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(54) Zptsob vyroby specifického mikrobnfho prepardtu proti larvdm komdrd a muchnilek

Zolisob vyroby specifického mikrob-
niho.preparétu proti larvédm komdrd a mu-
chnidek z krystaloforniho bacila Bacillus
thuringiensis serovar H-14 (israelensis)
submersni metodou za stdlého michdni 4

vzdudnéni pfi teploté 29 - 32 % zao¥ko-

vdnim do sterilni tekuté pddy obsahujici
asimilovatelns$ sacharidy a asimilovatel-
nf organicky zdroj dusiku, vyznadeny tim.

%e asimilovatelnych sacharidd a asimilo=~

vatelného zdroje dusiku s obsahem rdsto-
“yfch faktorl a vitamind se pouZije v po-
méru 1 ¢ 1 a¥% 3 ¢ 1 za pfiddni oligobio~-
gennich prvkd p¥i vychozim pH do 7,5, -

pFidemZ ukonfeni fermentace je p¥i uvol-
néni spor a krystald a tyto se z fermen-
tadni pldy isoluji pFi teplotdch do 80 °¢
za pridavku smédedla a ochranné litky.
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Predmdtny wvynélez se vztahuje na vyrobu nového bakte-
vijniho preparétu jako vysoce selektivniho biologického '
pF¥ipravku na hubeni larev komérd a muchni¥ek sajicich krev.

Boj 8 koméry a muchnilkami jako trapi¥i a prenasedi
néksz je veden ni¥enim jejich larev v piirodnich vodédch,
Dosud k tomu byly pou¥ivény vihradné chemické insekticidy
(chlorované uhlovodiky, karbaméty, organofosféty). Postup=
né se vytvéiela resistence komérd k témto létkém a byly
nahrazovédny novymi ldtkemi &asto s vysokéu toxicitou
pro ¥lovéke a ¥ivodichy. Vyvoldvaly u nich dlouhodobé
onemocn¥ni a ireperabilnf podkozeni. P¥i Sirokych te-
rérnich splikacich plsobily tyto pripravky ne lovneu
zvéP a ¥ivodichy ve volné p¥irodé a zplsobily kritické
sniZenf jejich po¥tu. Rezidua téchto létek se s rostli-
‘nami dostévala do potravy zvifat a vyvolévala nekontrolo-
vatelné premistdnf toxickjch létek i mimo mfsto aplikace.
Pfechodem do tekoucich a spodnich vod se dostévaly zbytky
chemickych insekticidl do zésob pitné a uZitkové vody '
a narusovaly zdrevi i Zivotni prostfedf obyvatelstva.

( Tyto zévainé disledky pouZiti chemickych létek
proti komérim a hlavnd jejich selhéni pri epidemith
melérie, vedly k hledéni pFirodnich u¥innych néhrad,
které by pri vysoké selektivité nebyly prost¥edi cizi,
nevytvéfely rezidua a nepo3kozovely jiné orgenismye

V prib&hu hledéni Byly izolovény nové kmeny bakterie
Bacillus thuringiensis serover.H-7 (aizewai), serovar
He13 (pekistani) a serovar H-l4 (israelensis),
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které jsou wysoce selektivn¥ u¥inné na larvy komérid

a muchnilek, prenasell nékaz a nedkodné pro ostatni
organismy v témfe prostiedi: rostliny, zviifata a &lovéka.
Netvo}{ v prostdedi rezidua, protofe jsou soulésti po-
travy daldich orgenismi a jimi Jjsou odstranovény v kréte
ké dobd z vodniho prostredf i z pidy. Ani souvislé vel-
koplo3né o¥etieni nepolkozuje ostatni organismye.

Zplsob podle vyndlezu umoZnuje provozni vyrobu
specifického bekterijnfho preparétu proti larvém komdrd
a muchniZek z krystaloforniho bacila Becillus thuringiensis
gerovar, H=14 (israelensis), H=-13 (pakistani), H=7 (aizewai)
ekonomickym zpisober ve velkém m&Fitku za pouZiti moderniho

-gzaPbizeni a v kré&tkém &ase 32 ~ 70 hod. |

Vynélez se tykd zplisobu vyroby insekticidmfho bekterijnfho
prepardtu proti komérim z krystalotvorného bacila druhu
Bacillus thuringiensis serovare israelghsis, pekistani
a ‘aizewai submersni metodou za stélého michéni a vzdudnéni
pPi teplotd 29 a¥ 32°C zao¥kovénim do steriln{ tekuté pidy
obsahujicf asimilovatelné sacheridy a esimilovatelny
organicky zdroj dusiku, vyznaieny tim, Ze asimilovatelnych
sacharidl a asimilovatelného zdroje dusiku se pouZije
v pomdru 1:1 a% 3:1, s obsahem ristovych faktord a vitemind
p#i vychozim pH do 7,5, prilem%f ukonZeni fermemtace je
podmindno uvolndnim insekticidni sloZky, které se dédle
z fermenta¥ni tekutiny izoluje a su3i za piidavku sméedle
a ochranné ldtky.

Bacillus thuringiensis serover H-14 (israelensis),
serovar.H=7 (aizawai) nebo H-13 (pakistani), se kultivuje
-aerobn& v submersnich podminkéch ve sterilnim tekutém
mediu za st4lého vzdudnéni a michéni. Kultivadni doba
je 32 @ T8 hod., optimélni teplota 30 :'2'0, vychoz{ pH
se miZe pohybovat mezi 6,5 a 7,5 8 optimem pii 7,0 aZ 7,2
Béhem fermentace se pH udrZuje v tomto rozmezi pomoci
ptisady pufru, naple. KZHZPO4 nebo CaCO3 nebo NaHCO3.

Mi%e byt pouZito réznych tekutych medif obsshujicich
asimilovatelny uhlik a dusike. Zdrojem uhliku mohou byt
asimilovatelné monos di- nebo polysecharidy napX. glukosa
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maltosa, glyeerol, #krob. Asimilevatolnym zdrojem dusiku

je bilkovinny materidl, nejlépe obsahujfel soufasné vitamfny
s rdstov4 fektory, napie kvesnil®ny sutolyzét, kvasnilny
extrakt, su¥ené kvasnice, pepton, sojové mouka,'péeniéné
mouka, kukufi&néd mouka, mouka z odtuln&nych bavlnikovych
x112k8, kaseinovy hydrolyzdt, kukuiri¥ny extrakt, vipalky

po vyrob& alkoholickych népojd spodes Je vFhodné pildat

do kultivadniho media @igobiogenni prvky Jjako ho¥&ik,
mengan, ¥elezo, zinek, vépnik a sodik ve formé solis

Po ukondeni vyvoje a 90=95 % vyspordlovéni kultury
bacilu, kdy se soulasn? uvolni insekticidni krystely,
se U¥inné biomasa spor a inkluzi{ z fermentaini tekutiny
izoluje a sudi. Pred izolaci se vyniché do fermentadni
tekutiny s biomasou laktosa nebo chlorid sodny
(5 a% 308) a smé¥edlo, napie. Triton X 100, Tween 20,
Chevron, Slovasol spe (5 aZ 10 %). Izolace sporového
materidlu se provede odst¥edinim nebo filtrac{ nebo kom-
binaci obou. Fermenta¥ni tekutinu s biomasou je moZno za-
hustit na filmové odparce nebo odstredivkou typu Lavale
Suseni je mo¥no provést ndkolika zplsoby: proudem teplé-
‘ho vzduchu, lyofilizaci, ve vakuové su¥drn&, ve sprayové
sudidce, precipitaci acetonem a nésledujicim vysusenim.
Materiél spor a krystald ve form& suchého présku si ze-
chovévé své insekticidni vlastnosti po ¥adu let, je=li
uskladnén v suchu a chladue "

Aktivite pripravku se urduje biologickym testem na
larvdch komérd Culex pipiens gutogenicus nebo Aedes aegype
ti a srovaénim s mezindrodnim standardem IPS (hodnota
1000 Mezindérodnich jednotek)e Aktivita se vyjadfuje v
Mezindrodnich biologickych jednotkéch. Biologicky test
se hodnoti po 48 hode
Prikled 1.

' %ivné pida na tiepadce, v predodkovecim tanku a fer-
mentadnim tanku mé slofeni: 1,3 % sojové mouky, 1,4 % kukuw
#i¥ného Skrobu, 0,03 % MgS0eTH,0, 0,002% FeSO,eTH,0,
0,002 % ZnSO4.7H20 0,002 % 01012 a 0,1 % NaHCO3o Banky
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na tiepadku na 500 ml se plni 50 ml pidy a zaolkuji se
20 hode. kulturou produkéniho kmene vyrostlého ne Zikmém |
ggeru o sloZfeni: agar 2,0 %, Skrob 2 %, pepton 0,75 %, kvas~
niény autolyzédt 2 %, K HPO, 0,68 %, oligobiogenni prvky 0,1% .
zékladniho roztoku (léSO 17,4 g, MgSO4o7H 0 12,3 gy
MnSO,« TH,0 0,22 g, FeS UgeTH,0 2,0 g, ZnSO,sTH,0 1,44 &,
03012,6H 0 18,3 g, H,0 1000 ml)e Kulturou z 1 Sikmého
agaru 720 EKOVaNy védy 3 banky. Predotkovac{ tank se ol-
kuje 1 a% 3 % objemu 12 hodinovou kulturou z t¥epalky,
fermentor se ofkuje 2=10 % objemu 20 hodin starou kultur-
rou z piredodkovaciho tankue Kultivace ve fermentefnim tenku
probihd p¥i 28 a%Z 32°C za vzdudnéni 1/2 objemem vzduchu
a michén{ 300 ot/min. 32-64 hodin, a¥ dojde k uvolnéni
spor a krystall z 95 % bunék kultury. Po skon&eni fermentace
se do tekutiny v tanku s biomasou B. thuringiensis pFimiché-
v4 laktosa (5 e% 10 % po¥fiténo na sudinu) a Slovasol (10-15%),
michd se 30 mine za soudasného chlazeni a pak se cely objem
sudi na sprayové sudi¥ce (vstup 150 - 200°C, vystup max.
80°C)e Aktivita sudiny se stenovi testém na larvéch Culex
pipiens autogenicus a uréi se‘poéet Jednotek aktivity
preparétu,
Priklad 2.

Zivné pdda pro predofkovaci tank a fermentor se
sklédé z 1,5 % pSeni¥né mouky, 1,0 % glukosy, 0,5 % kvas-
ni¢ného extraktu, 0,1 % lHéPO oTH 0, 0,05 %'MgSO «TH,0,
0,3 % NaCl, 0,01 % Fez(SO ) IS pH upraveno na T, 0 - T, 2.
Predodkovaci tenk se zaoékuae 1«3 % vegetativniho inokula
produkiniho kmene starého 12 hod., vyrostlého na ro-
taénim‘tfepaeim stroji na pldé& obsahujici 1 % ¥krobu,
0,7% % peptonu, 1,5 % kvasniZného autolyzétu, 0,68 K HPO,
a 0,1 % oligobiogennich prvki (viz pFfiklad 1) a kultivuje
‘se p¥i 29 = 30°C za vzdudnéni 1/2 objemem vzduchu a michéni
200 ot/min 20 hod. Timto inokulem se zaolkuje fermentor
ge stejnou pidou. Kultivace ve fermentoru probfhé pi¥i
30°C za vzdusn¥ni 1/2 objemem a michénim 300 ot/min.
40 a% 64 hod., aZ dojde k uvolnini spor a krystall v 95 %
- kulturye :
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K biogase spor a krystald ve fermentalni tekutind se

pridé 5-1@%NaCl a smé¥edlo Syntapon 10 %, zahusti se na
filmové odparce a usudi na sprayové sulifce jako v piikladu le
V ziskaném preparétd se stanovi biotestem na larvéch komérd
Aedes centans polet jednétek aktivitye

Priklad 3e

¥ivnd plda v predotkovscim a fermentednim tenku mé sloZeni
0,75 % peptonu, 0,5 % kvasni¥ného extrektu, 1,2 % glukosy,

0,5 % KHzPO y 0,05 % MgSO «TH,0, 0,3 % NaCl, 0,01 %
Fe (SO ) ° glvné pida v bankéch na tPepadce mé sloZeni 1,0 %
glukosy, l 0 % kvasni&ného autolyzétu, 0,75 % peptonu,
0,5 %K HPO4 a 0,1 % ollgoblogennich prvkl (viz p¥iklad 1).

Postup p¥i inokulaci a fermentaci jsou stejné jeko
v prikladé 1.

Biomasa spor a krystall ve fermentaini tekuting se ochladi
asi ne 20°C a zshusti asi 6-krdt na separétoru typu aAlfa Lavale.
Ke koncentrdtu se prida 1aktbsa (5 aZ 15 ¥ na suéinu) a Smé-
gedlo Triton X 100 (5 a% 10 %), michd se asi 30 min. a
prec1p1tu3e se 2 objemy acetonu. Preclpltét se 0dddl{ filtraci
a sudi se v proudu vzduchu. Aktivita se urduje biotesten
na larvédeh komérd a srovné se s aktivitou mezindrodniho
standardue.-

Pr{klad u¥innosti bekterijniho preparétu na lervy L3 komérea
Culex pipiens autogenicus

mortelita
konce prepe 24 hod 48 hod
0,3 mg/litr 100 % :
0,2 mg/litr 90 % 100 %
0,1 mg/litr 10 % 60 %
0,05 mg/litr . 10% 50 %
0,025 mg/litr o 0% 10 %

kontrola - -
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- 1le Zpisob vyroby . speciﬁ.ckého ‘mikeobniho preperétu proti
. '1arvén komérﬁ a muchnléek z krystaloforniho bacila
" Bagédlus th ur:.ng:.enams serovar He=l4 (israelensis),
H=l3 (pekistani) a He7 (aizewai) submersni{ metodou
ze st#lého michéni a vzdudndni pfi teplotd 29 = 32°C
zaokovénim do sterilnf tekuté pddy obsshujfci esimi-
1lovatelné sacharidy a asimilovatelny organicky zdroj
dusiku, vyznefeny tim, Ze asimilovatelnfch sacheridd
a aamilovatelného zdroje dusiku s obsahem ristovych
fektord a vitamind se pouzije v poméru 1:1 a% 3:1
za pi‘idéni oligobiogennich prvki p#i vychozim pH do Ts5,
pFfitem¥ ukon¥eni fermentace je p¥i uvolnéni spor a kryste-
18 a tyto se z fermentadni pidy izoluji a po p¥idavku
| sméfedla a ochremmné létky se sudi pfi teplotdch do 80°Ce
"2+ Zplsob podle bodu 1 vyznaleny tim, Ze se ;jako ochranné
*  1létka pouZije laktosa nebo chlorid sodnye.

Vytiskly Moravské tiskaiské zavody, Cena: 240 K¢s
provoz 12, Leninova 21, Olomouc
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