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La presente invencién trata de la preparacién

de 1nsect1cldaq mlcroblanos mediante el cultivo de Bnclllus

tam und W.M. Waites, Biochem. J.Vol. 109, paginas.79% 'a 801,

thurlnglen31s 0 bacilos afines. . .

La A

Por:'lo tanto, esta invencidn se relaciona con un

nuevo piocedimiento para la biosintgsis de un insectipidé
microbiaﬁo que contiene esporas y endotoiina cristaliné;l
que se caracterlza porque el mlcroorganlsmo Bacilus thrln-
giensis o un bacllo similar se cultiva en un medio nutrltl—
vo, con formacién de esporas, de modo que se impida la pre-
matura lisis deAlas células causada por la aireacidn durénfe
el cultivo sﬁmergido, entes de finalizar la formacién de
las esporas. ) .
Se conoce que la lisis prematura de las célu-
las durante el cultivo trae consigo bajos :éndimienfos Yy
efectividad menor del bioinsectiéidé a la vez que aumenta
su toxicidad. ' S

' -La presente invencién.provée un método mejorad¢
para la produccidn de esporas y endotoxina cristalina en el
procedimiento en el cual la fisis prematura de las células
bacterianas se produce normalmente como resultado de proce-
sos enziméticos inducidos por la aireacibn. '

. La demora en-la formacién de las esporas duran-
te el desarrollo vegetatitvo de las bacterlas se atribuye a
la accién de uno o més 1nh1b1dores de naturaleza protelnlca.
La descomposicidén proteolitica de dichos inhibidores produ-
ce el comienzo de la formacibn de esporas. Aparte de esto,
se han formulado aiveréas teorias respecto a la funcidn de

la proteasa, que es uno de los primeros fenbmenos relaclona-

dos con el comienzo de la formaclon de esporas (J. Mandels-
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1968).Schaeffer sugirid que durante el desarrollo de las

.| vacterias en un sustrato nutritivo répidamente metabclizado;

v en presencia de una fuente de nitrdgeno utilizable, po-

‘rida de la presente invencién, la lisis prematura de células

.
S P

T 2
PR )

~

drian formarse productos metabdlicos que suprimieran ig
sintesis ‘de proteasas e#tracelulares ¥y de un enzima éspeqi—
fico para la formacién de las esporas, posiblemente déuméne-
ra similar al ciclo de Krebs (P.8chaeffer, Bacteriol._Réi.
vol. 3%, péginas 48 a 71, 1969). El resultado de estaISﬁbreé
sién seria una acumulacién de &cido acético y &cido pirorra
cémico, lé'que capsaria una disminucidén del valor pH y la
lisis prematﬁra de las células bacterienas en general.

. De acuerdo'con una forma de.realizacidn prefe~
bacterianas en la ééporulacién se ha logradé iﬁpedir ahora
realizando la ‘biosintesis en dondiéioqes anaerdbias durante
4 a © horas y manteniendo el valor pE del ﬁedio de cultivo,
durante la bibsintesis, en la gama desde 6,3 a 7;

Mediante la presente invencién ha sido posible
obtener, entre otros producﬁgs, cuerpos proteinicos crista-
linos-paraesporale§ (delta-endotoxina), y serparar de estos
la exotoxina hidrosoluble (betaexotoxina), que debeAseparar-
se dada su toxicidad para-lﬁs mamiferos. De acuerdo con la
présente invencién, la mejor manera de separar la exotoxina
consiste en ﬁsa:rmémbranas semipermeables, por ejemplo me-
disnte didlisis. .

' Es conocido que microorgenismos del grupo del
Baéilus tﬁnringiensis se caractérizan por la formacidén de
ciistales de eqdotoxina paraesporal que contienen prpteina.

La naturaleza patdgena para inseétos del Bacillus ' thrungiepn

sis, por ingestién, en una extensa gama de larvas de lepi-
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con la endotoxina, que se libera solamente después de lé'di-

dios efectuados en el microscopio electrénico demostraron

dimiento. La separacidn de la endotoxina cristalina de las

dépteros,ise atribuye principalmente & la accifn de la én;-
doiina. Ciertas cépas de Bacillus -phuringiensis formaﬁf;

ademés de 1a endotoxina intracelular, una exotoxina ek@fé-
celular termoestable hidrosoluble. Con.la palabra "exﬁfo;i—

na" se quiere significar’una sustancia activa proveniente

de células vivas, que se libera en el medio; en cpntrané

solucidn tbtal de las células. .

A fin de facilitar la iﬁterpretacién de la pre-
sente invencién se describiréan ahora detalladamente las par
tlcuiarldades ¥ propledades caracterlstlcas de las susodi-
chas toxlnas.

» La endotoxina eristalina

Una inclusién cristalina que bdntéﬁia ﬁroteina
fue aislada del cultivo esporulado de Baclllus thuringien~
sis por Hannay Yy Fltz—James (c.L. Hannay y P. Fltz—James,
Can. J. Microblol., vol. 1, paginas 694 a 710, 1955) Estu-
que durante la formacidén de egporas de bacterias del Bacl-
1lus thuringiensis'*se forma un cuerpo cristalino esporal,
jﬁnﬁamente conﬁlas eéporas. Se llegd también a la cdnclu-
s1on de que existe una nueva relacién entre la formacidn de
las esporas y los cristales de endotoxlna. Investlgaclones
reclentes han demostrado, que la endotox1na crlstallna con-
siste en un componente proteinlco de alto peso molecular y
un esquelefo de silicio. Lag esporas y los cristales de en-
dotoxina pueden obtenerse del cultivo, es decir del medio

de cultivo, del_sedimento en una centrifugedora de alto ren-

esporas puedé efectuarse de diferentes fofmas; por ejemplo
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por sedimentacidn fraccionada, sedimentacidén por pasos .pro-

. Bresivos y serparacidén en un sistema bifésicoy

.cos. No hay conexidn entre la produccidn de endotoxina eris

talina y la de exotoxina., Segin se aclard mediante investi-

‘De acuerdo con este método, el Bacillus thuringiensis se

secticidas microbianos se producen, con preferencia, median-

La exotoxina

Ademéds de la endotoxina cristalina, ciertas
cepas de Bacillus fthuringiensis liberan en el medio,'durag
te la fase de desarrollo vegetativo, una fraccidén téxica

que estd quimicamente relacionada con nucledtidos adenini-

gaciones, solo ciertos genotipos de variedades especiales
de Bacillus thuringiensis pueden formar la. exotoxina. El

método pars producir exotoxina fue desarrollado por De Barjs

cultiva en un medio que contiene sales minerales ademés de
un 0,75% de peptona y un 1% de glﬁébsa, durante 70 horas a
302G. ' ' ’

De acuerdo con la presente invencidn, los in-

te las siguientes operadionegz
(A) Bl cultivo
Los cultivos se forman con esporas de ﬁn cul-
tivo original de baéterias de) Bacillus thuringiensis.
- . Un medio nutritivo apropiado para producir el
inécﬁlo vegefafivo en regipientes agitados, contiene los si-
guientes constituyentes: ‘

bacto-tripton (Difco)' 0,8% en peso

glucosa . 2,5% o
Mg 50, 7H,0 L 0,2% v
Zn 80, 7H,0 T 0,2% " "

_ F92(804)5 0,2% n

C.
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M 504'5320 0,1% en peso
Th medio apropiado para cultivos en placas de -
agar es igual al anteriormente citado con adicién de @ngﬁ%“

de agar. .

Be obtienen’ buenos resultados si el cultlvo
se realiza en los siguientes medios:
Medio I .
. melaza (al 50% de s0lidos) 1,4% en peso

L3

- levadura - ‘ 0,%% "
(), 50, 0,1% "
liquido de maiz macerado 0,1% v

\ . 0a 00y . - ' 0,19 ®

pH después de esterlllzar 6,8
0 con el medio, que en lugar de ﬁélaza-contie-
ne almiddn o

Medio IT

A;midén o 1,3% en peso
levadura . 1,0% n

\ .
Na2HP04 . 0,4% i

1iquido de maiz macerado 0,2% " ¥
" Ca 00z , coo8% v
" pH después de‘esterilizar 6,8
_ El medio nutritivo para el indculo vegetativo
(300 ml) se introduce en recipientes esterilizables, de
fondo plano, con capacidad de 1_litro; y se esteriliza du-
rante 45 mlnutos a 121oC. La glucosa se esteriliza por se-
parado medlante el metodo de "tindalizacidn" (descrito por
Eugen W. Nester,y otros en “Microblology, moleculas, micro-
bes and man" Nueva York, 1973, pag. 8), y se agrega aseptl-

camente, al medio esterilizado.
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. tadores se produce y se esteriliza por tandas en el fermen-

:mente citado "1mpacto anaerdbico" si el pH del medio de culy

‘lina, que no es tdéxica para los mamiferos. La presencia o

"ca, y 7 g de levadura. Una muestra de 10 ml se transfiere

El medio nutritivo para el cultivo en fermen-

tador durante 45 mlnutos a 1212C. El cultivo se reallza en
fermentadores de acero inoxidsble. Se agita a razdn de 1?0
r.p.m., Se airea a razdén de 0,5 litro pof litro por mingto
Yy a una temperatﬁra de incubacidn de 20 a 302C. Se apiibé u
"impacto anaeroblco" (para inhibir la lisis prematura d° laI
células), 1nterrump1endo la aireacién durante 3 a6 horas
en la duodécima hora del cultivo sumergido. La duracidn de
la interrﬁpcién de aireacidn se determina mediante un ana-
lizador de oxigeno. E1 cultivo se puede llevar a cabo sin

lisis prematura de las células y sin el empleo del anterior+t

tivo se regula, durante el cultlvo, sin degarlo bajar de
6,3. La formacién de las esporas, con 11beraclon de crista-
les de endotxina, -estd completa después de 35 a 40 horas de
cultivo. | ' '

(B) La separacidén y purificaciébn

i

La separacidn de las esporas y la endotoxina
cristalina, de la xotoxina, se efectua despues de la des-
composicién total de las bacterias, con liberacidén de las
esporas y de los cristales de endotoxina. La exotoxina hi-
dréquuble se separa con preferencia por dialisis. Se obtie-

ne de esta manera una mezcla de esporas y endotoxina crista-

ausencia de exotoxina hidrosuluble se determina mediante
el ensayo bioldgico deéczito por Bond y otros. Se produce
un medio nutritivo para el ensayo biolégico, calentando una

mezcla de 10 g de agar pulverulento, 500 ml de leche fres-
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‘a un platillo de Betri de 9 cm, que'ya'contiéne 25O'm39%§-.
litros de lé'soiuéién de ensayo. En cuanto se ha soli?iﬁiqg
"o el gel,-se agregan 20 huevos de mosca doméstica. Lég;ﬁla-
tillos se mantienen durante 48 horas en una incubadora;anOE
Se obseiva 1afformaci6h~de larvas y la perﬁurbacién déf‘égl
de agar; (R.P.M. Bond, C.ﬁ.c. Boyce y S.J. French, Biébhéﬁ.
J., vol. 114, péginas 477 a 488, 1969). El producto obfééi-

do, que se libera de la,exotéxina hidrosoluble, se puede

someter a tratamientos adicionales y utilizar de manera nord

mal para producir.insecticidas.

' ¢ El secado )
. R seca@o‘se puede llevar a czbho mediante uno

‘de los siguientes métodos:

Mezclendo con arcilla bentonitica la mezcla obt

tenida, que contiene esporas y‘cfiéfales de endotoxina, e
introduciendo la mezcla en forma de peiicuia deigada en una
secadora airéada; con placas a ugé temperatura de 40 a 459C
aproximadamente. ' . |

Suspendiendo en\agua la mezcla dbtenida , y se-

cando la suspensidn en secadoras rotativas o neuméticas.

Secando por pulverizacidn en una secadora aprot -

piada, la mezcla obtenida,

(D) La pulverizacidén y el cribado

~Si el seoadp se realiza por pulverizacidn, no
es preciso redﬁcir mis el produpto asi obtenido. Cuando se
secag sobre placas en una secadora aireada, el producto se
pulveriza en un aparato tipo "Alpina" y se hace.pasar por
una criba de malla 180, por lo menos.

(E) La determinacidn de la actividad

La actividad se determind mediante los siguien

C
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Ejemplo I

:sis, variedad Berliner ATCC no 10.792, el cultivo se rali-

i - . - ; .

" - . . .o ' . - ) - s

l . * c . . : P

i . - -ﬁ.’r
tes métodos: contando las esporas vivas, presentes medlan-
te el método de la placa, y efectuando experimentos b;olggln

cos con insectos.,

s

Los productos obtenidos Sg normalizaron Ae'
acuerdo.cop las especificacionés y mediciones normali%géés
de los laboratorios franceses "Lutte Biologique et de Bid}
clnethue de la Minidre (I.N.R.A.). 7.‘

Los siguientes ejemplos se ofrecen, a tituio’
ilustrativo solamente, para facilitar la interpretacidén de

la presente invencién.

. Partien@o ael cultivo de Bacillus thuringien-
z6 en un medio iiduido aireado (el ya descrito Medio I) de
acuerdo con 21 método arriba desc}ito.<Durante el cultivo
sumergido, la temperatura de incubaciéh'eré de 289C aproxi-
madamente. ELl cultivo se agitd a razbn de 150 r.p.m., ¥y la
aireacidn se interrumpid durante 3 a'é_horas en 1as'horas
duodécima a décimocuarta del Eultivo. El momento oportunc
para interrumpir la aireacidén se determind mediante un apa-
rato analizador del oxigeno; la aireacién se interrumpid
tan pronto como bajé_el consumo y la solubilidad porcentual
dei oxigeno, y el‘pH.bajé'a 5,8 aproximadamente. Después de
3 a 6 horas se reinicid la aireacidén al mismo régimen de
medio litro por litro por minuto. El cultivo sin 1isis premg-
tura se pﬁede realizar, sin biosintesis anaerdbica, si el
pH del medio de cultivo se mantiene en la gamanée 6,% a 6,5
El cultivo sumergido se hace continuar hasta la liberacién
de las esporas y de la endotoxina cristalina -ak medio un Py

medio de 35 a 40 hpras).lEl medio de cultivo se inpfoduce
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liquido-a dializar (a), y agitador (e); el extremo 1nfq;}pr

' dor al contenedor A prov1sto del agitador e ¥y ds la membra-
na de didlisis g, Ia membrana puede ser de tipo coloidal o

.| de cualquier otro tipo empleado normalmente{ La dijlisis

»
..’*

-
«!1

‘entonces en el reclplente en el gque se efectua la puriflca—

clon es dec1r la separaclon de la exotoxina hldrosoluble._

A 2

La purlflcaclon ‘se lleva a cabo mediante didlisis. Para~tﬂ'

AT s

fin se puede emplear-un dispositivo como el representado en

v -

la flgura .adjunta.

P

5, R

Bste aparato comprende un contenedor A para el
del contenedor esté cerrado poT una membrana semi-permésble
2. El contenedor A estad parcialmente sumergido en el bafio
B, por el cual pasa el agua de didlisis (b).

El medio de cultivo se transfiere del. fermenta-

es mis répida si se 1ntroduce agua ‘desionizada (b)en el con-
tendor B. La presenCLa o ausencia de exotoxlna hidrosoluble
se determina medlante el ya descrlto ensayo bloldgico. A la
mezcla de esporas y endotoxmna eristalina asi ohtenlda, se
agrega un material de carga pulverulento, Y la mezcla se se-
ca sobre placas enun horno de secado. El producto asi obte
nido se pulveriza y se criba er un aparato tipo Alpina para
obtener un polvo finﬁ._ ' -
Ejéhplo é.,

o ﬁi prOCedim;enfo se realiza como en el Ejemplo
1o, gxcepto que»el medio‘nutritivo 1T (ya descrito) se usa
para el cultivo sumergldo en el fermentador.
Ejemplo 3.
" El procedimientose realizq como en €l ejemplo
19, pero después del cultivo sumergido de las bacterias, v

después de separar por diilisis la exotoxina, el producto
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.exotoxina por d1a11s1s, el producto se suspendid y la sus—

. | | ;_li__-
\ R PO

! , : . - e
asi‘obtenido se seca en una secadora cehtrifuga v seguida-
mente se pulverizé en un aparato tipo Alpina. i;éi
Ejemplo 4. , : : . | :i

‘Bl procedimiento se realizd como en el éaemplo

12, pero después del cultivo sumergido y tras separar 1a

pensidn se secd por pulverizacidn. '

La temperatura en la secadora era de 90 a 100°(
Para este secado, lo mejor es emplear secadoras con discos
que girande i0.000 a 15,000 r.p.n..El producto es un polvo
muy fino que.se puede usar tal cual, sin reducirlo ni cribaj
lo. Esté bgcducto fipallno contiene exctoxina.

» Lé presente invencidn puede empleaise también
para cultivar varientes del mismo tipo de béctéria,.p. Ej.
Bacillus thuringiensis variante sotto n° 117 C de la Colec-
cién japonesa, y Bacillus. thur1ng1ens1s var. subtoxlcus.
Todas esﬁas bacterias se describen detalladamente en la
literatura. A , ’ ‘

Una ventaja de fa presente invemidén es 1é'mayoz
actividad del producto -obtenido y su excelente pureza, es
decir su falta de exotOxlna, ademéds el rendimiento de espo-
ras y endotoxina es elevado. ‘

B\__ } La actividad insecticida del componente activo|
que éomprende las esporas del Bacillus thuringiensis y la
endotoxina cristalina se puede definir de dos maneras:

- como el -nimero de esporas de la bacteria Ba-
cillus thurlnglen31s en un gramo del componente activo y-
- = como unidades 1ntern301onales (v1). ‘
El componente activo, que forma'parte de las

presentes preparaciones, tiene la siguiente actividad:




10

,'- 15

20

25

30

.‘E—6l (una. mezecla de esporas y cristalesd éndotoiinaAQela.

3
——}

- 12—

BN
.~

- L

- 2
~Ye.
L Y

10

10~" ‘esporas por gramo de componente actiwg

6000 y 15.000 UI por mg d6 compohente activa. .

lOé~UI/mg es el valor del producto que iﬁqgga'

la misma actividad insecticida que una muestra normalizada.

S e

Bacillus thqringiensis, ensayada en el insecto Ephestié”:
Kihniella). - - L .

Con el componente activo se obtienen las si-

gulentes preparaciones:

Prepgracién pulverulenta "Bactucide-P"
'4% del componente activo 15.000 UIl/mg
. |  25% de Aefosil (Vesalon) '
5% de Jugopon i

/

66%‘de'caolin

Preparacién 1iquids "BACTUCIDE-S" |
8,0% dei componente activo.G.OOO ULl/mg.
i,o% de carboximetilcelulosa

0,%% de émulsor;
- 3,0% nafta—hidrécarburo_

87,7%*d¢_agua

PH 6,8-7,2
Preparacién de grinulos "BACTUCIDE-S"

k\‘. : 98,0% de gréanulos (carbonato de calcio)
. ' ‘2;0% del componente activo (2,4.109esporas/g)
Ei iﬁsecticida bio;égico'"BAGTUCIDE“ se usa
espeqialménte contra insectos del grupo de los lepiddépteros|: -
’ ’ La preparacién "BACTUCIDE" liquida se éplica
a razén de 0,8 a 1,5 litros por hectérea, diluyendola con
500 a 1.000.litros de‘agua.,Lé dilucién depende del modo de

apliqaci6ﬁ,,de la cantidad de insecto, y de lo tupido‘de-la
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‘veget601on. El producto se puede aplicar también desde el

| aire. . o X

| cIDpE.

un 0,1-0,2% de "Dimethioat! con un 0,15% de
BACTUCIDE. : o

un 0,1-0,2% de "Servin" con un 0,15% de BACTU~
' GIDE. - |

ST
v  Fa

" .
x

. et

La preparaclon NBACTUCIDE" pulverulenta se.

PR

aplica de la misma forma gue la“prepéfacién 1iquida, a

~

razdn de 0,6-1,0 kg por hectarea. : C e,
. La prepara01on "BACTUCIDE" granulada se emplea
exclusmvamente contra el 1nsecto Pyrausta nubllalls (malz)

a razén de 30 kg por hectarea.
El "BACTUCIDE" es féacilmente mezcleble con in-

secticidas quimicas y es compatible'con éstos. A titulo de

ejemplo, se pueden preparar las siguientes mezclas de in-

secticidas quimicos gon'el insecticida biolégico "BACTUCIDE!

un 0,2% de "Malathion" con un 0,12% de BACTU-

7 .

4

Se puede obtene; los mismos eféctos con menores
concentraciones del insecticida quimico, con menor toxici-
dad. También otros insecticidas quimicos son compatibles cof
el BACIUCIDE, por ejemplo.el Metilparathion, el Diazunon,
el DDT, el Pyrethrum, el Phosdrln, etc.,. .

Se han efectuado ensayos con 50 insectos, apro-
ximadamente. En las siguientes tablas se consignan insectos
sensibles él BACTUCIDE ¥ los resultados obtenidos con algu-
n0s 1mportantes “de ellos. . ‘

Actlvidad de la preparaclon llqulda'BACTUCIDE—S" con respec-

to a algunos insectos importantes.
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~Actividad del BACTUCIDE contra el insecto Trychopiusia ni.

(en la col) .
litros porcentaje de larvas destruidas total déglaz
por ha . en dias - ’ : ) ' vas_empleadas
4 L 125 5-7 10 ’
0,2 20 gy 90 180 -
0.5 . 63 80 112 220
L0 7 92 200 222
testigo - — - ’650

TABLA TI

- 1w

TABLA T

Actividad del BACTUCIDE contra el insecto ijonomeuta mallid

"nellus

Actividad del BACTUCIDE contra el insecto Heliothis virescens

1,0 .8 95 100

’

(en manzanos)

litros - insectario ensayos en la huerta

% de mor COrr. % de mor COTr.
por ha talidad mort. ‘ talidad mort.
0,4 - 15 13,8 12 11,05
0,6 - 32 31,2 31 - 30,2
1,0 . . 8 84,2 86,0 85,2
1,5 1601 ‘ 100 100 100

'TABLA IIT

y el Heliothis zea (en tabaco y algoddn)

litros dias algoddn - tabaco

por ha. ' % de mortalidad % de mortalidad
0,2 ' 4 ' ) 30 : 75

0.5 . 8 50 o100

1,5 10 100
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- kg/ha nimero de % de plantas promedio eficacia

‘tivando el microorganismo Bacillus thuringiensis en un me-

‘dio nutritivo hasta haberse efectuado la formacién de las

"rente el cultivo entre 6,3 y'7, con preferencia en 6,5 a
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TABLA IV o N

Acﬁividad del BAGTUCIDE-G granulado contra el insecto,Pyi

rausta nubilalis (en el maiz)

S

- .plantas con larvas de larvas porceéfitual
vivientes por planta del BACTU-

' ~ CIDE-G

50 80 41,0 __ 0,9 g2

En resumen la patente de introduccién que 'se’
solicita deberé .recaer sobre las siguientes:

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para preparar un insecticiqa

microbiano que contiene esporas y endotoxina cristalina, cul

esporas, seguida de la elaboracién del insecticéida; carac-
terizado porque se interrumpe la etapa de aireacidn del me-
dio nutritivo durante el cultivo, durante tres horas por lo

menos, o se mantiene el pH del medio nutritivo aireado du-

6,5, o
' 2. Un procedimento de acuerdo con la reivindi-

cgcién 1, caracteriéado porque durante su elaboracidn el in|
secticida microbiano se libera por didlisis de la exotoxina
hidrésoluble-téxica. | A
3. Un procedimiento de acuerdo con la reivin-

dicacidn é, caracterizadc porque el material que contiene
las esporas y la ‘endotoxina cristalina se libera de la exo-
foxina'%ékioa medisnte dialisis a_tfavés de una membrana
semi-permeable. - .

4. Se reivindice por Gltimo como objeto sobre
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el que ha de recaer la Patente de Introduceién que se soli-

| cita: UN PROCEDIMIENTO PARA PREPARAR UN INSEGPICIDA MLCRO- -

BIANO.
Todo conforme queda descrito y reivindicado en
la presente memoria descriptiva que consta de dieciseis. .

paginas mecanografiadas y dibujos que se acompafian.

. Madrid, 3 Enero 1.978
BERNARDO UNGRIA
P .p’.
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