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Inventia se referd la un biopreparat mixt, destinat combaterii biologice a ciupercilor
toxigene din genul Fusarium.

Sunt cunoscute o serie intreagd de biopreparate mixte, destinate combaterii
ciupercilor toxigene din genul Fusarium, i, in special, a celor care producinrosirea/fusarioza
spicului, boald care duce la compromiterea recoltei la culturile de grau si orz.

US 2003/0211081 A1 descrie un biopreparat mixt, realizat pe baza tulpinii de
Pantoea agglomerans ATCC PTA 3460 si a tulpinii de Bacillus megaterium ATCC PTA 3461.
Biopreparatul este formulat ca pulbere umectabild si este destinat tratamentuluiin vegetatie,
prin pulverizarea, pe spicele de grau, a suspensiei rezultate prin dispersareain apa a pulberii
umectabile.

US 2003/0165470 A1 prezintd tulpina NRLL B-30312 de Bacillus subtilis, care este
destinatad reducerii atacului de inrogire a spicului la grau si orz. Aceasta tulpind de B. subtilis
a fost selectatd in cadrul unui proces de screening biologic mai larg, impreuna cu alte patru
tulpini de microorgansime antagoniste (Torula aurea, numar de depozit NRRL Y-30213, o
drojdie neidentificatd, cu numar de depozit NRRL Y-30214, Torula sp., depozitd cu numarul
NRRL Y-30215 si Cryptococcus nodaensis, numar de depozit NRRL Y-30216). Cele 5 tulpini
de microorganisme antagoniste sunt destinate aplicarii, singure sau in amestec, pe spicele
de grau in formare, cu scopul de a limita stabilirea, penetrarea si dezvoltarea tulpinilor
toxigene din grupul Fusarium graminearum.

Dezavantajul biopreparatelor mixte descrise mai sus este faptul cd se aplicd
preponderent ca tratament al spicelor in curs de formare, acest tip de protectie impotriva
ciupercilor microscopice toxigene fiind influentat semnificativ atat de reactia plantei gazda,
cat si de conditiile specifice agroclimatice.

Problema tehnicad pe care o rezolva inventia este de a realiza un biopreparat mixt,
care sa poatad fi aplicat preventiv, prin stropire pe resturile vegetale, pentru a limita
dezvoltarea populatiilor de ciuperci toxigene, sporularea acestora gi formarea inoculului
primar care sustine dezvoltarea bolii in urméatorul ciclu de vegetatie.

Biopreparatul mixt, destinat combaterii biologice a ciupercilor toxigene din genul
Fusarium, conform inventiei, este realizat pe baza a doud tulpini de microorganisme
antagoniste, Saccharomyces cerevisiae L30, numar de depozit NCAIM Y001350, si Bacillus
subtilis B49b, numar de depozit NCAIM B001360, si este constituit din: 1...20% biomasa de
microorganisme antagoniste, sub forma de suspensie concentratd, rezultata din cultivare pe
diferite medii, cu concentratie in propagule de 10°...10" celule/ml, 2...15% nutrienti, 5...15%
amestec de surfactanti anionici si neionici, 0,1...0,5% ingrosant, 10...50% solvent ecologic,
0,01...1% stabilizator, 1...10% anticongelant, 15..50% apéa distilatd pand la 100%
greutate/volum.

Avantajele biopreparatului conform inventiei sunt urmatoarele:

- actiune sinergica a celor doud componente biologice in limitarea dezvoltarii
ciupercilor toxigene din grupul Fusarium graminearum,

- diluare ugoard in apa cu care se vor aplica prin pulverizare peste resturile vegetale;

- consum redus de energie, pentru ca biomasa se conditioneazad sub forma de
suspensie, fard a mai fi necesard o etapa de uscare, intens energofaga.

Biomasa de drojdie Saccharomyces cerevisiae L30 si de bacterie Bacillus subtilis
B49b, separate sub forma de suspensii concentrate din mediul lor de cultivare, este utilizata
pentru realizarea unor biopreparate sub forma de microemulsii, in care microorganismele
antagoniste isi pastreaza viabilitatea si caracteristicile biologice, si care sunt ugor de diluat
si de aplicat pe resturile vegetale.
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Biomasa de drojdii utilizata in exemplele de realizare a inventiei a fost obtinuta prin
decantare din plamada fermentatd, iar biomasa de Bacillus subtilis a fost obtinutd dupad
cultivarea pe un mediu obtinut prin zaharificarea borhotului rezultat de la fabricarea
bioetanolului din boabe de grau si separarea prin centrifugare. Compozitile conform
inventiei, descrise mai jos, pot fi insa realizate cu biomasa de microroganisme antagoniste,
obtinute prin cultivare pe orice alt mediu de culturd, lichid sau semisolid, din care biomasa
poate fi separata prin tehnicile uzuale de decantare, centrifugare sau filtrare.

Compozitiile sub forma de microemulsii conform inventiei sunt constituite din:

a) 1...20% biomasa de microorganisme, suspensie concentratd, cu concentratie in
propagule de 10°...10" celule/ml (recomandabil intre 4 si 8% din fiecare dintre cele dou3
componente biologice, biomasa de drojdii antagoniste si de bacterii gram pozitive sporulate);

b) 2...15% nutrienti selectati dintre sucroza, amidon, glicering, recomandat 4...10%;

c) 5..15% amestec de surfactanti anionici, selectati dintre fosfati de tristirilfenol
etoxilati, alchilbenzen sulfonati de sodiu, alchilbenzensulfonati de calciu $i neionici, selectati
dintre nonilfenoli etoxilati, ulei de ricin polietoxilat, alcooli C,,_,, etoxilati, oleil poliglicoleter,
Tween 20, Tween 80, in raport 1:9...9:1, recomandat fiind raportul 3,5:1... 4,5:1;

d) 0,1...0,5% ingrosant selectat dintre carboximetilcelulozd, sare de sodiu,
xantangum, alcool polivinilic, recomandat 0,2...0,3%;

e) 10...50% solventi ecologici, selectati dintre esteri metilici sau etilici ai acizilor grasi
obtinuti din uleiuri vegetale sau grasimi animale, recomandat 25...40%;

f) 0,01...1% stabilizatori selectati dintre benzoat de sodiu si cicloat de sodiu,
recomandat 0,1...0,3%;

g) 1...10% anticongelanti selectati dintre mono-, di- si polietilenglicol, mono-, di- i
polipropilenglicol, glicerind, recomandat 2...5%;

h) 15...50% apa distilatd pana la 100%.

Compozitile sub forma de microemulsii se obtin in trei etape: i. prepararea fazei
organice prin dizolvarea surfactantilor in solvent; ii. prepararea fazei apoase prin dizolvarea
substantelor solide (nutrient, stabilizator) in apa distilatd si omogenizarea solutiei obtinute
cu suspensia concentratd de microorganisme, anticongelantul si ingrosantul (sub forma de
solutie apoasa 2...7%); iii. prepararea microemulsiei prin picurarea sub agitare a fazei
organice peste faza apoasa.

in continuare, se dau dou# exemple de realizare a compozitiillor conform inventiei.

Exemplul 1. Boabele de grau (contaminate cu DON, 1200 mcg/kg) se macina semifin
pe sita de 0,2 mm. 100 g din m&cinisul de grau sunt amestecate, intr-un Erlenmayer de 11,
cu 400 ml apa sterild. Peste amestec, se adauga 0,4 g de a-amilaza bacteriana (200 Ul/ml,
1 Ul fiind cantitatea care elibereaza 1 micromol grupari glucidice reducatoare per minut) si
0,3 ml solutie dintr-o solutie 1 mM de clorurd de calciu. Amestecul este apoi gelifiat prin
autoclavare, timp de 5 min, la 105°C. Amestecul este supus agitarii continue la o temperaturd
de 95°C, timp de 2 h, pentru solubilizarea amidonului prin dextrinizare de catre a-amilaza.
Dupa solubilizare, amestecul este racit la o temperaturd de 55°C, prin addugare de 200 ml
apa, iar pH-ul este ajustat la 5,5, cu acid clorhidric diluat. Se adauga amiloglucozidaza
fungicd (0,5 ml, 300 Ul/ml, 1 Ul este cantitatea de enzima care elibereazd 1 micromol
glucozd per minut) peste amestec si se mentine la o temperaturd de 55°C, timp de 8 h,
pentru zaharificarea completd a amestecului. Apoi, amestecul se raceste la 30°C, iar pH-ul
se ajusteaza la 5, cu hidroxid de amoniu diluat. Din amestecul zaharificat, se separd, prin
filtrare, partea insolubild (borhotul, coprodusele uscate), care sunt filtrate pe palnie sub vid,
pentru reducerea umiditdtii la maximum 75%. Peste 200 ml din plamada zaharificatd astfel
obtinuta, se adauga 25 ml dintr-un inocul de drojdii S. cerevisiae, tulpina L30, cu un continut
de 1x10° celule vegetative/ml.
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Amestecul cu drojdie - pldmada zaharificatd se mentine 1a 30°C, timp de 3 zile, pentru
fermentare. Dupa cele 3 zile de fermentatie, din amestecul fermentat sunt separate prin
centrifugare coprodusele solubile, iar supernatantul este supus procedurii de distilare. in
coprodusele solubile de distilerie recuperate prin centrifugare (si care contin drojdia de
fermentatie), se determind refractometric substanta uscata.

Borhotul (coprodusele uscate de distilerie) se amesteca cu o solutie de acid sulfuric
1%, in raport de 1 g la 5 ml acid, si se lasa peste noapte. Se neutralizeaza acidul cu hidroxid
de amoniu 1% si se zaharificd cu celulazd fungica (100 Ul/ml, 11 Ul fiind cantitatea de
enzima care elibereaza 1 micromol de grupari enzimatice per minut). La atingerea unei
concentratii de circa 50 g/l glucoza (determinatd prin reactia colorimetricd cu reactiv
dinitrosalicilic), se filtreazd mediul, iar supernatantul se autoclaveaza, se raceste si se
inoculeazi cu 10 ml suspensie 10° ufc/ml Bacillus subtilis B49b. Se cultivd timp de 48 h,
dupéd care se recupereazd biomasa si se conditioneazd sub formd& de microemulsie,
impreund cu biomasa de drojdie.

Se obtine urmatoarea compozitie sub formd de microemulsie: 10% biomasa de
microorganisme (5% suspensie concentratd de microorganisme antagoniste Saccharomyces
cerevisiae .30, cu concentratie in propagule de 6x10° ufc/ml; 5% suspensie concentratd de
Bacillus subtilis B49b, cu concentratie de 5x10° ufc/ml); 9...10% fosfat de tristirilfenol etoxilat
cu 16 moli etilenoxid, 2...3% alcool C,,,, etoxilat cu 3 moli etilenoxid, 3% polietilenglicol,
4,5...5,5% sucroza, 4,5...5,5% carboximetilcelulozd, solutie apoasa 5%, 0,2% benzoat de
sodiu, 30% solvent ecologic (esteri metilici ai acizilor grasi obtinuti din ulei de floarea
soarelui), apa distilatd pana la 100%, procentele fiind exprimate in greutate/volum. Se
prepard faza organica prin dizolvarea fosfatului de tristirilfenol etoxilat cu 16 moli etilenoxid
si a alcoolului C,,,, etoxilat cu 3 moli etilenoxid in solventul ecologic. Se prepara faza
apoasa prin dizolvarea sucrozei si a benzoatului de sodiu in ~ 80% din cantitatea necesara
de apa distilatd si omogenizarea solutiei obtinute cu suspensia concentratd de micro-
organisme, polietilenglicolul si solutia apoasa 5% carboximetilceluloza. Microemulsia se
obtine prin picurarea sub agitare a fazei organice peste faza apoasa, completarea cu apa
distilatd pana la 100% greutate/volum si amestecarea sub agitare, pana la obtinerea unei
microemulsii omogene. Biopreparatul sub forma de microemulsie prezintd 95% viabilitate a
propagulelor de microorganisme.

Exemplul 2. Biomasa se obtine ca in exemplul de mai sus. Se prepard o
microemulsie conform exemplului 1, cu urmatoarea compozitie: 15% suspensie concentratd
de microorganisme antagoniste (7,5% suspensie concentratd de microorganisme
antagoniste Saccharomyces cerevisiae L30, cu concentratie in propagule de 6x10° ufc/ml;
7,5% suspensie concentrati de Bacillus subtilis B49b, cu concentratie de 5x10° ufc/ml);
9,5...10,5% fosfat de tristirilfenol etoxilat cu 16 moli etilenoxid, 2,5...3,5% alcool C,, ,, etoxilat
cu 3 moli etilenoxid, 3% polietilenglicol, 5...6% sucrozi, 4,5... 5,5% carboximetilceluloz3,
solutie apoasd 5%, 0,2% benzoat de sodiu, 30% solvent ecologic (esteri metilici ai acizilor
grasi obtinuti din ulei de floarea soarelui), apa distilatd pana la 100%, procentele fiind
exprimate in greutate/volum.

Biopreparatul realizat prezintd 97% viabilitate a propagulelor de microorganisme.



RO 126081 B1

Revendicari

1. Biopreparat mixt, destinat combaterii biologice a ciupercilor toxigene din genul
Fusarium, realizat pe baza a doua tulpini de microorganisme antagoniste, Saccharomyces
cerevisiae L30, numar de depozit NCAIM Y001350, si Bacillus subtilis B49b, numar de
depozit NCAIM B001360, si constituit din: 1...20% biomasa de microorganisme antagoniste,
sub forma de suspensie concentratd, rezultatd din cultivare pe diferite medii, cu concentratie
inpropagule de 10°...10"" celule/ml, 2...15% nutrienti, 5...15% amestec de surfactanti anionici
si neionici, 0,1...0,5% ingrosant, 10...50% solvent ecologic, 0,01...1% stabilizator, 1...10%
anticongelant, 15...50% apa distilatd pana la 100% greutate/volum.

2. Biopreparat conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea ci surfactantii anionici
sunt alesi dintre fosfat de tristirilfenol polietoxilat cu 16 moli etilenoxid, alchilbenzen sulfonati
de sodiu si alchilbenzensulfonati de calciu.

3. Biopreparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea c3 surfactantii neionici
sunt alesi dintre nonilfenol polietoxilat cu 8...10 moli etilenoxid, ulei de ricin polietoxilat cu
30...40 moli etilenoxid, oleil poliglicoleter, alcooli C,, ., polietoxilati cu 3...8 moli etilenoxid,
Tween 20, Tween 80.

4. Biopreparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cé raportul dintre
surfactantii anionici gi cei neionici este 1:9...9:1.

5. Biopreparat conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea c nutrientii sunt alesi
dintre sucrozd, amidon gi glicerina.

6. Biopreparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea cd agentii de
ingrogsare sunt alesi dintre carboximetilcelulozad, sare de sodiu, xantangum si alcool
polivinilic.

7. Biopreparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea c3 solventii ecologici
sunt alesi dintre esteri metilici sau etilici ai acizilor grasi obtinuti din uleiuri vegetale sau
grasimi animale.

8. Biopreparat conform revendicdrii 1, caracterizat prin aceea c stabilizatorii sunt
alesi dintre benzoat de sodiu si cicloat de sodiu.

9. Biopreparat conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea c anticongelantii sunt
alesi dintre mono-, di- si polietilenglicol, mono-, di- si polipropilenglicol si glicerina.

Editare gi tehnoredactare computerizat§ - OSIM
Tip&rit sub comanda nr. 655/2012
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