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E]l presente invento se refiere al procedimiento
de obtencidén de nueves sustancias antibioticas B-41 cultivan
do, en un medio, une cepa productora de B-41, perteneciente
al génere Streptomyces y despuds recuperando el B-41 resul-
tante desde la sustancia cultivada y coencierne & una compo_
gicidn insecticida y acaricida centeniende nuevas sustancias
antibidticas B-41 como un ingredients activo.

Hasta ahore se han usade muches compuestos orgén;
cos comp preparaciones insecticidas y acaricidases Entre lasg
sustancias antibidtioas, sin embarge, sdle pocas sustancias
han side conocidas que tengan efectos insecticidas y aceri_
cidas. Ademés, tedavia no se han puesto en uso préctice.

Come resultade de extensos estudios, se ha encontrg
do que una nueva sustancia antibiotica B-41, que es produci_|
da por uns cepas de B-41 -~ 146, una nueva cepa pertenecciente
al génere de Strepiemyces, ne sdle tiene una actividad aca~
ricida, muche mids elevada, que los cempuestos orgénices, que
tienen actividades soaricidas, sine que tembién es eficaz _
para el control de insectos nocives para la agricultura y la
horticulturs, tales come pulgones, larvas de insectos del

orden de lepidopteros, etce

[+]

Ia sustancis antibidtica B~41 que es el ingredient]
getive de la compesieién insecticida y acaricida, segin el
presente invente, puds: ser gepaerada en nueve clases de sus-
tenciasj Aqy Ag, A3, A4, Bq, Bs, B3, Cir ¥ Cpo

Ias propiedades fisice-quimices de estas sustan_

ciag, son comoe se ilustra en la tabla siguientes.
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Los dibujos esnexos muestran espectroes de gbsorcion
ultravieleta, absercion infrarroja y de resonancie magnéti_
ca nuclear de la sustancia antibiética B-41, en que las fi-
guras 1 a 9 muestran respectivamente los espectros de absor
cién ultravioleta de Ay, Ay, A3, A4y Byy Byy Bgy Cqy ¥ Cp « |
de la sustancia antibidtioca B-41; las figuras 10 a 18 mues-
tran respectivemente los espectrfos infrarrejos de absorcidn

de Aqy Apy A3y Ay, 31; By, B3y Cq ¥ Cp de la sustancia an-

tibiética B-41; y las figuras 19 & 27 muestran respectiva_
mente espectres de resonancia nagnétice nuclear de Aqs Aoy
A3y Agy Bqy Bgy B3y Oq ¥y Op de ls sustancia antibidtica

B"41 °
Ademds, en la tabla expuesta més abajo, se indicar

los valores Rf de las arriba mencionadas sustancies, segin
se midieren de acuerde con cromatesrafia de capa delgada _
usande una pelfouls de manche cromatogrdfice de cepa delga-
de conteniendo un reactive de fluorescencia (disponible de
Tokyo Kasei Kogyo Co Itd: Marca "SPOTFILM-fluorescent").

Le deteccion fué hecha de acuerdo con la intensided de la
fluerescencia emitida cuande cada sustancis fué irradiada

con rayes ultravioleta de 2536 A.
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Sistema
diselvente A

Gel de silice F

A3 A4 B1 32 33 61

Acetons/n~
Hexano 0.47
(30170)

Etil aceta-
to/Bencens 0.61

| (50:50)

Etil acetato/
cloroformo 0.27
(25:75)

Acetona/
Benoeno 0.85

(40:60)

Acetona/
Bengeno 0,39
(15:75)

Etanol/n-
Hexane
(2:98)

Sistema
disolvente A1

032

0,62

0035

0.75

0,32

0042 0044 0047 0061 0063 0022 0024

0,63 0,65 0,79+ 0,80 0,82 0045
0,39 0.41 0,75 0,79 0.81 0.12
0,77 0.79 0.92 0,92 0,92 0.60
0.39 0,39 0.57 0.51 0,53 Q.11

0 0 0 0 0 0

Aldmina T

0647

0.63

0.13

Acetona/n-
Hexano 0.55
(30:70)

Etil aceta~
to/Benceno 0,56
(50:50)

Etil aceta-
to0/clorofor 0,40
ne (35375)

Acetona/
Bencene 0.27
(15:75)

Etanol/n

Hexano
(2:98) 0.17

0.16

0.10

0,10

0.05

0093

0.32 0,34 0.67 0,92 0,92 0

0.21 0.23 0,73 0.81 0,83 O

015 0017 0,63 0.65 0,67 O

0,09 0.11 0.35 0.45 0.47 O

0,07 0,09 0.20 0.42 0,44 O
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De las arriba mencionadas propiedades fisico-quimil
cas, particularmente los elevades espectros de reselucién de
masa, y de los resultades de andlisis de rayos X se ha expli
cado que A3, A4, Boy B3, 01 ¥y Cp de B-41 tienen la siguiente

forme estruciural plana.

1 . 3
Ay H CHj CH;
4, H CH, C,H,
B, O, (CHy Ol
By CH3 CHj CoHs
o, H ~CE,,00C_ H\_j OFf,
E
c, H ~CH,00¢ b Oplly
H

Andlogamente se ha explicade que A, del product

Be4q tiene la siguiente férmula estructural plana

D
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Las estructuras de A, y By de B-41, no éstah cleras.

De la fragmentacioén de los espectros de masa, sin embargo,
gse infiere que son similares en estructura quimica a las _
arriba mencionadas sustancias Aq, A3y 44, Byy B3y Cq ¥ Cpo

Como no existen sustanclias antibioticas conocidas,
que tengan las arriba citadas estructuras quimicas y propie-
dades fisice-quimicas, se ha llegade & la conoclusion de que
el B-41 del presente invento es une nueve sustancia antibio-
ticao

Le cepa B-41-146 del género Streptomyces, que pro-
duce la sustancia entibidtica B-41, tiene las propiedades _
micolégicas mencionadas abajo.

1) Caracteristicas morfoléglcas:

Sobre la mayoria de les medios de laboratorie se
desarrollaren largos micelios aéreos desde un fino micelio
ramificado de substrate y se formaron espiras con espirales
o lazos.

Ne se observaron fragmenteciones del micelio en _
fasge temprana.

Esporas verrugosas mae o menos cortas, 0.6-0.9 x

1o1~105/u formadas en cadenas con 10 -~ 50 conidias.
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las superficies de las esporas.

2)

Extrusiones verrugosas relstivamente cortas, en

y
No se observaron esporangios/esclerotiasa

Caracteristicas de cultivo en varios medios:

i)

ii)

iii)

iv)

v)

Agar de sucresa-nitrate:

Buen crecimiente, substrate de micelio inco
lero; reverse castafie pdlide; micelis aéreo
escase, semi-transparente, coriéceo;pignento
soluble castafie padlide..

Agar de glucosa asparagina:

Crecimiente abundante; substrato de micelie
incelore; teverse castafie pdlide; micelio ag
ree abundanie, celor gris; pigmento seluble
castafle pidlide.

Agar de glicerol-asparagina:

Crecimiento sbundante; substrato de micelio
incelere; reverse, castafle pdlide; micelie
adreo blance, y en declive, se formaron mu-
chos puntos de coler castafie grisdceo claro
en fondo blancoe; pigmente seluble, gris ama
rillente.

Agar de sales inergénicas-almidén:
Crecimiento abundante, substrato de micslio
incolore; reverso, grls amarillento; mice_
lie aéreo gris y en declive, se formaron _
muches puntes smarillentoes palidos en fondo
grig; pigmento soluble, gris eliva clere.

Agar de tiresinm:
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vi)

vii)

viii)

3)

i)

ii)

iii)

Abundante crecimiento: substrato de micelio,
castafio amerille griséceo; reverso cesteflo;
micelio aéreo gris, y en declive se formaron
puntoe grises amarillentos algunas veces en _
fondo gris; pigmento soluble castafio claro.
Agar nutritivo:

Crecimiento pobres substrato de micelie lnco-
loro; reverso castafio pélido; micelie aéreo
escaso, blanco; no se produjo pigmento soluble
Agar de extracto de levadura-extracto de malta
Crecimiento abundante; substrato de micelio,
castaflo amarillo grisaceo; reverso castafio _
amarillento; micelio aéreo abundante, gris y
en declive, se formaron muchos puntos amari_
1llos pélidos en fondo gris; pigmento syluble
smarilloe.

Agar de harina de avenas

Crecimiento sbundante; substrato de micelio
incoloroe; reverse gris oliva; micelilo aéreo
gris y en declive, se formaron puntos amari_
1los pélifios; pigmento soluble, oliva pélido.
Ceracter{sticas fisiologicas:

Alcance de temperatura de crecimiento:

182 - 379 C,

Temperatura optima de crecimiento: 252 - 302 C}
Liquefaccién de gelatina: lenta pero fuertemen
te positiva.

Hidrdlisis de almidon: fuertemente positiva.
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iv) Coagulacién de leche desnatada: positiva _
(282 C), Peptonizacidn de leche desnatadas
positiva /282 C).

v) Formeoidn de melamina: neggtiva.

vi) Reduceidn de nitrate: pesitiva.

vii) Ubilizacion de varias fuentes de carbonn (Agar
de Pridham y Gottlieb)
Grade de utilizacidn
¢ 4+ + Rafinesa
+ + D-glucosa, D-fructosa, sucrosa, I-
ramnose, I-inesitel, D-manitol.

+ L-Arabinosa. D-xylosa.

Por las arriba citadas caracterfsticas esta ceps
estd muy proximesmente relacionada con Streptemyces chatta_
noogensis (International Journal of Systematic Bacteriology
Volo 18, N® 2, pégina 97 (1968), pero difiere de la cepa _
B-41-146 como stgue:

(1) La cepa B-41-146 formé sbundawhemente espiras,
mientras que S. chettenoogensis se ramifice menopodialmenté

(2) Ia superficie de esporas de la cepa B-41-146
es verrugosa mientras que la de S.chattanoogensis es esping

88,
(3)En agar de levadura-extracto de melta y agar

de sal inorgénica-almidén, la cepa B-41-146 formd puntes _
amarilles pélides en fondo gris, pere S.chattanoegensis no
los formd.

(4) La cepa B-~41-146 asimila L-srgbingsa, D-xilesa

e I-inositol, mientras que S. chistlancogensis no asimila es-
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3

tag fuentes de oc&rbono.

En vista de las oustro diferencias arriba menocip
nades, en las propiedades micolbglicas, se juzgd que la cepa
B-41-146 ha sido nueva especie del género Streptomyces. Ia
cepa B-41-146 he sido depositade en el Instituto de Investl |
gaoién de Tecnologfe Indusiriel de microorgsnismos, agencia
de ciencie y tecnologfa industrial en Japbn, con el nimero
de presentacibén Bikokenkinki Ne. 1.438.

Como es bien conocido, los actinomicetos tlenden
a cgusar mutacidn en el mundo natural y por aplicacidn de _
operaciones artificiales, tales oomo por ejemplo irradiecidy
wltrevioleta, irrediascién de radiacidn, tratamiento quimico,
etoc. EL mismo es el ceso con la cepa B-41-146 del presente
invento. Ia cepa B-41-146, & la que se hace referencia en
el presente invento, incluye todos estos mutantes. Xs decir,
en el presente invento todas las cepas, que producen la sug
tancie antibibética B-41 y que no son claramente distingui_
bles de la cepa B-41-146 y mutantes de la misma, se inclu_
yen en la cepa B-41-146.

En el procedimiento del presente invento, la sus-
tancie entibibética B-41 es obtenida cultivando la oepa B-41-
146 en un medio apropiedo y después recuperando la susten_
cia resultente desde el medio. Ie cepa puede eer cultivada
de scuerdo con el cultivo estacionario pero en el ceso de _
que se desfe producir la sustancie antibibtica en grandes
centidades, se prefiere mejor cultivar la cepa de acuerdo
con el cultivo liquido con sireacién y agitacién.

Como medios de cultivo pueden usarse todos ague _
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llos, que se emplean ordinariamente pare el cultivo de cepas
pertenecientes al género Streptomyces. ILos ejemplos de _
fuentes adecusdas de carbbn incluyen elmidébén, dextrins, glu
cosa, maltosa, licor residual de maiz y melszaé y los ejem_
plos de fuentes adecuades demnitrdgeno incluyen extracto de
carne, peptona, extracto de levedura, harins de soja, éasei—
nae, sulfato de amonio y nitrato de amonio. Si fuera necesa-
rio, puede efiadirse potasio, calcio, magnesio, hierro, cobre)
zino, mengeneso, cobalto y sales inorgénicas semejentes o _
elementos menores.

Pare la recuperacidn de la sustencia antibibtica
B-41 del caldo, se ha adoptado un procedimiento convencionall,
tal como la extraccidn con un disolvente orgdnico en presen—
cia o susencia de un agente adsorbente o euxiliar. IEn este
caso, las células pueden ser separadas por filtracidn desde
el oaldo y despuds extraides con un disolvente orgénico, tal
como metenol o acetona, 0 el caldo puede someterse directa-
mente a extraccién ocon disolvente orgénico, tal como cloro_
formo, etil acetato, benceno, n-hexano o ciclohexano.

Para la purificecibén de un B-41 orudo aceitoso, _
obtenido separando el disolvente del extracto, se ha adopta-
do un conocido procedimiento de purificacibnm, tal como croma
tografia de columna o extraccién con disolvente.

El presente invento estd ilustrado en detalle més
abajo coh referencia a ejemplos, pero huelge decir que el _
alcance del invento no estd limitado & los ejemplos.

En los ejemplos, la actividad del caldo fué evalua
de de acuerdo con la immersién de gorgojos de arefia de dos _

manchas, Es decir, hojas de alubie de rifidn, parasitizadas
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con gorgojos de arafia de dos manchas, fueron sumergidas du-
rante un minuto en un extrecto de acetona al T0% del caldo
0 en una dilucién scuose del mismo y después se seoaron al
alre, y se midid la sctivided acariocide despuds de 24 horas
pars determinar la actividad.

EJEMPLO .-

30 litros de un medio de cultivo lfquido (plI de
glrededor de 7.2) conteniende 2,0% de glucosa, 1,0% de hari
na de soja y 0,2% de cloruro sédico se cargaron en un fermen
tador de cubete de 50 litros y despuds se esterilizeron por
calor. Ia cepa B-41-146 fué inoculede en dicho medio y some
tide & cultivo de agitacién aerébico, bejo condiciones, ta-
les como une temperature de 282 C, una aerescibén de 8 litros

/minuto y une agitecibén de 250 r.p.m. Cuande se continué el

cultivo durente 120 hores, el caldo llegd a exhibir un colo;
amarillo brillante. En este fase, se interrumpid el cultivo
y se examiné la actividad. Como resultado une dilucién de
300 veces del celdo mostrd une activided acaricida de 100%.
Subsiguientemente, lae célules fueron separedas por filtra-
oidn desde el caldo y se extrajeron con acetonz y despuds la
acetona fud seperada por destilacidn para obtener 44 g. de
une sustancis de color castafio. Esta sustancia fué extraida
con hexano caliente y después el hexano fué separado por deg
tilgeibn. EL residuo fué disuelto en une pequefia centidad
de metanol y la solucidn resultante fué dejadse reposar por
la noche & -202 C. pars depositar precipitados que entonces
fueron separedos. Después de ello, el metanol fué separado

por destilacidn pere obtener 35 g. de una sustancia aceitosa
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de color castafic. ILa sustancie aceitosa,asi obtenida, fué
sometide a:orsmatografie de columna de allmins y fué eluide
con cloroformo, recogiéndose fracciones eficses de acuerdo
con la sctividad scaricids y después se concentrd el ocloro_
formo. Esta opermcidn fué repetide varias veces pare obte_
ner 8,2 g. de une sustancia orude. Ie actividad acaricide
de le sustancie cruda, fué de 100% cuando se usd- en una con_

centracién de 2 sug/ml.

Te sustencie cruds fué heche pesar a través de una
columne empequetade con "Sephadex IH-20" (nombre de comer-—
cio pare un producto de Pharmacia Co.) y se eluyb con mete_
nol, por lo que se eluyeron en este orden Az, B1, 32 3 A3, y
A4, que son los componentes principales de B-41. BSin embar-
go, estas sustancias se habien solapado entre sf y, por lo _
tento, fueron recuperadss seperadsmente en la forma de dos

grupos de B. + A2 yB., #4 +A_. El grupo B, + A_ fué

1 2 1 3 1 2
sometido a cromatografia de columna de gel de silice y des-
pués se eluyd con cloroforme-etil acetato pare obtener 210 m

de By y 115 mg. de Ay y el grupo By + Ay + Ag fué sometido

e cromatografis de columna de gel de silice para obtener

200 mg. de By y 30 mg. de By, que fué similar e Bp. Subsi-
gulentemente el grupo restante Aq + A3 fué apmetido a croma
tografis de columns de ellmina pers obtener 372 mg. de Agy
42 mg. de Ay y 15 mg. de Ay, que fué similar a Aj. Ademés,
la columna de alfmina, a través de la cual se hebfe hecho _
paser la antecitada sustancia sceitosa de color castafio, fué
repetidemente sometida & elucidén con metanol y cromatografia

de columna de gel de silice para obtener 78 mg. de C, de

U
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B-41 y 52 mg., de Cy de B-41.

Para la preparacién de la composicidn insecticida
y acaricida del presente invenio, se diluyen una o varias
de las sustancias as{ obtenidas A;, Ay, A3, Ay, Byy By, B3,
Cq v C, de B-41 con un soporte y, el fuera necesario, se in

corporan con otros agentes auxiliares, por ls que dicnas _
sustancias pueden formularse en una de las férmulas de pol-
vos, grénules, grénulos fines, polves humectables, concen_
trades emulgables, chorres de acelte, etc. Huelga decir qus
ﬁuede interrumpirse la purificacién en una etapa opcieval _
de purificaoién y la sustancia oruda resultante, que no ha~
ya side oompletamente purificada, puede ser usada como ingrg
diente active. En el oaso de que se desée emplear dicha _
sustancia eruda tal come eatd come ingrediente active, es _
gsuficiente que la sustancis oruda se purifique para alcanzal
una actividad scaricida de 100% a la concentracion de 5 par
tes por millén. En este caso, el contenide de B-41 en la
sustancia orudas, es de alrededor de 50% y los restos son im
purezas del caldoo

El soporte, al que se hace referencia aqui, signi
fica una sustancis sintética o natural inorgénica, gue se
agrega a un insecticida con el fin de hacer quwe su ingredien
te active alcance fAcilmente los objetivos, tales como plen
tas, gorgojos, insectos necivos, etc. o para facilitar el
almacenaje, transporte o manipulacién del ingrediente aoctive.

Ejemples de soportes 86lides adecuados, incluyen
sustancias inorgénices, tales como arcills, talco, tierra

de diatomdceas, caolina, bentonita, carbonato de calcio ¥
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silicate cdlcice sintdtico; resinas naturales y sintéticas,
tales como resinas de cumaronsa, resinas alquidicas y cloru-
ro de polivinile; ceras, tales comeo la cera carnguba y cera
de parafina; cdscaras de nueces y de cocos y harina de soja.

Los ejemplos de seportes liguides, incluyen agua;
alcoholes, tales come etansl, isopropanol y etileno glicolj
glicol &teres, tales como etileno glicol, monofenil é%er y
dietilens glicel monoetil éteri cetonas, tales cemo acetons,
metil isebutil cetons, ciclohexanona, acetofenons e isoforg
na, &teres tales como tetrahidrofurane y dioxane; hidrocar-
bures aremitices, tales como bencens, toluene, Xileno y me-
t1l naftaleno; hidrocarburos clorades, tales como triclore_
etileno y tetraclorure de carbono; fraccienes de petréles
de puntos de ebullicidn medies y altes conteniendo, querose
no, aceites ligeres 6 hidrecarbures aromiticos.

Los ejemplos de impulseores adecuades, incluyen _
gases de furon, gases de petrdleo hechos lfquides, metild_
ter y mondmeres de clorurs de vinilee

Para smulsionar, dispersar, humectar o esparcir
se usa un agente superficie active, que puede ser iénice o
no idnico. Los ejemples de adecuados agentes superficie ac-
tivos anidnices incluyen sales de sodio ¥ ca}cio de dcide -
lignosulfénice, sales de sbdio y potasio de cido oléico,
sal de sodio de dcide laurilsulfénico y sales de sodie ¥y _
calecie de dcide dedecil-benceno sulfenice. Ios ejemples de
adecuados agentes superficie activoes ecatidnices incluyen
aminas slifdticas superieres y condensades: de 6xido de etf

lene de aminas aliféticas superiores. Los efjemples de ade_
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cuados agentes superficie activos no idnicos incluyen glice-
ruros de 4cidos grasos, ésteres de sucrosa de dcidos grasos,
condensados de &xido de etileno de alcoholes alifédticos su-
periores, condsnsados de éxido de etileno de &cidos grasos
superiores, condensados de 6xido de stileno de alquil feno-
les y alquil naftoles y copolimeros de Sxido de etilsno con
éxido de propileno.

La composicidén insecticida y acaricida del prasen=-
te invento pusde contener un agente coloide protector, tal
como gelatina, goma arébiga, caseina, polivinil alcohuol o
Earﬁoximetil celulosa, o un agente tixotrdpico, tal como po-
lifosfato de sodio o bentonita. ka composicidn del presante
invento pueds contener ademds otro compuesto teniendo acti-
vidades insecticidas y acaricidas tal como, por ejemplo,
2-(1-metilpropil)=4,6-dinitrofenil-Z, F-dinetil acrilato,
di-(p-clorofenil-ciclopropilcarbihol, N'-(2-metil-4-clorofe=-
nil)=N,N-dimetilformamidina, 2,4,4',5-tetraclorodineilsulfo-
na, 1,1-bis (p-clorofenil)-2,2,2-tricloroetancl, 0,0-dietil=-
§-(2-stiltio)etil fdsforo-ditioato, 0,0~-dimetil~-5-(N-metil-
N-formilcarbomoilmetil) fosforoditiocato, 2-secundario~butil-
fenil-N-metilcarbamato & m-tolil-N-mstilcarbamato o un acei=
te mineral, por los gue se incrementan todavia més los efec-
tos de la composicidn y, en algunos casos, pueden espgrarse
efectos sinérgicos., Huelga decir gus la composicidén del pre-

sgnte invento puede ser usada en mezcla con cualesquiera de

‘los fungicidas, herbicidas, reguladores de crecimisnto de

plantas, atrayentes, fertilizantes, stc.

Los efectos de las composiciones insecticidas y

acaricidas del presente invento s8 explicardn més abajo con
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referencis a ejemples de ensayo.

Ejemple de ensayo 1:

Cada uno de los concentradoes

niends 20% de ocada uno de A4, A, A3,

¥ Co de B-41 que hablan sido aisladoes

emulsionables conte-
A4, B1, Bz, B3, 01,

de acuerde con el _

mismo procedimiente que en el Ejemple 1, fud diluide = uns

concentracién dads pars preparar una selucion quimica.

Hojas de alubia de rifion infestadas con gorgejos de arafia

de dos manchas fueron sumergidaes durante un minute en la _

arribe mencienada solucion quimica y después se secaron al

gire y se calould la actividad acericida (%) despuds de 24

horas. ILos resultades obtenides fueron como 8¢ exXponan en

la tabla sigulente.
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Ejemplo de ensayoe 2.

Un concentrade emulsionable qonteniendo 20% de un
B-41 crudo, que habia side obtenido purificando 2 veces de
acuerde con oremetegrafis de coelumns de alimina la sustancig
aceitosa de color castafie preparada en el ejemple 1, fué di-
luida @ una concentracién dada para preperar una soluciga _
quimica., Esta solucion quimica fud rociada‘éﬁbre hojas de
manzane, infestadaes con alrededor de 100 gorgojos rojos eurg
peos y, 5 dias después, se contd el nimero de gorgojos Vivos
los resultados obtenidos fueron como los gque se expolnen en
la tabla sigulente.
200 p.p.m. 100 p.p.m. 50 p.p.n.

B-41 erudo 5/108 14/121 50/115
Referencia (Kelthane)  0/97 8/103 56/128
No tratado ae 88/102

(E1 numerador muestra el nimero de gorgojos antes
de reciar y el denominador muestre el nimere de gorgojos vid
ves al tiempo de la cuentsa.)

Ejemple de ensaye 3.

Cada uno de los concentrados emulsionables conte-
niende 20% de cada uno de les B-41 crudes (que sme habia ob-
tenide purificande de acuerdo con cromatografia de columna
de gel de silice la sustancia aceitosa de color castale pre
parada en el Ejemplo 1), y una mezcla cruda de A1 + A2 + A3
(que se hebia obtenido sometiendo dicho B-41 crudo a croma-—
tografia de columna usando un disolvente mixto comprendien—

do etil acetato y bencene (50:50) Ffué diluido & una concen-
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$radién dada para preparar una solucion quimica. Esta solu
cién quimica fud rociada sobre hojas de naranjo infestadas
con gOorgojos rojos citricos y se caloulo la actividad acaric
da (%) despuds de 24 horass. Los resultades obtenidos son _
los expuestos en la tabla siguiente:

20 p.polo 10 DepPele T PePolo 343 DeDPoll

(25

]

B-41 crudo 100¢% 85,54
A1 + Ao + A3 crudo
en mezcls . 100 100

Referencia (Relthane) 90.9 30.8
Ejemplo de ensayo 4.

Cada uno de ‘los concentrados emulsionables eonte _

niendo 20% en ocada caso de una mezcla cruda de A1 + B1 de

B~41 (que se habfa obtenide purificando tres veces de acuer_
do con cromatografia de gel de silice (n-hexano:acetona =

70 3 30) le sustancia aceitosa de coler castafio preparade _
en el ejemplo 1) y una mezcla cruda de Ay, + A3 + By de B-41
(que se habfan obtenido de la misms manera que anteriormente)
fueron diluidos a una concentracién dada para preparar una
solucién quimica, Esta solucién quimica fué rociada sobre
coles chinas, infestgdas con afidos verdes de melocoton y s&
calculd ls mortandad (%) de los afides después de 24 horas.

Los resultados obtenides fueren los expuestos en la tabla

giguiente:

i 250 p.p.m 25 DP.pem 2,5 PeD.I.
Mezola cruda de Aq+ By 100% 92,3% 64.2%
Mezcla cruda de Ax+ A3+ By 100 89,8 52,8
Referencia x) 100 73,1 33,1
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xx) 0,0-dimetil-0-(2,2-diclorovinil)fosfato.

Ejemple de ensaye 5.

Huevos de teladrador de talle de arroz, de la prif

mera generacidn, fueron inoculades a plantas de arroz (va_
riedad "Kinmeze" que se habian plantado en tiestes de 200
cm? y fueron incubades pars permitir que las larvas invadie
ren los talles). Subsiguientemente un polve humectable, _
contoniende 40% de un B-41 crudo, que se habia obtenide pu-
rificande des veces de acuerde con cromategrafis de celumna
de alumina, la sustancia aceitesa de color castafio, prepars
da en el Ejemplo 1, fué diluido a una concentracidén dada y
despuds rociado sobre las plantas en una proporcion de 100
cce. por tiesto. 5 dias después, los tallos fueron henaidos
pare examinar lag larvas vivas y muertas y se caleuld la _
mortendad (%) de las larvas. Los resultados obtenides fue-

ron los expuestos en la tabla siguiente:

100 .pPePole 50 p.polls
B-41 crudo 100% 79.4%
Referencia X¥¥) 82,1 25,5

XxX)  0,0-dietil-O-(2~isopropil-4-metil-6-pirimi
dinil) fésforetioato.

Como se ha visto en los ejeﬁplos de ensayo 1 a 5,
la sustancia antibiotica B-41 es excelente en actividad in-
gecticida y acaricida y tiene efectos bastantes mas promi_
nentes particularmente sobre gorgojos, que los productos _
quimices convencionales.

Los procedimientos para preparar les composiciones
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insecticidas y acaricidas del presente invento,se ilustran
més abejo con referencia a ejemplos de preparacién, en que
todas las partes son de peso.

Ejemplo de preparacioén, 1.

10 partes de un B-41 crudo, que se habiae obtenido
purificando dos veces, de acuerdo coh cromatografia de co_
lumna de gel de silice, la sustancia aceitosa de color cas-
taflo preparada en el Ejemplo 1, fueron mezcladas homogénea-
mente con 5 partes de carbone blance, 50 partes de talco y
35 partes de arcilla. Ie mezcla resultante fud pulverizada
tres veces por medie de un pulverizador del tipo de impacto
y se homogeneizaron de nuevo para obfener un polvo.

Ejemplo de preparascidn 2.

40 partes del mismo B-41 crudo, gue en el Fjem
plo de preparaoién 1 se mezclaren homogéneamente con 20 par
tes de carbono blance, 5 partes de dodecil-bencenosulfonato
de sodio, 2 partes de polivinil alcohol y 33 partes de arci
lla. TIe mezcla resultante fué pulverizada 3 veces por me_
dio de un pulverizador del tipo de impacte y de nuevo se _
homogeneizaren pars obtener un polve humectable.

Ejemple de preparacion 3.

20 partes del mismo B-41 crudo, que en el Ejemplo
de preparaeién 1 se mezclaron homogeneamente con 7 partes
de polioxietileno nonilfenil éter, 3 partes de dodecilben_
cenosulfonato de caleie y 70 pertes de xileno, y la mezcle
resultante fué filtrede pars obtener un concentrado emulsig

nable.

Ejemplo de preparacidn 4.
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10 partes del mismo B-41 crudo, que en el Ejemplo
de preperacion 1 fueren disueltas 10 partes de xileno. ILa
solucion resultante fué mezclada con 80 partes de aceite de
méquina y después filtrada para obtener un rociade de acei_

te.

I —J— A — e — A — A — A S

La presente patente de invencidn consta de las

siguientes reivindicacionss:

1.~ Procedimiente para la obtencion de sustancias
antibiétices B-41-4, B-41-Ap, B-41-A3, B-41-A,, B-41-By,
B-41-Bp, B-41-Cq y B-41-Cy , caracterizade porque comprende
las operaciones de cultivar une cepa productora de B-41 _
perteneciente al género Streptomyces en un medio de cultivo
nutritivo conteniende fuentes de carbeno y de nitrogeno a
uns temperatura de 18 a 379%C, en condicién estacionaria o
aireada hasta que se haya ascumulade en el misme una poten-
cia antibidtice sustancial, y después recuperai dichas sus-
tancias antibidticas, bien sea individualmente o en la for-
ma de mezclas, desde el caldo de fefmentacidon de:acuarde con
métodos de separacidn ordinaries, incluyendo extraccion de

disolvente orginico y/o separascién cromatoegréfica.

Procedimiento para la obtencidén de sustancias
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entibidtices B-41-4, B-41-Ay, B-41-A3, B-41-A;, B-41-B,,

Segin se describe y reivindioa en la presente me-
morie descriptive y se ilustra en los planos anexoes, cuyo
texto consta de 26 hojas foliadas y escrites a maquina por

una sola de sus caras.

Madrid, a
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Fig 23
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Fig25
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Fig 26
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Fig 27
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