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Inventia se refera la compozitii de conditionare sub forma de microemulsii si geluri
ale drojdiei Saccharomyces cerevisiae - tulpina L30 - izolata de pe boabe de struguri, anta-
gonista fata de ciupercile producatoare de micotoxine. Compozitii utilizate pentru tratamentul
semintei si al solului in culturile de porumb, in scopul reducerii riscurilor de contaminare cu
aflatoxine.

Aflatoxinele sunt cele mai cunoscute toxice micotoxine. Controlul pe cale biologica
folosind microorganisme, in speta drojdii antagoniste, pentru reducerea riscului de conta-
minare, este o abordare promitatoare si prietenoasa pentru mediu.

WO 2007/030557 A2 se refera la o formulare de fungi din genul Trichoderma si
bacterii din genul Bradyrhizobium, conditionate sub forma de microcapsule care cuprind o
substantd care absoarbe apa, insolubile in apa, intr-o cantitate de cel putin 90% din
cantitatea totala a formularii si microorganismele fiind intr-o cantitate de 5 x 10° unitati de
formare a coloniei pe gram de formulare.

US 2002/0015988 A1 se refera la o formulare sub forma de granule, constituita dintr-
un substrat de particule fine, insolubile in apa& si un strat polimeric care contine
microorganisme alese dintre Rhizobium spp., Metharizinium, Fusarium, Trichoderma,
Stryptomyces, Gliocladium, Penicillium, Talaromyces, Verticillium order Colletotrichum,
Pseudomonas spp., Serratia spp., Exsorohilium spp., Bacilius spp., Agrobacter spp.,
Enterobacter spp. si Pseudomonas aurantiaca, ATTC Nr. 55169.

Se cunosc diferite forme de conditionare a microorganismelor. De exemplu, Bacillus
turingiensis poate fi conditionat sub forma solida ca pulberi umectabile, granule sau prafuri,
sau in forma lichida ca spume, geluri, suspensii, concentrate emulsionabile (US 4996155).

Alte microorganisme, precum Rhizobium spp., Metharizium, Fusarium, Trichoderma,
Streptomyces, Gliocladium, Penicillium, Talaromyces, Verticillium oder Colletotrichum,
Pseudomonas spp., Serratia spp., Exserohilum spp., Bacilus spp., Agrobacter spp.,
Enterobacter spp. si Pseudomonas aurantiaca au fost conditionate sub forma de granule
(US 2002/0015988 A1, WO 96/02638).

Fungidin genul Trichoderma si bacterii din genul Bradyrhizobium au fost conditionate
sub forma de microcapsule (WO 2007/030557 A2).

Spori de tulpini atoxigene ale ciupercilor Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus,
Aspergillus oryzae si Aspergillus sojae au fost formulati ca suspensii uleioase, utilizate in
tratamentul semintelor ca agenti de biocontrol, pentru prevenirea contaminarii cu toxine a
produselor agricole (porumb, bumbac, arahide, US 6306386).

Toate aceste formulari folosesc ca ingredient activ biomasa uscatd de micro-
organisme, ceea ce implica costuri suplimentare de procesare a respectivelor culturi.

Problema tehnica pe care o rezolva inventia este realizarea unor biopreparate sub
forma de microemulsii si geluri, in care drojdia antagonista isi pastreaza viabilitatea si
caracteristicile biologice.

Compozitia de conditionare sub form& de microemulsie a drojdiei Saccharomyces
cerevisiae, tulpina L30, avand numarul de acces NCAIN (P) Y 001350 (National Collection
of Agricultural and Industrial Microorganisms), izolata de pe boabe de struguri, antagonista
fata de ciupercile producéatoare de micotoxine, conform inventiei, inlatura dezavantajele de
mai sus, prin aceea ca este este constituita din 1...20% biomasa de drojdie sub forma de
suspensie concentraté, cu concentratie in spori de 10°...10" celule/ml, rezultata din cultura
ei pe orice mediu lichid sau semisolid, 2...15% nutrienti, 5...15% amestec de surfactanti
anionici $i neionici, 0,1...0,5% agent de ingrosare, 10...50% solvent ecologic, 0,01...1%
stabilizator, 1...10% anticongelant, 15...50% apa distilatd pana la 100% greutate/volum.
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Compozitia de conditionare sub forma de gel, a drojdiei Saccharomyces cerevisiae,
tulpina L30, izolata de pe boabe de struguri, antagonista fata de ciupercile producatoare de
micotoxine, conform inventiei, inlaturd dezavantajele de mai sus, prin aceea ca este
constituitd din 1...20% biomasa de drojdie sub forma de suspensie concentratd, rezultata din
cultura ei pe mediu GPYA, cu o concentratie in sporide 10°...10"" celule/ml, 5...15% nutrientj,
55...85% agent de gelifiere, 0,1...0,7% agent de ingrosare, 1...10% agent de dispersie,
0,1...5% antispumant, 0,01...1% stabilizator, 1...10% apa distilata, procente in greutate.

Prin aplicarea inventiei, se obtine avantajul obtinerii unei drojdii care isi pastreaza
activitatea antagonista.

Compozitia sub forma de microemulsie este constituita din:

a) 1...20% biomasa de drojdie, suspensie concentrata cu concentratie in spori de 10°-
10" celule/m;

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

c) 5...15% amestec de surfactanti anionici, selectati dintre fosfati de tristirilfenol
etoxilati, alchilbenzen sulfonati de sodiu, alchilbenzensulfonati de calciu si 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 3,5:1... 4,5:1;

d) 0,1...0,5% ingrosant selectat dintre carboximetilceluloza, carboximetilceluloza sare
de sodiu, guma xantanica, alcoolpolivinilic, 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, cicloat de sodiu,
recomandat 0,1...0,3%;

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

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

Drojdia a fost cultivata la o temperatura de 30°C, timp de trei zile pe mediul GPYA,
format din: 20 g glucoza, 10 g peptona, 5 g extract de drojdie si 20 g agar. Compozitiile de
mai jos pot fi insa realizate cu biomasa de drojdie antagonista, obtinuta prin cultivare pe orice
alt mediu de cultura, lichid sau semisolid, din care biomasa poate fi separata prin tehnicile
uzuale de decantare, centrifugare sau filtrare.

Compozitiile 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 distilata si omogenizarea solutiei obtinute
cu suspensia concentrata de drojdie, anticongelantul si ingrosantul (sub forma de solutie
apoasa 2...7%); iii. prepararea microemulsiei prin picurarea sub agitare a fazei organice
peste faza apoasa.

Compozitia sub forma de gel este constituita din:

a) 1...20% biomasa de drojdie, suspensie concentratd cu concentratia in spori de
10°...10" celule/ml;

b) 5...15% nutrienti selectati dintre sucroza si glicerind, recomandat 8...12%;

c) 55...85% agent de gelifiere, selectat dintre amidon pregelifiat de porumb, de
grau, de cartof, recomandat 60...75%;

d 01..0,7% agent de ingrosare, selectat dintre carboximetilceluloza,
carboximetilcelulozd sare de sodiu, guma xantanica si alcool polivinilic, recomandat
0,25...0,45%;

e) 1...10% agent de dispersie, selectat dintre lignosulfonat de sodiu, lignosulfonat de
amoniu, sarea de sodiu a acidului dinaftiimetan disulfonic, nonilfenoli etoxilati cu umiditate
maximum 1% si liniaralchilbenzensulfonat de calciu uscat, recomandat 2...5%;
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f) 0,1..5% antispumant selectat dintre uleiurile de silicon cu mase moleculare
cuprinse intre 400 si 1000, recomandat 0,5...2%;

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

h) 1...10% apa distilata, recomandat 3...5%.

Compozitiile sub forma de geluri se obtin in trei etape: i). pregelifierea amidonului in
apa distilata prin incalzirea sub agitare a amestecului pana la obtinerea unui gel cu un
continut de 6...10% amidon; ii). dizolvarea componentilor solizi solubili, dispersantul si
stabilizatorul, in apa; iii). prepararea gelului prin omogenizarea sub agitare energica a
amidonului pregelifiat impreuna cu solutia apoasa; (ii) si cu ceilalti componenti, respectiv
biomasa de drojdie, nutrientul, antispumantul si solutia apoasa 2...7% agent de ingrosare.

Compozitiile au fost testate din punct de vedere al viabilitatii si al caracteristicilor
biologice. Viabilitdtile determinate ale sporilor de drojdie din biopreparate au fost de
85...97%.

in continuare, se dau 4 exemple de realizare a compozitiilor conform inventiei.

Exemplul 1. Se obtine urmatoarea compozitie sub forma de microemulsie: 10%
biomasa de drojdie, suspensie concentratd de drojdie antagonista Saccharomyces
cerevisiae, tulpina L30, izolata de pe boabe de struguri, cu o concentratie in spori de 6x10°
celule/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%
carboximetilceluloza solutie apoasa 5%, 0,2% benzoat de sodiu, 30% solvent ecologic (esteri
metilici ai acizilor gragi obtinuti din ulei de floarea soarelui) si apa distilata pana la 100%,
procentele fiind exprimate in greutate/volum. Se prepara 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 i a
benzoatului de sodiu in ~80% din cantitatea necesara de apa distilatéd si omogenizarea
solutiei obtinute cu suspensia concentrata de drojdie, 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 85% viabilitate a sporilor de
drojdie.

Exemplul 2. Se prepara o microemulsie conform exemplului 1, cu urmatoarea
compozitie: 15% suspensie concentrata de drojdie antagonista Saccharomyces cerevisiae,
tulpina L30, izolata de pe boabe de struguri, 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%
sucrozd, 4,5...5,5% carboximetilceluloza 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.

Exemplul 3. Se obtine urmatoarea compozitie sub forma de gel: 1% suspensie
concentrata de drojdie antagonistéd Saccharomyces cerevisiae, tulpina L30, izolata de pe
boabe de struguri, 72...75% amidon de porumb pregelifiat, 9...10% glicerina, 6...7% solutie
apoasa 5% carboximetilceluloz3, 3...4% sare de sodiu a acidului dinaftiimetan disulfonic, 1%
ulei de silicon 1000, 0,2% benzoat de sodiu, 4...5% apa distilata, procente exprimate in
greutate. Amidonul se pregeliaza cu apa prin incalzire sub agitare pana la obtinerea unui gel
omogen cu continut de 7...8% amidon. Se dizolva in apa distilata dispersantul si benzoatul
de sodiu. Amidonul pregelifiat, solutia apoasa preparata si restul componentilor se amesteca
sub agitare energica pana la obtinerea unui gel omogen.
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Exemplul 4. Se prepara conform exemplului 3 o compozitie sub forma de gel care
contine: 10% suspensie concentratd de drojdie antagonistd Saccharomyces cerevisiae,
tulpina L30, izolata de pe boabe de struguri, 62...65% amidon de porumb pregelifiat, 9...10%
glicerina, 6,5...7,5% solutie apoasa 5% carboximetilceluloza, 3...4% sare de sodiu a acidului
dinaftiimetan disulfonic, 1% ulei de silicon 1000, 0,2% benzoat de sodiu, 4...5% apa distilata,
procente exprimate in greutate.

Biopreparatul sub forma de gel prezintd 97% viabilitate a sporilor de drojdie.
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Revendicari

1. Compozitie de conditionare, sub forma de microemulsie, a drojdiei Saccharomyces
cerevisiae, tulpina L30, izolatd de pe boabe de struguri, antagonista fatd de ciupercile
producatoare de micotoxine, caracterizatd prin aceea ca este constituitd din 1...20%
biomasa de drojdie, sub forma de suspensie concentrata, cu concentratie in spori de
10°...10"" celule/ml, rezultatd din cultura ei pe orice mediu lichid sau semisolid, 2...15%
nutrienti, 5...15% amestec de surfactanti anionici si neionici, 0,1...0,5% agent de ingrosare,
10...50% solvent ecologic, 0,01...1% stabilizator, 1...10% anticongelant, 15...50% apa
distilatd pana la 100% greutate/volum.

2. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca surfactantii
anionici sunt alesi dintre: fosfat de tristirilfenol polietoxilat cu 16 moli etilenoxid, alchilbenzen
sulfonati de sodiu si alchilbenzensulfonati de calciu.

3. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ca 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,,-C,, polietoxilati cu 3...8
moli etilenoxid, polisobat 20 si polisorbat 80.

4. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca raportul dintre
surfactantii anionici si cei neionici este 1:9...9:1.

5. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca nutrientii sunt
alesi dintre sucroza, amidon si glicerina.

6. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizatd prin aceea ca agentii de
ingrosare sunt alesi dintre: carboximetilceluloza, carboximetilceluloza sare de sodiu, guma
xantanica si alcool polivinilic.

7. Compozitie conform revendicérii 1, caracterizata prin aceea ca solventii ecologici
sunt alesi dintre esteri metilici sau etilici ai acizilor grasi, obtinuti din uleiuri vegetale sau
grasimi animale.

8. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca stabilizatorii sunt
alesi dintre benzoat de sodiu si cicloat de sodiu.

9. Compozitie conform revendicarii 1, caracterizata prin aceea ca anticongelantii
sunt alesi dintre mono-, di- si polietilenglicol, mono-, di- si polipropilenglicol si glicerina.

10. Compozitie de conditionare, sub form& de gel, a drojdiei Saccharomyces
cerevisiae, tulpina L30, izolatd de pe boabe de struguri, antagonista fata de ciupercile
producatoare de micotoxine, caracterizatd prin aceea ca este constituitd din 1..20%
biomasa de drojdie sub forma de suspensie concentratd, rezultatad din cultura ei pe mediu
GPYA, cu concentratie in spori de 10°...10"" celule/ml, 5...15% nutrienti, 55...85% agent de
gelifiere, 0,1...0,7% agent de ingrosare, 1...10% agent de dispersie, 0,1...5% antispumant,
0,01...1% stabilizator, 1...10% apa distilatd, procente in greutate.

11. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca nutrientii sunt
alesi dintre sucroza si glicerina.

12. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca agentii de
gelifiere sunt alesi dintre amidon pregelifiat de porumb, de grau si de cartof.

13. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca agentii de
ingrosare sunt alesi dintre carboximetilceluloza, carboximetilceluloza sare de sodiu, guma
xantanica, alcool polivinilic.
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14. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca agentii de
dispersie sunt alesi dintre lignosulfonat de sodiu, lignosulfonat de amoniu, sarea de sodiu
a acidului dinaftimetan disulfonic, nonilfenoli etoxilati cu umiditate maximum 1% si
liniaralchilbenzensulfonat de calciu uscat.

15. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca antispumantul
este de tipul ulei de silicon cu mase moleculare cuprinse intre 400 si 1000.

16. Compozitie conform revendicarii 10, caracterizata prin aceea ca stabilizatorii
sunt alesi dintre benzoat de sodiu si cicloat de sodiu.
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