas en el aguay, por lo tanto, estan disponibles para la ingestion por las larvas.
Para aumentar el tiempo que las bacterias insecticidas permanecen en suspension,
ahora se ha encontrado ventajoso mezclar suspensiones bacterianas con nanoparticulas
gue comprenden carbono que se unen a la superficie externa de las células.

Diferencias
-Involucra nanoparticulas de carbono que tienen una bacteria larvicida

-Nanoparticulas esféricas Tienen tamafio de seccidn transversal de aproximadamente
50 nm a aproximadamente 1 um

-Nanoparticulas de carbono se mezcla con un medio liquido

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp




ES 2939 783 B2

-No Implementa residuos organicos como materia prima
-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa) -No indica como
se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona
-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacién de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida -No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se
encuentra en su maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque presurizado

-No implementa un proceso de criopreservaciéon de las cepas

Numero de Publicacion US2004185079A

Estado Abandonada

Fecha Publicacién 23/09/2004

Titulo Floating sustained release pesticide
granules
Granulos flotantes de pesticidas de
liberacion sostenida

Descripcion

Un granulo de pesticida de liberacion sostenida flotante adaptado para la aplicacion de
difusiébn para controlar una poblacidon de insectos en un ambiente acuatico, que
comprende una cantidad efectiva de un ingrediente activo suspendido en un agente
protector solar soluble en agua y un agente de flotacién, dicho ingrediente activo, agente
protector solar y flotacion agente incrustado en una matriz fibrosa insoluble de modo que
cuando dicho granulo esta en contacto con el agua, dicho agente de filtro solar soluble
en agua se disuelve con el tiempo, liberando asi el ingrediente activo en el agua de una
manera de liberacion sostenida. La invencion ademas se refiere a un método para la
produccién de dicho granulo y a un método para controlar una poblacién de insectos al
usar dicho granulo.

Diferencias

-Ingrediente activo esta entre 5-60% en peso
-Tiene un pigmento protector solar natural que comprende humato
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-El agente de flotacion se deriva de al menos uno del grupo que consiste en: perlitas,
vermiculitas, polvo de plumas, cascaras de mani y subproductos de celulosa -Los
agentes son tratados con un material hidréfobo

-El pesticida tiene un tensioactivo -Involucra un material de relleno inerte (Carbonato de
calcio o un silicato) -Tiene un estimulante de alimentacion de larvas (harina de pescado,
harina de soja, harina de semilla de algodén y harina o extractos de levadura)

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp

-No Implementa residuos organicos como materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-Falta informacién acerca del procedimiento de tamiz a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacién de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida -No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se
encuentra en su maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas

Numero de Publicacion US5283060A

Estado Expirada

Fecha de Publicacion 01/02/1994

Titulo Bacillus-containing pesticide granules

Granulos de plaguicidas que contienen
bacilo

Descripcion

Los granulos de pesticidas, especialmente para administrar un pesticida biolégico en
aplicaciones acuéaticas, tienen un nlcleo de ceray el pesticida esta asegurado al nicleo
en una matriz dispersable en agua o soluble en agua. Mas especificamente, la
composicion de pesticida es fluida y flotable en agua, siendo el pesticida biolégico del
género Bacillus y la matriz de recubrimiento proteica

Diferencias

-Tiene una superficie de cera de parafina normalmente sélida
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-Tiene una matriz de recubrimiento de un material adhesivo proteinaceo soluble en agua
asegurado a dicha superficie de cera de parafina

-La cera de parafina tiene un punto de fusion de al menos 40°C
-El material adhesivo formador de pelicula es proteina animal hidrolizada

-La matriz dispersable en agua que encapsula dicho pesticida estd compuesta de un
residuo de fermentacion que comprende carbohidrato y al menos 50% en peso de
residuo proteico

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp

-No Implementa residuos organicos como materia prima

-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-Falta informacion acerca del procedimiento de tamiz a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque presurizado

-No explica como aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas

Numero de Publicacién US5698210A
Estado Expirada
Fecha Publicacion 16/12/1997
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Titulo Controlled delivery compositions and
processes for treating organisms in a
column of water or on land

Composiciones y procesos de entrega
controlados para tratar organismos en una
columna de agua o en tierra

Descripcion

Se describen composiciones de liberacién controlada de materia que comprenden
complejos para tratar una poblacion de uno 0 mas organismos acuaticos en una columna
de agua. Los complejos comprenden al menos un sistema en el que el sistema
comprende al menos un agente bioactivo como un componente seleccionado para tratar
una poblacién de organismos acuaticos, al menos un componente portador y al menos
un componente de recubrimiento para regular la velocidad de liberacién controlada y el
perfil de liberacion de El agente bioactivo en el agua o al menos un agente bioactivo y
un componente de funcién conjunta que puede servir como soporte y recubrimiento para
regular la velocidad de liberacién controlada y el perfil de liberacion del agente bioactivo
en agua, con o sin componentes aglutinantes opcionales y / o materiales de formulacion
adicionales. Los componentes se seleccionan para hundirse o flotar de modo que los
complejos permeen y / o permanezcan en cualquier segmento plano o volumétrico de
una columna de agua durante un periodo de tiempo que sea suficiente para tratar
eficazmente una poblacién de organismos acuéticos. También se describen métodos
para tratar una columna de agua que comprende administrar las composiciones a una
columna de agua 0 a un area seca de preinundacion (pretratamiento) que se desarrollara
en una columna de agua o un area de inundacién. La composicion y el proceso también
se pueden usar para tratar organismos terrestres.

Diferencias
-Sistema controlado -Implementa diferentes agentes bioactivos

-Los componentes de recubrimiento consiste en polimeros organicos solubles en agua
(alcohol vinilico), (6xido de etileno) hidroxipropil metil celulosa o metil celulosa, alcoholes
grasos, acidos grasos y sus ésteres, o ésteres de ftalilo

-Los vehiculos son silices, fibras de celulosa, 6xidos metalicos, arcillas, tierra infusoria,
escoria finamente molida o lava, alcohol polivinilico, copolimeros de alcohol polivinilico,
oxido de polietileno, hidroxipropilmetilcelulosa, papel, hidréfobo, astillas de madera,
alcohol cetilico, alcohol estearilico, vermiculita, corcho molido, bagazo, cascaras de
semillas, papel, materiales de carbono en particulas, almidones o almidones
modificados, carragenina, algina, xantatos, agar o materiales poliméricos en polvo, y
combinaciones del mismo

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp
-No Implementa residuos organicos como materia prima

-No Indica como es el procesamiento de la materia prima -No informa acerca del proceso
de molienda a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida
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-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacién de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque presurizado

-No explica como aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas

Numero de Publicacion EP1306008A1

Estado Retirada

Fecha Publicacion 02/05/2003

Titulo Composition  for  treatment against
mosquito larvae and process for its
preparation

Composiciébn para tratamiento contra
larvas de mosquito y proceso para su
preparacion.

Descripcion

La invencion se refiere a composiciones insecticidas que comprenden un insecticida de
Bacillus thuringiensis. La invencion también se refiere a un proceso para la preparacion
de formulaciones de tales composiciones y al uso de composiciones insecticidas para el
control de larvas de mosquito. La composicibn de la invencidn comprende un
componente insecticida derivado de la cepa Bacillus thuringiensis M-H-14, un
componente portador, un componente para la proteccion contra la luz solar vy,
opcionalmente, la carga y los excipientes. El componente insecticida de Bacillus
thuringiensis M-H-14 es una delta-endotoxina producida por el microorganismo cuando
se esta muriendo. El portador de la invencion es de material vegetal como turba, tusa de
maiz, grano de maiz, cepa de trigo, corcho y grano de semilla de palma. El método para
la preparacion del componente insecticida comprende los pasos de fermentacién de
Bacillus thuringiensis MH-14 en un reactor de fermentacién hasta la finalizacién de la
esporulacién, separando los componentes sélidos del reactor de fermentacion por
centrifugacion para obtener una solucién concentrada llamada crema concentrada,
secado por atomizacidn. crema concentrada para obtener un polvo humectable al diluir
la crema concentrada con una solucion acuosa para obtener una soluciéon acuosa
vertible.
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Diferencias

-Implementa un proceso de fermentacién y centrifugacion -Involucra otras materias
primas vegetales como la turba, el grano de maiz, la cepa P202190065 04-11-2021 19
de trigo, el corcho y el grano de semilla de palma

-Obtiene un producto previo llamado crema concentrada

- Involucra un proceso de secado por aspersion a la crema concentrada para obtener un
polvo humectable

-Al diluir la crema obtiene una solucién acuosa vertible

-Tiene un componente para la proteccion contra la luz solar (humo, bentonita, caolin y
polvo de coral)

-Implementa una la carga de 4% p / p de molasa de remolacha azucarera estéril.

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp

-No Implementa residuos organicos como materia prima

-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de analisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacién con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque presurizado

-No explica cédmo aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas
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| Numero de Publicacion US2003064060A
Estado Abandonada
Fecha Publicacion 03/04/2003
Titulo Mixture of bacillus thuringiensis subspecies

israelensis and bacillus sphaericus for
management of resistance to mosquito
larvicides

Mezcla de bacillus thuringiensis
subespecie israelensis y bacillus
sphaericus para el manejo de la resistencia
a los larvicidas de mosquitos

Descripcion

Un método para controlar las larvas de Dipteran o un método para inhibir el desarrollo
de la resistencia larvicida, controlar las poblaciones resistentes y reducir los niveles de
resistencia en Diptera mediante la introduccién de una cantidad efectiva en larvicida de
una combinacion de una cepa de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis y una
cepa de Bacillus sphaericus en un ambiente que contiene larvas de Dipteran; y se
describe una composicién de la combinacion. Preferiblemente, ambas cepas no estan
genéticamente modificadas.

Diferencias

-Incluye un agente tensioactivo -Involucra un vehiculo inerte (minerales inorganicos tales
como caolin, mica, yeso, fertilizantes, arena, filosilicatos, carbonatos, sulfatos o fosfatos;
materiales organicos tales como azucares, almidones o ciclodextrinas; o materiales
botanicos como productos de madera, corcho, cascaras de arroz, cascaras de mani y
cascaras de nueces.)

-Tiene un conservante, un conservante, un humectante, un estimulante de alimentacion,
un atrayente, un agente encapsulante, un aglutinante, un emulsionante, un tinte, un UV
protector, un tampdén, un agente de control

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp -No Implementa residuos
organicos como materia prima

-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-No indica como se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias)
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-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacién con el caldo

-No explica cédmo aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

Numero de Publicacion US5560909

Estado Expirada

Fecha Publicacion 01/10/1996

Titulo Insecticidal compositions and process for

preparation thereof

Composiciones insecticidas y procesos
para su preparacion.

Descripcion

La invencion se refiere a ciertas composiciones insecticidas de insecticidas ingeribles
seleccionados del grupo que consiste en virus de ADN, virus de ARN y bacterias del
orden Bacillus tales como, por ejemplo, Bacillus thuringiensis var. israelensis atrapada
por un polimero cargado adecuado. La invencion también se refiere a un proceso para
la preparacion y el uso de tales composiciones insecticidas.

Diferencias

-Tiene un estabilizador de luz ultravioleta -El insecticida bioldgico ingerible se mezcla con
el estabilizador de luz ultravioleta y un polimero cargado en un medio acuoso

-El insecticida es un virus de ADN (polihedrosis nuclear), o un virus de ARN

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp

-No Implementa residuos organicos como materia prima

-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-Falta informacién acerca del procedimiento de tamiz a la materia prima (tusa)

-No indica cdmo se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona

-levadura para realizar el in6culo con las esporas

-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida
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-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias) -No Implementa un proceso de filtrado al liquido-
caldo para quitar residuos

-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque presurizado

-No explica cémo aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No es un producto granulado

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas

Numero de Publicacion US5912162

Estado Expirada

Fecha Publicacion 15/06/1999

Titulo Dipteran-active compound and Bacillus

thuringiensis strain

Dipteran-compuesto activo y cepa de
Bacillus thuringiensis

Descripcion

La invencidn se refiere a una nueva sustancia con actividad contra las plagas de insectos
del orden Diptera. La invencioén se refiere ademas a la sustancia que actta junto con un
pesticida relacionado con Bacillus, un pesticida quimico y / o un virus con propiedades
pesticidas. La invencion se refiere ademés a una (s) nueva (s) cepa (s) de Bacillus
thuringiensis que produce dicha sustancia. La invencion se refiere ademas a
composiciones pesticidas que comprenden la sustancia y un vehiculo pesticida, o la
sustancia y un pesticida relacionado con Bacillus, un pesticida quimico y / o un virus con
propiedades pesticidas, asi como métodos para usar las composiciones pesticidas para
controlar una plaga.

Diferencias

-Es un nucledsido de uracilo con tres restos de azlcar y dos fosfatos y desplazamientos
guimicos

-Un método para obtener un mutante o variante de una cepa de Bacillus thuringiensis

-Implementa materiales inertes incluyen minerales inorganicos tales como caolin, mica,
yeso, fertilizantes, filosilicatos, carbonatos, sulfatos o fosfatos; materiales organicos tales
como azucar, almidones o ciclodextrinas; o materiales botanicos como productos de
madera, corcho, cascaras de arroz, cascaras de mani y cascaras de nueces.

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp

-No Implementa residuos organicos como materia prima
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-No Indica como es el procesamiento de la materia prima
-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa)

-Falta informacién acerca del procedimiento de tamiz a la materia prima (tusa) -No indica
cémo se almacena la materia prima molida

-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacion de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida

-No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se encuentra en su
maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacion con el caldo
-No aclara como se almacena el producto en un tanque

-No explica como aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No implementa un proceso de criopreservacion de las cepas

Numero de Publicacion US8454983B2 (En adelante P10)

Estado Activo

Fecha de Publicacion 04/06/2013

Titulo Formulation and delivery of Bacillus

thuringiensis subspecies israelensis and
Bacillus sphaericus in combination for
broadspectrum activity and management of
resistance to biological mosquito larvicides

Formulacion y suministro de la subespecie
Bacillus thuringiensis israelensis y Bacillus
sphaericus en combinacion para la
actividad de amplio espectro y el manejo de
la resistencia a los larvicidas biolégicos de
mosquitos.

Descripcion

Un método para controlar las larvas de Dipteran o un método para inhibir el desarrollo
de la resistencia larvicida, controlar las poblaciones resistentes y reducir los niveles de
resistencia en Diptera mediante la introduccién de una cantidad efectiva en larvicida de
una combinacién de una cepa de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis y una
cepa de Bacillus sphaericus en un ambiente que contiene larvas de Dipteran; y se
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describe una composicién de la combinacién. Preferiblemente ambas cepas no estan
genéticamente modificadas

Diferencias

Implementa un agente tensioactivo, un vehiculo inerte, un conservante, un humectante,
un estimulante de alimentacion, un atrayente, un agente encapsulante, un aglutinante,
un emulsionante, un tinte, un protector de luz ultravioleta, un tampén, un agente de
control de deriva, un auxiliar de deposicioén por pulverizaciéon, un agente de flujo libre y
combinaciones de los mismos

-Los ejemplos de materiales inertes incluyen minerales inorganicos tales como caolin,
mica, yeso, fertilizantes, arena, filosilicatos, carbonatos, sulfatos o fosfatos; materiales
organicos tales como azlcares, almidones o ciclodextrinas; o materiales botanicos como
productos de madera, corcho, cdscaras de arroz, cascaras de mani y cascaras de
nueces.

-Combina una cepa de Bacillus thuringiensis subespecie israelensis y una cepa de
Bacillus sphaericus

-No Implementa micelio del hongo Orellana Pleurotus spp
-No Implementa residuos organicos como materia prima
-No Indica como es el procesamiento de la materia prima

-No informa acerca del proceso de molienda a la materia prima (tusa) -No establece el
tamano de los granulos

-No indica como se almacena la materia prima molida
-No informa acerca de Incluir triptona-levadura para realizar el in6culo con las esporas
-No informa del tiempo de activacién de la fase germinativa / Indica una fase exponencial

-No aplica un proceso de plancha térmica a una temperatura indicada y a una velocidad
establecida -No informa del proceso de andlisis cuantitativo y cualitativo (el caldo se
encuentra en su maximo crecimiento de las bacterias)

-No Implementa un proceso de filtrado al liquido-caldo para quitar residuos
-No presenta el proceso de nebulizacién con el caldo

-No explica cédmo aplica el caldo a través de un proceso de spray a la materia prima
(Tusa, hongo, etc.)

-No informa del proceso de secado por un tiempo y temperatura determinado
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3. Descripcion detallada:

La invencion hace referencia a un larvicida que utiliza como materia prima subproductos
agricolas pero su uso es exclusivamente ambiental, por si no combate una plaga que afecté
a un cultivo en concreto, su funcionalidad se debe a las esporas de Bacillus thuringiensis
var.israeliensis que contiene unas proteinas en forma de cristales &-endotoxina que
presentan una toxicidad especifica cuando son ingeridos por las larvas filtradoras de
mosquitos vectores.

Para lograr el efecto larvicida, la larva debe ingerir suficientes cristales para producir un
desbalance osmatico que altere el sistema digestivo y que provoca que la larva colapse y
muera.

La novedad del uso de la matriz compuesta de micelio agotado de hongo orellana Pleurotus
spp, se hizo una proyeccién de pruebas en banco de hidraulica basica donde se evaluo las
siguientes variables arrastre, flotabilidad, precipitacion vs caudal.

Se puede decir que hay 3 factores criticos que determinan la ingesta-efectividad del
producto por las larvas:

1. Fotolisis: Los cristales &-endotoxina son muy sensibles a la luz solar, pero se ha
comprobado que la matriz de micelio agotado de orellana, al tratarse de un material poroso
se va liberando lentamente y queda mas protegido de los rayos solares.

2. Flotabilidad: La flotabilidad positiva permite que el principio activo se vaya liberando poco
a poco en la parte superficial, dénde pasan la mayor parte del tiempo las larvas
alimentandose. El producto tiene una residualidad de 1 mes desde su aplicacion.

3. Dosificacion: Es necesario aplicar 2,2 gramos por metro cuadrado (m2 ) del espejo de
agua, es importante aclarar que el producto se puede aplicar en seco y se activaria cuando
se inunde. También no esta de mas decir que no se tiene en cuenta la profundidad por las
larvas encontrarse en la mayor parte del tiempo en la parte superficial.

Los bioinsecticidas hacen uso de agentes patdbgenos naturales como control biolégico para
combatir los insectos de la manera mas efectiva y selectiva debido a que solamente matan
a los insectos a los que estan destinados. En cambio, los insecticidas puede que tenga un
impacto letal o subletal en organismos que no son su objetivo (por ejemplo, recicladores
de nutrientes del suelo, polinizadores de plantas y depredadores de plagas) y reducir o
contaminar productos alimenticios.

Aplicacion preferida

La presente invencién revela un bioinsecticida-larvicida con base en un Bacillus
thuringiencis var israelensis y su proceso de fabricacién para el control de larvas o
mosquitos vectores.

El proceso de fabricacion se compone de tres procedimientos principales:
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a) Método de tratamiento de la materia prima (micelio del hongo Orellana Pleurotus spp)

- La tusa o micelio del hongo Orellana Pleurotus spp se recibe en bultos, en el caso de a
tusa esté previamente limpia, es decir sin granos de maiz, seca y libre de cualquier plaga.

- Se le aplica un proceso de molienda, el cual incluye verter la materia prima en un molino
de martillos iniciando un movimiento de tornillo sinfin, ejecutando un tamiz de 3/8" 1.94 cm.

- El molino proyecta las particulas hacia un silo, donde se recolecta, cuando esta lleno el
silo, se transporta en una carreta con sacos de estopa.

- Posteriormente, la materia prima se vierte en la zaranda vibratoria para separar los
residuos y establecer la granulometria deseada para el producto.

- Una vez realizado el tamizaje se recolecta en garrafas de 50 galones (Capacidad maxima
200 litros y 10,8 kg), estos pueden estar dispuestos 0 no sobre estibas. El peso neto con
el producto son aproximadamente 47 kg. El molino tiene una capacidad para moler 85.2
kg/media hora por ciclo x 3 ciclos/dia equivale a 1022 kg/dia. Mas de una tonelada.

- Latusa va a ser usada en los dos procesos siguientes, tanto para dejar el in6culo con las
esporas y para ser usada como medio de soporte de la matriz estructural.

b) Procedimiento para la elaboracidon del caldo (Medio liguido- triptona de soya para
mezclar con la materia prima)

- Ademas del caldo triptona de soya (TSB) también se puede utilizar el caldo Triptona Soja
Extracto de Levadura (TSYEB) con resultados similares.

- Se utiliza la tusa ya previamente tratada para dejar el indculo con las esporas durante
toda la noche (equivale a 12 horas) en caldo triptona levadura (Medio liquido) a temperatura
ambiente (22°C % 2), para tener como resultado que las esporas se activen y pasen a fase
germinativa.

Descripcion detallada del proceso en el que las bacterias se encuentran en fase
germinativa con crecimiento vegetativo (exponencial) y estan preparadas para su
inoculacion en la matriz (tusa de maiz):

1. Se pesan todos los componentes de la mezcla, dependiendo el tipo de caldo utilizado,
en el punto 4 se expone el comportamiento que siguieron ambos medios. El motivo de
utilizar 2 tipos de caldo diferentes es para tener alternativas con los proveedores, ya que
los medios pueden tardar hasta 60 dias en la importacién. Podemos utilizar frasco Pyrex
borosilicato de 500 ml 0 250 ml.

Vamos a exponer el de 500 ml, este es aforado con agua destilada hasta la curva del frasco
y todos los componentes que se pesaron en una balanza volumétrica con precision (d =
0,001 gr) y un peso maximo de 250 gr:

Caldo TSB (en la imagen del |Caldo TSB + YE (componentes
flujograma aparece la informacion de | separados = TSEYB)

la etiqueta)
Caldo Triptone Soya — 15 gr Caldo Triptona Soya — 12 gr
Producto en tusa — 0,42 gr Extracto de Levadura — 3 gr

Granulos micelio agotado orellana
previamente inoculado con los — 0,42

ar
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2. Una vez se vierte cada uno de los ingredientes de la mezcla se afora con agua destilada.

3. Se coloca el frasco en la plancha térmica durante 15 min a 155°C y una velocidad de 7,7
rpm. Ademas, es necesario ubicar un magneto con una longitud equivalente a la base del
frasco, dejando 1 cm a ambos lados de la pared del frasco.

4. Se procede a la lectura del espectrofotometro utilizando unas cubetas de cuarzo, como
blanco se utiliza caldo de cultivo previamente esterilizado en autoclave 15 min a 15 libras
de presion a 121°C para tal fin podemos utilizar frasco pyrex borosilicato de 250 ml (tapa
azul) y después se hace una lectura cada 24 horas, hasta que alcancé una absorbancia de
0,6 a una longitud de onda de 600 nm, esto queda en el espectro del visible.

En la siguiente tabla se muestra en qué tiempo llega a esa absorbancia y en qué momento
se alcanz6 esa absorbancia y que por lo tanto es el momento 6ptimo para la nebulizacién.

Tiempo Caldo Caldo TSB + | Imagen

(solo YE

TSB (componentes
separados =
TSEYB)

0 horas 0,038 0,038
24 horas 0,874 0,060

Muestra = Blanco (agua destilada)

48 horas 0,971 0,540
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72 horas | 0,993 0,613

5. Se selecciona el caldo cuando se encuentra en su maximo crecimiento, ya que es el
momento clave para la nebulizacion.

6. El contenido se vierte para realizar el proceso de nebulizacién del caldo con las bacterias
en crecimiento exponencial Bacillus thuringiensis con tecnologia spraying system con
flujo/hora bajo. Este proceso se enlaza con el flujograma del proceso de la materia prima
enviado anteriormente.

- El proceso indica que se coloca un frasco en una plancha térmica durante 15 min a 155°C
y una velocidad de 7,7 rpm. Ademads, es necesario ubicar un magneto con una longitud
equivalente a la base del frasco, dejando 1 cm a ambos lados de la pared del frasco.

- Se pone a crecer en un tubo de ensayo de 20ml (el motivo de utilizar un volumen pequefio
es tener suficientes muestras por si hay alguna contaminacion) estos se ponen a 37 grados
con un agitador (200 rpm), hasta la mitad de la fase segun la lectura del espectrofotometro
utilizando unas cubetas de cuarzo, como blanco se utiliza agua destilada y después se
hace una lectura cada 24 horas, hasta que alcancé una absorbancia de 0,6 a una longitud
de onda de 600 nm, esto queda en el espectro del visible, esto es para tener un analisis
cuantitativo y cualitativo de las bacterias, es decir, se selecciona el caldo cuando se
encuentra en su maximo crecimiento, ya que es el momento clave para la nebulizacién.

- Finalmente, el caldo se filtra con una bomba de vacio o por gravedad, en ambos
procedimientos con malla de 120 um para quitar trozos de micelio para obtener el liquido
libre de residuos (caldo + bacterias).

c) Procedimiento para la seleccion de las cepas de trabajo y su posterior criopreservacion
en crioperlas

- Una vez alcanzamos 0,6 de absorbancia se hace una dilucién seriada 1:100 (10-2 ) en
fase exponencial (se pueden hacer otras diluciones pero se ha demostrado que se obtienen
suficientes bacterias resuspendidas en dilucién 1:100) a continuacién colocamos las
crioperlas en crioviales de 2 ml, previamente tenemos que seguir los siguientes pasos:

1. Tomar una pipeta de vidrio estéril, pipetear asépticamente 1,8 mL de la dilucién -2 del
indculo con las bacterias resuspendidas mas el caldo y afiadir 0,2 ml de glicerol
(criopreservante). Esta solucién se compone:

° 0,2 ml de glicerol

o 1,8 ml de caldo TSB o TSEYB con bacterias resuspendidas (inéculo).

2. En total seran 2 ml de la solucién que sera vertida en una caja de petri vidrio o plastica
de 9 cm de diametro.
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3. A continuacion, vertemos las crioperlas, en el caso de caja de petri de vidrio con el
movimiento de nuestra mufieca realizando oscilaciones sera suficiente, en caso de caja de
petri plastica se puede utilizar un asa plana estéril para que rueden las crioperlas.

4. Los viales con crioperlas de cepas de trabajo, cuando van a ser usados, se debe sacar
las perlas necesarias y en el menor tiempo posible debe ser guardado, nuevamente, el vial
en el congelador. Se utilizan crioviales de 2 mililitros con crioperlas, ya que estas aumentan
la relacion superficie/volumen y ademas impide que se tenga que descongelar toda la
muestra del crioviales y s6lo se tomé lo necesario para inocular al medio que se dispone
en el tanque.

5. Una vez a la semana hay que valorar la viabilidad y pureza estableciendo la dilucion
minima reduciendo la necesidad de realizar las diluciones seriadas y reduciendo tiempos.

Para conservar las cepas de trabajo se requiere tener la informacion sobre la procedencia,
# pase (en este caso seria quinto pase) y fecha de congelacion.

Se utiliza un congelador de -80 grados Criopreservacion con caldo TSY o TSEYB a la
dilucion 2 1:100 + 20% del volumen de glicerol. (4 dias se requieren para bajar
gradualmente la temperatura):

4 gradog 2oy -20 gradog ey  -60 gradw, -80 grados.

Mediante este proceso conseguimos aumentar la vida Gtil de las cepas de trabajo, estas
pueden ser viables de 5 a 10 afios a -80°C. Si se mantiene a -20°C o0 menos duran maximo
1 afio.

Se conservan en crioviales de 2 ml correctamente marcados con numero del lote
(PTODDMMAA) estd informacién facilitarAd la procedencia. Vamos a desglosar la
informacion implicita en este nimero de lote:

o P Proveedor de materia prima (micelio agotado orellana u otros residuos agricolas).
o T Turno de trabajo (1-2-3 donde se inoculé el caldo con las esporas)

o Numero del técnico/operario del proceso de criopreservacion.

o DDMMAA Fecha de congelacién que se aislo la cepa de trabajo, procedencia, #

pase (en este caso seria quinto pase) y fecha de congelacion (determinar fecha de
caducidad a -80°C en 10 afios y a -20°C en 1 afio).

d) Proceso para la implementacion de mezcla entre el caldo con la materia prima

1. Se utiliza el caldo con las bacterias resuspendidas Bacillus thuringiensis var.israeliensis
filtrado resultante, para realizar un proceso de nebulizacion (dividir en partes pequefias),
dicho caldo se agrega a un tanque (presurizado en acero Inoxidable de 5 galones con
Boquilla atomizada con aire en bronce niquelado) para aplicar a través de tecnologia
spraying system con flujo/hora bajo, al micelio agotado de Orellana, el cual va a ser utilizado
como medio de soporte de matriz estructural.
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2. Operacion de la boquilla manual:
Prueba de Caudal

Medicion del Caudal de salida de la pieza a diferentes presiones de trabajo:

Set-Up \ 11005 SUE1/8A — Diametro de orificio de 3,18 mm @
Presion linea de | Presion linea de | Caudal Liquido: | Caudal Liquido:
liquido atomizacion CALDO TSB + YE | CALDO TSB
(TSY EB)
Unidades: bar Unidades: bar Unidades: ml/min Unidades: ml/min
0.2 0.5 60 55
0.3 0.5 100 95
0.7 0.85 210 180
1. Prueba de Cobertura

Medicion del Angulo

Altura de referencia: 100 mm

Set-Up | 11005 SUE1/8A — Didmetro de orificio de 3,18 mm &
Presion linea de | Presibn linea de | Caudal Liquido: | Caudal Liquido:
liquido atomizacién CALDO TSB + YE | CALDO TSB
(TSY EB)
Unidades: bar Unidades: bar Unidades: mm Unidades: mm
0.3 0.5 100 100

En la parte final de la tabla estan los procesos 6ptimos para cumplir con los intervalos entre
la molienda segun la capacidad instalada para la fabricacion del producto final.

o Los modelos 11005 combinan las caracteristicas de las JN y las JCO ofreciendo
una combinacién de aguja de cierre y limpieza:

o Cuenta con una aguja de cierre manual que permite que se cierre el flujo del liquido
a la boquilla. Ideal para aplicaciones de aspersion intermitentes donde el liquido se puede
llegar a secar en el orificio entre usos.

o La aspersién del caldo a través de una cinta continua o puede ser por caida por
gravedad en un codo PVC de 32” y angulo de 45%. La ubicacion del cabezal de la boquilla
es ese punto es para evitar el impacto del chorro de manera perpendicular a la pared lo
gue produce que queden pegados la materia prima y puede llegar a taponar la tuberia,
ademas que habria sobredosificacion del caldo, no respetando la concentracion
garantizada de 2,8% esporas Bacillus thuringiensis.
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Producto final

1. Una vez realizada la nebulizacion se deja secar en un espacio seco por 24 o mas horas
a una temperatura de 30 grados y humedad relativa menor del 50%. Se han realizado
pruebas de vida util durante 2 afios, en los que se aprecié que no ha crecido ningun tipo
de hongo o levadura oportunista que dafie el producto. Se determiné que la microestructura
de estos pellets es un material suficientemente poroso para albergar estos
microorganismos, importante ya que mantienen una actividad de agua “Aw” minima para
impedir que puedan colonizar microorganismos oportunistas como mesofilos, mohos y
levaduras.

2. Composicion. Para calcular este valor nos basamos al peso del producto terminado con
la correspondiente materia prima que se muele en un turno, eso equivale a 341 kg/ 2 horas
(duracién de la molienda) + incorporacién del principio activo por lo tanto equivale a 344,2
kg. En el molino se introduciran ambas matrices en la proporcion que aparece en la
descripcién inferior 60/40:

o Micelio agotado de orellana:
oDensidad 382 kg/m3

oVolumen 0,53 m3 = 530 litros

oMasa 205 kg = 60%
o Tusa de maiz
oDensidad 480 kg/m3

oVolumen 0,28 m3 = 280 litros

oMasa 136 kg = 40%
Una vez se ha obtenido el tamafio del granulo deseado a través del tamiz se ubica en una
cinta sin fin de 10 centimetros de anchura dénde a continuacion se realizara la aspersion.
o Concentracion ingrediente activo: 2,8% esporas Bacillus thuringiensis
var.israeliensis (concentracion garantizada).

03253 gramos / 341 kg (materia prima total: micelio agotado de orellana + tusa de
maiz)

A modo de resumen por cada kg de producto terminado tenemos:

1. 586 gramos micelio agotado de orellana
2. 386 gramos tusa de maiz

3. 28 gramos ingrediente activo esporas Bacillus thuringiensis var.israeliensis
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La produccion total semanal que se procesa para 15 turnos serian 5115 kg de producto
terminado.

Finalmente se obtiene un producto granulado listo para empacar el cual se utiliza en unidad
de estopa laminada con polietileno interno de dimensiones de 90 cm x 60 cm, debe
asegurarse una proteccién de la humedad, el uso del micelio agotado de orellana mantiene
la actividad de agua al minimo, esto evita el crecimiento de mohos y levadura que puedan
dafiar el producto, el peso neto de cada bulto seran 20 kg. Adicionalmente también se
pueden obtener muestras comerciales del producto cuyo peso es 26,4 gr.

El producto es sostenible ecolégicamente por lo cual reduce los residuos agricolas
brindando un valor agregado.

El producto granulado tiene dos tamafios dependiendo de la masa de agua donde se va a
aplicar

- Aguas estancadas (Pocetas de enfriamiento, depdsitos y reservorios de agua al aire libre,
pozos sépticos, bidones de obra, bocas de riego) donde se implementa un molinillo
universal con un diametro tamiz de 1 mm

- Aguas a escorrentia por lluvia (Sumideros y sistemas de acueducto con leve movimiento)
donde se utiliza un diametro tamiz de 4 mm

En general el producto brinda los beneficios de ser eficaz en el control de larvas de
mosquitos vectores, debido a que se puede esparcir facilmente de forma manual y en
pequeiias cantidades por unidad de superficie.
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REIVINDICACIONES

1. Bioinsecticida-larvicida con base en un Bacillus thuringiencis var israelensis para el control

5 de larvas o mosquitos vectores, caracterizado porque comprende:

e Micelio agotado de pleurotus spp:
10 - Con una densidad de al menos 382 kg/m3
- Con un volumen de al menos 0,53 m3 = 530 litros
- Con una Masa de al menos 205 kg = 60%

e Tusa de maiz

> - Con una densidad de al menos 480 kg/m3
- Con un volumen de al menos 0,28 m3 = 280 litros
- Con una masa de al menos 136 kg = 40%
20 o Concentracion ingrediente activo: 2,8% esporas Bacillus thuringiensis var.israeliensis.

- Al'menos 3253 gramos / 341 kg

25 2. Método de obtencion de un Bioinsecticida-larvicida con base en un Bacillus thuringiencis
var israelensis para el control de larvas o mosquitos vectores caracterizado porque comprende

los siguientes pasos:

30 a) Realizar el tratamiento de la materia prima (micelio agotado del hongo Pleurotus spp):
Este tratamiento comprende:

- Aplicar un proceso de molienda al micelio del hongo Pleurotus spp que implica verter

35 la materia prima, en un molino de martillos, iniciando un movimiento de tornillo sinfin,
ejecutando un tamiz de 3/8” 1.94 cm.

- Recolectar las particulas proyectadas por el molino en un silo.
0 Verter la materia prima en una zaranda vibratoria y separar los residuos.

- Recolectar en garrafas de 50 galones con Capacidad maxima de 200 litros y 10,8 kg.
45
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b) Elaborar el caldo:

Mezclar la tusa ya previamente tratada para dejar el inéculo con las  esporas durante

en caldo triptona levadura (Medio liquido) a temperatura ambiente.

Realizar una dilucién seriada 1:100

Colocar un frasco en una plancha térmica, durante 15 minutos, a 155°C y una velocidad
preferida de 7,7 rpm.

Ubicar un magneto con una longitud, equivalente a la base del frasco, dejando 1 cm a
ambos lados de la pared del frasco.

Se pone a crecer en un tubo de ensayo de 20ml a 37 grados con un agitador (200
rpm), hasta la mitad de la fase segun la lectura del espectrofotometro utilizando unas
cubetas de cuarzo, como blanco se utiliza agua destiladay después se hace una
lectura cada 24 horas, hasta que alcance una absorbancia de 0,6 a una longitud de
onda de 600 nm, esto queda en el espectro del visible,

Seleccionar el caldo cuando se encuentra en su maximo crecimiento.

Filtrar el caldo con una bomba de vacio o malla.

c) Implementar la mezcla entre el caldo con la materia prima

Realizar un proceso de nebulizacion utilizando el caldo con las cepas Bacillus
thuringiensis del filtrado resultante.

Agregar dicho caldo a un tanque presurizado en acero Inoxidable de 5 galones con
Boquilla atomizada con aire en bronce niquelado.

Aplicar el caldo a través de tecnologia spraying system  con flujo/hora bajo, a la tusa
de maiz o al micelo de pleurotus spp.

Dejar secar en un espacio seco por al menos 24 horas, a una temperatura preferida
de 30 grados y humedad relativa preferida de menor del 50%.
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