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Agente bacteriostatico para suspensiones
bacterianas. Se describe una composicion
bacteriostéatica para la fabricacién de suspensiones
bacterianas o suspensiones de proteinas y el uso de
las citadas suspensiones en formulaciones biocidas
y/o fitosanitarios verdes que comprenden una
disolucién acuosa de un poliol y un agente
dispersante en donde la relacion poliol/agente
dispersante esta comprendida entre 30:1 (peso/peso)
y 110:1 (peso/peso). Se describen suspensiones con
un sélido inerte con un tamafio de particula menor a
40 micras y formulaciones biocidas que comprende
un material biolégico como proteinas y cepas
bacterianas. Se describen formulaciones biocidas de
Bacillus subtillis y cistatina.
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DESCRIPCION

Agente bacteriostdtico para suspensiones bacterianas
Campo técnico de la invencion

La presente invencién describe una composicion bacteriostatica para la fabricacién de
suspensiones bacterianas o suspensiones de proteinas y el uso de las citadas suspensiones en

formulaciones biocidas y/o fitosanitarios verdes.
Antecedentes de la invencion

En los ultimos afios existe un interés por el desarrollo de productos fitosanitarios respetuosos
con el medio ambiente que no contenga componentes toxicos para el ser humano ni para el
ecosistema, desarrollandose los biocidas verdes. Entre los biocidas verdes destacan las
diferentes familias, especies y cepas de bacterias con actividad biocida, como por ejemplo
Bacillus spp., Pseudomonas spp. o levaduras. Asimismo, se ha descrito la actividad biocida de

diferentes proteinas con propiedades insecticidas como por ejemplo las cistatinas.

El material biolégico se almacena adsorbido en sustratos inertes, tales como el caolin, silice,

zeolitas, dxidos de zinc, arcillas, tierra de diatomeas, polisacaridos o carbonatos.

Para el uso de los microorganismos en formulaciones liquidas es necesario formular una
suspension estable, es decir, que con el tiempo no se produzcan decantaciones o

precipitaciones del material inerte.

Es conocido que las soluciones acuosas deben contener agentes bacteriostaticos o
conservantes para evitar la contaminacion microbiana. Es conocido el uso de parabenos,
azidas o isotiozolina para este fin. Sin embargo, estos productos son téxicos y contaminantes
del medio ambiente y, en consecuencia, no son adecuados para ser usados en “biocidas

/fitosanitarios verdes”.

Por lo expuesto anteriormente, las formulaciones liquidas que comprenden material bioldgico

tienen diferentes inconvenientes:

-Las disoluciones deben ser homogéneas y no deben presentar separacion de fases en el

tiempo,

-Las formulaciones deben mantener su actividad biocida en el tiempo, es decir, el

microorganismo debe ser viable durante al menos dos anos,
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-Las formulaciones no deben contaminarse con microorganismos exdgenos sin usar agentes

bactericidas o conservantes.

El experto en la materia conoce la existencia de agentes dispersantes que garantizan la
estabilidad de las suspensiones pero los agentes disperantes son incompatibles con las la
viabilidad posterior de las bacterias. Por otra parte, el contenido en agua es un factor critico;
una baja concentraciébn en agua no garantiza una correcta homogenizacién de las
suspensiones, produciéndose la precipitacion de los excipientes o soportes de las bacterias, y
por otra parte, un contenido excesivo en agua acelerard la contaminacién microbiana de las

formulaciones por parte de otras especies de bacterianas o hongos.

Los documentos mas cercanos a la invencién, W0200624095, CN101048136, CA110384 y
US2006270745, describen composiciones que comprenden disoluciones que comprenden
polioles y agentes dispersantes que son utilizados para la formulacién de emulsiones y micro

emulsiones en aceite/ agua (O/W).
Objeto de la invencidn

El problema que resuelve la invencidn es encontrar un agente bacteriostatico, respetuoso con
el medio ambiente, que evite la contaminacién microbiana exdgena en las soluciones acuosas

y garantice la estabilidad de las suspensiones en el tiempo.

La solucidn encontrada por los inventores es una mezcla, libre de fase grasa, que comprende
un poliol y un agente dispersante en donde la relacién poliol/ agente dispersante esta

comprendida entre 30:1 (peso/peso) y 110:1 (peso/peso).

Otra ventaja de la invencidn es garantizar la estabilidad fisica de las suspensiones bacterianas
inoculadas en su soporte inerte. Mediante la seleccion de policarboxilato sddico o
naftalensulfonato condensado como agentes dispersantes se obtienen suspensiones en las

gue no se observa precipitacién de los solidos inertes suspendidos.

Adicionalmente, la alta concentracidén en polioles proporciona a las suspensiones una elevada

viscosidad y se evita el uso de modificadores reoldgicos, como la goma xantana.

Otro problema resuelto por la invencion es garantizar la viabilidad de los microorganismos y

proteinas en las suspensiones Yy la actividad biocida de las formulaciones.

Las formulaciones biocidas con Bacillus subtilis mostraron la misma efectividad de las

formulaciones sdlidas de Bacillus subtilis contra la Sclerotinia de la lechuga.
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Descripcion de la invencion

En un primer aspecto la invencién describe una disolucién acuosa de un poliol y un agente
dispersante en donde la relacidn poliol/agente dispersante estd comprendida entre 30:1

(peso/peso) y 110:1 (peso/peso).

Los agentes dispersantes comprenden alquilo-sulfonatos o sales de ésteres sulfiricos que
deriven de monoalcoholes, sulfonatos o sales de ésteres sulfuricos de polialcoholes o de
aminoalcoholes o de sus derivados, ésteres de acidos grasos superiores con acidos sulfénicos
hidroxialquilos o sus sales, productos de sulfatacién o de sulfonacion de grasas, aceites, ceras o
acidos grasos superiores, o de sus ésteres, con monoalcoholes, derivados de 4&cidos
sulfocarboxilicos o sulfopolicarboxilicos de bajos pesos moleculares, arilo-o alquiloarilo-
sulfonatos, derivados del acido fosfdérico , aminas o poliaminas, compuestos de amonio
cuaternario, compuestos de fosfonio y sulfonio, amidas, sulfonamidas, acidos amino-
carboxilicos, hidroxilatos de proteinas, ésteres de acidos carboxilicos, derivados de la lignina,

resinas naturales o sintéticas o sus sales, glucdsidos, mucilagos o saponinas.
Los polioles son compuestos que tienen varios grupos hidroxilo, libres o esterificados.

Los soluciones obtenidas tras adicionar la mezcla poliol/ agente dispersante a diferentes
cantidades de agua no mostraron crecimiento bacteriano hasta que la cantidad de agua fue

mayor al 50% (peso/peso)

Los polioles utilizados fueron glicerina, sorbitol y monopropilenglicol. Los dispersantes
utilizados fueron policarboxilato de sodio, naftalensulfonato sdédico condensado,
alquilsulfonato sédico, dispersantes poliméricos anfotéricos, polimeros acrilicos de estireno

modificado.

En un segundo aspecto, la invencidén proporciona suspensiones con un sdlido inerte con un
tamafio de particula menor a 50 micras en la soluciones acuosas con la mezcla poliol/agente
dispersante fueron estables tras la centrifugacidn, para concentraciones de sélido hasta el 2%.

Los sdlidos inertes utilizados fueron caolin, zeolita y silice.

Los mejores resultados, sin formacién de espuma persistente, se obtuvieron cuando el agente
dispersante fue policarboxilato sddico o naftalensulfonato sddico, la relacion poliol/agente
dispersante fue 50:1 (peso/peso) y el contenido en agua menor al 50 % (peso/peso) sobre el

total de la suspension.
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Las suspensiones anteriores admiten el uso de cualquier tamponante para ajustar el pH:
citratos, fosfatos, etc. Asimismo, las suspensiones pueden contener diferentes mojantes como
esteres de sorbitan etoxilados, alcoholes etoxilados, alquilpoligocésidos y sus sales, ésteres de
sorbitol, con el fin de garantizar un tamafio adecuado de gota en la aplicacion del producto y

su correcta adherencia sobre la superficie foliar.

La fabricacion de suspensiones bacterianas se realiza segun el siguiente procedimiento. Una
cepa bacteria valorada se inocula en un soporte inerte de caolin o equivalente; posteriormente
se prepara la solucién acuosa junto con los dispersantes y el agente tamponante hasta
solucidon completa, se aflade una cepa bacteriana valorada adsorbida en su soporte inerte en
constante agitacién entre 1000 y 1500 rpm con un dispersor tipo Cowles hasta incorporacién
completa y se lleva a volumen con el poliol hasta alcanzar la concentracion deseada de la

bacteria

El procedimiento anterior es adecuado para cualquier microorganismo, como Bacillus subtilis,

Psedomonas, levaduras e incluso proteinas.

Los estudios de estabilidad acelerados a 542C no produjeron una disminucidn en la viabilidad
de los microrganismos a los 14 dias y estos resultados garantizan que la suspension bacteriana

a temperatura ambiente (202C) serd estable durante al menos 2 afios.
Ejemplo 1. Actividad bacteriostatica las mezclas poliol/agente dispersante

Se prepararon diferentes muestras variando la relacion de poliol/agente dispersante en agua.
Las muestras se almacenaron-en botella cerrada a 202C, durante 6 meses. Se determinaron las

unidades formadoras de colonia segln el método descrito en la US Pharmacopeia.

Poliol =P Peso Dispersante=D Peso | Agua | P/D Agua |D
(g) () | (g) (%) (%)
1 | Glicerina 50,1 Atlox 4915 1,0 30 50,1 37% 1,2%
2 | Glicerina 50,6 Emulson AGPSBV 4 | 1,2 30 42,2 37% 1,5%
3 Glicerina 52,1 Atlox Metarsperse | 1,2 30 43,4 36% 1,4%
500 L
4 Glicerina 50,5 Emulson AG/TP1 1 30 50,5 37% 1,2%
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5 Glicerina 50,6 Emulson AGPSBV 4 | 1,3 30 38,9 37% 1,6%
6 | Glicerina 50,9 Emulson AG | 1,3 30 39,2 36% 1,6%
TRST60

7 | Glicerina 50,1 Madeol AG W 90 1,3 30 38,5 37% 1,6%
8 Glicerina 52 Madeol MW 1,3 30 40,0 36% 1,6%
9 | Glicerina 50,8 Madeol AGOR95 | 0,9 30 56,4 37% 1,1%
10 Emulson AGPSBV 4 | 1,04

10 Madeol AG W 90 0,03

10 | Sorbitol 84 Total 1,07 | 44 78,1 34% 0,8%
11 | Monopropilen | 50,1 Madeol AG W 90 1,2 30 41,8 37% 1,5%

glicol

12 | Glicerina 1148 | Emulson AGPSV4 | 10,0 | 80 114,4 6% 0,8%
Donde

Atlox 4915 es un dispersante polimérico anfotérico,

Emulson AG PS BV 4 es un policarboxilato de sodio,

Atlox Metarsperse 500 L es un polimero estireno acrilico modificado,

Emulson AG/TP1 es un derivado acrilico en una dispersidn acuosa,

Emulson AG TRST60 es una amino sal de un poliarilfostato éster,

Madeol AG/PWA es una sal sédica de un alquilnaftalensulfato,

Madeol AG W 90 es un naftalensufonato condensado,

Madeol MW es un alquilnaftalensufonato condensado,

Madeol AG OR 95 es un naftalensulfonato condensado,
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Tras la incubacién en todas las muestras la carga microbiana fue menor a 1000 unidades

formadoras de colonia por gramo (<1000 UFC/g).

Ejemplo 2. Estabilidad de las suspensiones

Se prepararon diferentes suspensiones en agua de un material inerte con un tamafio de
particula de 40 micras con diferentes mezclas de poliol/ agente dispersante y con diferentes

solidos inertes.

Poliol Peso Dispersante Peso(g) | Agua Sélido | Peso
(g) (g) (g) (g)

1 Glicerina 50,1 Atlox 4915 1 30 Caolin |1

2 Glicerina 50,6 Emulson 1,2 30 Zeolita | 1,2
AGPSBV 4

3 Glicerina 52,1 Atlox 1,2 30 Caolin | 1,2
Metarsperse
500 L

4 Glicerina 50,5 Emulson 1 30 Silice 1,1
AG/TP1

5 Glicerina 50,6 Emulson 1,3 30 Caolin | 1,0
AGPSBV 4

6 Glicerina 50,9 Emulson AG | 1,3 30 Caolin | 1,1
TRST60

7 Glicerina 50,1 Madeol AG W | 1,3 30 Caolin | 1,3
90

8 Glicerina 52,0 Madeol MW 1,3 30 Caolin | 1,3

9 Glicerina 50,8 Madeol AGOR | 0,9 30 Caolin |1
95
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10 Emulson 1,04
AGPSBV 4

10 Madeol AG W | 0,03
90

10 Sorbitol 84 Total 1,07 44 Caolin | 0,1

11 Monopropilenglicol | 50,1 Madeol AG W | 1,2 30 Caolin | 1,2
90

12 Glicerina 50 | - 0 30 Caolin | 1,1

13 Sorbitol 50,0 Atlox 4915 1 30 Caolin |1

14 Sorbitol 50,6 Emulson 1,2 30 Zeolita | 1,2
AGPSBV 4

15 Sorbitol 52,1 Atlox 1,2 30 Caolin | 1,2
Metarsperse
500 L

16 Sorbitol 50,5 Emulson 1 30 Silice 1,1
AG/TP1

17 Sorbitol 50,6 Emulson 1,3 30 Caolin | 1,0
AGPSBV 4

18 Sorbitol 50,9 Emulson AG | 1,3 30 Caolin | 1,1
TRST60

19 Sorbitol 50,1 Madeol AG W | 1,3 30 Caolin | 1,3
90

20 Sorbitol 52,0 Madeol MW 1,3 30 Caolin | 1,3

21 Sorbitol 50,8 Madeol AGOR | 0,9 30 Caolin |1
95

22 Sorbitol L 0 30 Caolin | 1,3
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23 Glicerina 1148 Emulson 10.0 80 Caolin |1
AGPSBV 4

Las muestras se centrifugaron durante 15 minutosa 1735 rpm con un agitador tipo Cowles.

Los resultados muestran que cuando se utiliza como disperesante naftalensulfonato
condesado o policarboxilato sédico, tras a centrifugacién no se observa la precipitacidn de los

solidos dispersados.
La muestras 12 y 22, sin agentes dispersantes, presentaron la precipitacion del caolin.

En los demdas casos se observé la presencia de una espuma persistente o la presencia de

solidos precipitados

Ejemplo 3. Estabilidad la suspensiones en funcidon del contenido de sélidos.

Se prepararon diferentes suspensiones utilizando policarboxilato sédico (Emulson AG PS BV 4)

como agente dispersante. Se adicionaron diferentes cantidades de sdlido inerte.

Poliol Peso | Dispersante Peso(g) | Agua Sélido | Peso

(8) (8) (8) (g)

1 Glicerina 50,6 Emulson 1,2 30 Caolin | 10,1
AGPSBV 4

2 Sorbitol 50,4 | Emulson 1,2 30 Caolin | 5,5
AGPSBV 4

3 Monopropilenglicol | 49,5 Emulson 1,3 30 Caolin | 2,6
AGPSBV 4

4 Glicerina 50,1 Emulson 1,3 30 Caolin | 20,0
AGPSBV 4

5 Emulson 10,03

AGPSBV 4
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5 Tween 85 8,57

5 Glicerina 1148 | Total 18,6 77,9 Caolin | 1,1

No observdndose precipitados después de centrifugar durante 15 minutos a 1735 rpm.

Ejemplo 4. Fabricacion de las suspensiones bacterianas con actividad biocida

0,10 gramos de caolin que contenia 10 *° ufc/g de Bacillus subtilis cepa IAB, obtenida segun
ES24002726, se disolvid en agua destilada, se adicionaron los agentes dispersantes y se
homogenizd la suspension. Posteriormente, la suspension se diluyé 100 gramos (cps) con
polioles. El pH de la suspensién se ajustdé a pH 7 con acido citrico. La concentracién de la

suspension obtenida fueron 10’ ufc/g.

Los agentes dispersante y polioles utilizados fueron:

Muestra Peso agua (g) | Agente dispersante Peso agente | Poliol cps 100 g
dispersante(g)

1 7.5 Emulson AGPSBV 4 1.20 Glicerina

2 6 Madeol AG W 90 1.50 Sorbitol 70%

3 7.6 Emulson AGPSBV 4 2.50 Monopropilenglicol

4 8 Emulson AGPSBV 4 2.30 Glicerina

5 12.3 Madeol AG W 90 3.60 Sorbitol 70%

6 7.5 Madeol AG W 90 1.65 Monopropilenglicol

Las suspensiones bacterianas se prepararon sin la adicidn de agentes conservantes, tales como

azidas, isotiazolinas o parabenos.

Ejemplo 5. Efectividad de las suspensiones contra la Sclerotina de la lechuga

Una suspension bacteriana liquida de Bacillus subtilis cepa IAB con una concentracién de 10’
ufg/g fue igual de efectiva contra la Scleriotinia de la lechuga que una formulacién sélida

Bacillus subtilis cepa QST 713 en tierra de diatomeas con una concentracién de 5.13*10%

ufc/g.

La suspensién bacteriana con una concentracién de 10’ ufg/g se diluyé en agua a diferentes
concentraciones: 300 mL/100l; 600 mL/100 |; 1000 mL/100 | y estas diluciones se emplearon

como agente biocida contra la Sclerotina de la lechuga

10
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Como agente biocida de control se utilizé Serenade Max® al 15,65% con una dosis de 4 kg/Ha,

que aproximadamente equivale a 4 mL/100I

Se observo actividad biocida en todas las muestras.

Ejemplo 6. Fabricacion de suspensiones de proteinas con actividad biocida.

100 mg de una cistatina en 1 gramo de caolin se 7.7 gramos de agua destilada. Se adicionaron
1.04 gramos de policarboxilato sédico (Emulson AG PS BV 4) y 0.03 de naftalensulfonato
condensado. La mezcla se homogenizé y se aiiadieron 119.34 gramos de sorbitol 70. El pH de
suspension se ajustd a pH 7 con &cido citrico. Concentracidn de la suspensién 107 ufc/g. La
suspension fabricada inhibié la actividad de las catepsinas, por lo que las suspensiones

proteinas no pierden la actividad biocida de las cistatinas.

Ejemplo 7. Estudio de estabilidad de las suspensiones bacterias de Bacillus subtilis

Se realizd un estudio de estabilidad acelerado de una suspensidon bacteriana de Bacillus
subtilis cepa IAB con una concentracidn de 1*10’ ufc/g obtenida segun el ejemplo 4 muestra

1.

Los parametros medios fueron aspecto, pH, concentracion del principio activo, estabilidad de

la suspensién diluida al 5%.

Las condiciones de almacenamiento fueron 14 dias a 54°C, estando las muestras

acondicionadas en botellas cerradas de plastico.

Los resultados obtenidos se detallan a continuacion:

Ensayo Especificacion T=0 T=54 dias
Aspecto Dispersion Conforme Conforme
homogénea

amarillenta con olor

caracteristico

pH 7-7.5 7.25 7.22
Estabilidad de la | Homogénea a las 18 | Conforme Conforme
suspensioén al 5% horas

11
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B. subtilis Mayor 10’ ufc/g 1.40*10’ ufc/g 1.38*10’ ufc/g

Los resultados obtenidos garantizan la estabilidad de la suspensién durante 2 afios a

temperatura ambiente.

12
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Reivindicaciones

1. Agente bacteriostatico que comprende una disolucién acuosa de
- un poliol y
- un agente dispersante

caracterizado porque la proporcidn poliol/ agente dispersante estd comprendida entre 30:1

(peso/peso) y 110:1 (peso/peso).

2. Agente bacteristatico segin la reivindicacién 1 donde el agente dispersante es

naftalensulfonato condensado o policarboxilato sédico.

3. Agente bacteristatico seglin la reivindicaciones 1-2 caracterizada porque el poliol es

monopropilenglicol, glicerina o sorbitol.

4. Agente bacteristatico segun la reivindicacidn 3 caracterizada porque el contenido en agua

es menor al 40% (peso/peso)

5. Suspensién que comprende el agente bacteriostatico segun las reivindicaciones 1-4 y un

solido inerte insoluble en agua con un tamafio de particula menor de 40 micras.
6. Suspension segun la reivindicacidon 5 tamponada a pH 7.

7. Formulacién que comprende la suspensidn segun las reivindicaciones 5-6 y una bacteria con

actividad biocida.

8. Formulacién que comprende la suspensidn segun la reivindicacion 7 y una cepa de Bacillus

subtilis.

9. Formulacidn segun las reivindicaciones 7-8 caracterizada porque no contiene agentes

conservantes.

10. Uso de las formulaciones segln las reivindicaciones 7-9 para la fabricacién de un biocida

contra la Sclerotinia de la lechuga.

11- Formulacién que comprende la suspension seguln las reivindicaciones 5-6 y una proteina

con actividad biocida.

12. Formulacidon segun la reivindicacion 11 donde la proteina es cistatina.

13
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13. Un procedimiento para la fabricacién de las formulaciones segun las reivindicaciones 7-9

gue comprende:

-la inoculacién de una cepa bacteriana en un soporte sélido inerte insoluble en agua,

-la dispersién en agua,

-la adicidn de agentes dispersantes

-la adicion de un poliol,

-el ajuste a pH 7.

14
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Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 ES 2370561 T3 (BAYER CROPSCIENCE AG) 20.12.2011
D02 Base de datos WPI, semana 200851; Thomson Scientific, Londres, GB;

[Recuperado el 29.10.2014] Recuperado de EPOQUE;

AN 2008-H99709 & JP 2008127366 A (TSUB) 05.06.2008

D03 Base de datos WPI, semana 199342; Thomson Scientific, Londres, GB;
[Recuperado el 29.10.2014] Recuperado de EPOQUE;

AN: 1993-331338 & JP H05238913 A (SUNR) 17.09.1993

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucién de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

El objeto de la presente invencién es un agente bacteriostatico que comprende una disolucidon acuosa de un poliol y un
agente dispersante en una proporcion de entre 30:1y 110:1 en peso. También se reivindica una suspension que comprende
dicho agente bacteriostatico y un sélido inerte con un tamafo de particula menor de 40 micras y una formulacién quimica
que comprende dicha formulacién y una bacteria o una proteina con actividad biocida como ingrediente activo.

El documento D1 divulga suspensiones de sustancias con actividad biocida en glicerol en una proporcion de éste de al
menos un 60% en peso. Dichas suspensiones se utilizan para la formulacién de concentrados utilizados en el campo de los
productos fitosanitarios .En concreto, en la descripcion se indica la utilizacion como componentes de la suspension de
Morwet EFT y Morwet DB que son derivados de alquil naftalensulfonatos, y que es una de las dos posibilidades de producto
dispersante que se mencionan en la reivindicacién 2 de la solicitud. Ademas en la tabla 1 se indica la utilizaciéon de caolin
en la suspension. En cuanto a la sustancias con actividad biocida que se afiade a la suspension se citan una amplia
variedad de principios activos entre los que se incluyen agentes biolégico como hormonas o bacterias, en concreto Bacillus
spec.

Por lo tanto a la vista de este documento las reivindicaciones 1 a 9 y 13 de la presente solicitud no tienen novedad ni
actividad inventiva. (Art. 6.1y 8.1 LP).

En cuanto a la reivindicacién 10, relativa al uso de una formulacién que contiene la suspension de la invencién con Bacillus
subtilis como ingrediente activo para la fabricacion de un biocida contra la Sclerotinia de la lechuga carece de actividad
inventiva dado que ya son ampliamente conocidas en el estado de la técnica (ver documento D3) el uso de formulaciones
gue contienen Bacillus subtilis como biocida contra la Sclerotinia. (Art. 8.1 LP).

Por dltimo las reivindicaciones 11 y 12, relativas a formulaciones que contienen proteinas con actividad biocida y en
concreto, cistatinas, también carecen de actividad inventiva dado que ya es conocido en el estado de la técnica (ver
documento D4) el uso de estos compuestos como biocidas. (Art. 8.1 LP).
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