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DESCRIPCION

Formulacion nueva a base de quitina/ exoesqueleto de crustaceo/quitinoso desmineralizado deshidratado que
contiene microbios que generan enzimas quitinasas/proteasas

Campo de la invencién

La invencién es un nuevo producto que comprende un biopolimero de quitina o exoesqueleto de crustaceo/quitinoso
deshidratado desmineralizado y microbios que producen enzimas quitinasas/ proteasas.

La invencién es un nuevo producto donde la quitina o el exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado
desmineralizado actia como un sustrato para los microbios y también induce la produccién de enzimas
quitinasas/proteasas. Las enzimas actuaran sobre el exoesqueleto quitinoso de insectos y hongos patégenos,
proporcionando actividad pesticida. La quitina o el exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado desmineralizado
poblado con microbios se usan como un agente de control bioldgico que puede usarse en todas las aplicaciones
agricolas.

Esta invencién también presenta un producto novedoso que comprende quitina o exoesqueleto de crustaceo/quitinoso
deshidratado desmineralizado con enzimas quitinasas/proteasas junto con microbios que producen enzimas
quitinasas/proteasas.

Antecedentes de la invencion

La invencion presenta un producto nuevo que comprende quitina o exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado
desmineralizado con microbios que producen enzimas quitinasas/proteasas.

La técnica anterior usa la quitina como un buen producto agricola de suelo/raiz. La técnica anterior usa quitina como
un ingrediente de suelo que puede inducir la produccién de enzimas quitinasas/proteasas en condiciones de campo.
La limitacién de la técnica anterior es que se necesita agregar microbios adicionales para inducir la quitinasa que
puede no aclimatarse en el nuevo entorno. La presente invencién supera esta limitacién mediante el uso de quitina o
exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado desmineralizado poblado de microbios que producen enzimas
quitinasas/proteasas. No existen técnicas anteriores sobre microbios poblados en quitina o exoesqueleto de
crustaceo/quitinoso deshidratado desmineralizado.

Otra técnica anterior es usar caldo de carbdn vegetal/talco/liquido como sustrato para inocular y suministrar microbios
biopesticidas. La desventaja de la técnica anterior es que la matriz quitinosa adicional que ayuda en la generacion de
enzimas quitinasa in situ debe agregarse como un componente separado. La presente invencion propone un producto
en el que se permite que los microbios crezcan en quitina/exoesqueleto de crustaceo deshidratado desmineralizado
que ayuda en la generacion de enzimas quitinasas/proteasas, poblando de esta manera tanto las enzimas como los
microbios progresivamente, a diferencia del carbén vegetal/talco donde permanecen latente.

La técnica anterior de la utilizacién de hongos biopesticidas como Tri-choderma viride y Beauveria bassiana consiste
en proporcionar como indculo en un sustrato sélido o liquido. La desventaja de la técnica anterior es que los microbios
no son activos en la matriz inerte no reactiva y no producen enzimas biopesticidas a menos que se introduzcan en el
campo, creando un retraso en la accién. La presente invencion propone un nuevo producto que no solo contiene
inéculo, sino que también contiene enzimas quitinasas/proteasas producidas por los microbios en el sustrato quitinoso
proporcionando de esta manera un efecto instantaneo. Los microbios en el producto como se describe en la presente
invencién son activos debido a la presencia del biopolimero de quitina o exoesqueleto de crustaceo deshidratado
desmineralizado que proporcionan los nutrientes para la proliferacion microbiana en la matriz amorfa que da como
resultado una actividad insecticida mejorada.

La técnica anterior incluye D GIRIDHAR ET AL, "Purification, Characterization and Antifungal Activity of Chitinase from
Trichoderma Viride N9", Journal of Cell and Tissue Research, vol. 12, 1 de enero de 2012, paginas 3187-3192,
XP055116564. RESUMEN: "Una quitinasa producida por Trichoderma viride N9 aislada de una muestra de suelo
recolectada del bosque de Nallamala, India, fue purificada y caracterizada. La enzima se purificé en un procedimiento
de tres pasos que implica precipitacion con sulfato de amonio, filtracion en gel de sephadex G-100 y cromatografia de
intercambio iénico DEAE-celulosa. Mediante el proceso se obtuvo un aumento de 6 veces en la pureza con una
actividad especifica de 142,7 U/mg de proteinas. La SDS-PAGE descubrié que la masa molecular de la quitinasa
purificada era de 46 kDa. Esta era 6ptimamente activa a un pH de 4 y a 40 °C. La enzima era estable desde pH 3 a 6,
y hasta 50 °C. Entre los metales que se probaron, el Fe?*, Hg?*, Mn?*y Co?* inhibieron completamente la actividad
enzimatica. La enzima era menos sensible al AI**, Ca?*, Cu?* y Zn?*. La quitinasa purificada mostré actividad
antifungica contra hongos fitopatégenos".

La técnica anterior incluye ademas el documento US 5 811 095 (WILLIAMSON JOHN B [US] ET AL) 22 de septiembre
de 1998. RESUMEN: "Se presenta una composicion insecticida y su método de preparacién. La composicion
comprende un caldo basal, un caldo de quitinasa y un fungicida quimico. El caldo basal tiene proteinas hidrolizadas
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por papaina y pancreatina, mientras que el caldo de quitinasa se prepara por fermentacion de quitina y un cultivo
bacteriano productor de quitinasa. La composicion insecticida tiene actividad sinérgica".

La técnica anterior incluye ademas Jegathambigai, V., RS Wilson Wijeratnam y RLC Wijesundera, "Effect of
Trichoderma sp. on Sclerotium rolfsii, the Causative Agent of Collar Rot on Zamioculcas zamiifolia and an on Farm
Method to Mass Produce Trichoderma species”, Plant Pathology Journal 9.2 (2010): 47-55. RESUMEN: "El efecto
antagoénico de tres aislados locales de Tri-choderma viride y un aislado local de Trichoderma harzianum fueron
probados contra el hongo patégeno Sclerotium rolfsii. Este ultimo organismo es responsable de grandes pérdidas
debido a la podredumbre de cuello del cultivo ornamental Zamioculcas zamiifolia en Sri Lanka. La enfermedad causa
pérdidas masivas. El potencial antagonico de los aislamientos locales contra los hongos fitopatdégenos Sclerotium
rolfsii se investigé en cultivo dual, técnica de alimentos envenenados, ensayos en macetas y ensayos de campo en
plantas Zamioculcas zamiifolia. Todos los aislados de Trichoderma probados en condiciones in vitro inhibieron
significativamente el crecimiento de S. rolfsii. De estos aislados, el aislado de Trichoderma viride Tv1 mostré el
porcentaje de inhibicion mas alto y, por lo tanto, se seleccioné para ensayos de campo in vivo. Los datos registrados
de la aplicacion de campo bimensual de este organismo durante las dos estaciones de crecimiento confirmaron el
éxito del tratamiento en el control de la enfermedad de la podredumbre de cuello en el nivel de umbral econdémico. La
aplicacién de campo de la prueba de aislamiento de T. viride Tv1 como una suspension conidial (10" ufc mL™") redujo
en gran medida la incidencia de la enfermedad de las plantas de Zamioculcas zamiifolia en un porcentaje del 75,54
%. En la granja, la produccion en masa de este aislado se desarrollé para ayudar a facilitar el establecimiento de un
sistema ecoldgico integrado de gestién de enfermedades para los productores de Zamioculcas zamiifolia. También se
evaluaron diferentes medios para producir en masa el aislado de Trichoderma. Los medios evaluados en este estudio
incluyeron los sustratos solidos de semillas de cebada, arrozal, guisantes de vaca, maiz y sorgo y sustratos liquidos
semi solidos, tales como la dextrosa de papa, extracto de arroz, extractos de arrozales, respectivamente. Aunque el
crecimiento micelial fue mas rapido en los medios de cebada y de arrozales. Y el mayor rendimiento de esporas del
aislado de Trichoderma se observo 7 dias después de la inoculacion en los medios de cebada y de arrozales ".

La presente invencion proporciona un producto donde los microbios y las enzimas quitinasas/proteasas se pueblan en
el exoesqueleto de crustaceo deshidratado desmineralizados o en quitina. Estas enzimas degradaran el exoesqueleto
de los insectos y hongos patégenos que proporcionan actividades pesticidas.

La presente invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. Cualquier realizacion, aspecto o ejemplo de la
presente descripcién/divulgacion que no esté dentro del alcance de dichas reivindicaciones se proporciona Unicamente
con fines ilustrativos y no forma parte de la presente invencion.

Objeto de la invencion actual

Un objeto de esta invencion es proporcionar un agente de control bioldgico a base de quitina, completamente organico
ecoldgico, no toxico; para la generacion in situ de enzimas quitinasas/proteasas para su uso contra insectos en el
suelo/raices de las plantas. Este producto puede usarse en todas las aplicaciones agricolas.

Otro objeto de esta invencidn es usar quitina o exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado desmineralizado
como matriz, con microbios que producen enzimas quitinasas/proteasas para su uso en la generacién in situ de
enzimas quitinasas/proteasas y, de esta manera, usarlo en aplicaciones de control biolégico en la agricultura.

Incluso otro objeto de la invencion es proporcionar un nuevo producto que no solo contenga inéculos; sino que también
contenga enzimas quitinasas/proteasas producidas por los microbios.

Descripcion de la invencién

De acuerdo con esta invencién, se proporciona una matriz amorfa que consiste en biopolimero versatil de quitina o
exoesqueleto de crustaceo/quitinoso deshidratado desmineralizado en combinacién con microbios productores de
enzimas quitinasas/proteasas que incluyen hongos como Trichoderma viride y Beauveria bassiana, para ser usados
como agentes de biocontrol/biopesticida para la aplicacion en el campo de la agricultura.

El exoesqueleto de crustaceo/quitinoso fresco se sumerge en acido clorhidrico al 5 % durante cuatro horas para
obtener el exoesqueleto de crustaceo/quitinoso desmineralizado (DM). La cascara desmineralizada se somete luego
a extraccion con disolvente mediante el uso de acetona para obtener la cascara desmineralizada deshidratada (DM-
DH). La cascara de DM-DH, después de la extraccion con acetona, se somete a desproteinizacion mediante el uso de
hidréxido de sodio al 3-5 % y luego se lava a pH neutro y se seca para obtener quitina. La quitina o la cascara DM-DH
se pueden usar para la preparacion del producto.

A 12 gramos de caldo de dextrosa de papa, agregar 500 ml de agua destilada. Esterilizar los medios en una autoclave.
Permitir que se enfrie a temperatura ambiente. Inocular el cultivo puro con microbios que produzcan enzimas
quitinasas/proteasas. Mantener los medios inoculados en un agitador rotativo durante 72 horas. Filtrar el caldo y
mezclar. Verter el caldo mezclado en 1 kg de hojuelas de quitina/DM-DH. Secar la muestra al aire con una pérdida en
el secado no menor que el 10 %.
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La invencion se ilustrara ahora con ejemplos de trabajo.

En una realizacion, la invencién proporciona un producto que consiste en:

a) exoesqueleto quitinoso desmineralizado y deshidratado; y

b) el microbio productor de quitinasa seleccionado de un grupo que consiste en Trichoderma viride y

Beauveria bassiana,

en donde la carga microbiana total del producto no es menor que 108 ufc/g (unidades formadoras de colonias/gramo),
la actividad quitinasa no es menor que 1 U/gds (unidad por gramo de sustrato seco) y
dicho producto es una mezcla secada al aire con una pérdida en el secado no menor que el 15 % de una mezcla que
consiste en un exoesqueleto quitinoso desmineralizado deshidratado y el caldo que contiene Trichoderma viride o
Beauveria bassiana que produce quitinasa.

En otra realizacion, la invencion proporciona un producto en donde el exoesqueleto quitinoso desmineralizado y
deshidratado es un exoesqueleto de crustaceo.

En otra realizacién, la invencién proporciona un producto en donde el exoesqueleto de crustaceo es el exoesqueleto
de gamba.

Incluso en otra realizacién, la invencion proporciona un proceso para la preparacion del producto, que comprende los
pasos de:

a) desmineralizar el exoesqueleto quitinoso fresco en acido clorhidrico al 5 % durante cuatro horas;

b) extraer el exoesqueleto quitinoso desmineralizado con acetona para obtener el exoesqueleto quitinoso
desmineralizado deshidratado;

c) afiadir el caldo que contiene al microbio productor de quitinasa al producto de la etapa b), en donde el

microbio productor de quitinasa se selecciona de un grupo que consiste en Trichoderma viride y
Beauveria bassiana; y
d) secar al aire la mezcla de la etapa c), con una pérdida en el secado no menor que el 15 %.

En otra realizacion, la invencién proporciona un proceso en donde el exoesqueleto quitinoso es un exoesqueleto de
crustaceo.

En otra realizacion, la invencién proporciona un proceso en donde el exoesqueleto de crustaceo es el exoesqueleto
de gamba.

En otra realizacion, el producto de la presente invencion puede usarse como un agente de control biolégico.

Debe entenderse que el ejemplo especifico se proporciona en la presente descripcién a modo de ilustracion y no

pretende tomarse de manera restrictiva para implicar alguna limitacion en el alcance de la presente invencion.
Ejemplo 1: La cascara de gambas frescas (15 kg) se desmineraliza mediante el uso de clorhidrato de acido al
5 % y luego se deshidrata para obtener la cascara desmineralizada deshidratada (DM-DH). Esta cascara se
somete a desproteinizacién mediante el uso de hidroxido de sodio al 3-5 %. La cascara obtenida se lava a pH
neutro y se seca para obtener quitina. Esto se usa como matriz para la formulacion. A 24 gramos de caldo de
dextrosa de papa se agrega 1 litro de agua destilada. Esterilizar los medios en una autoclave. Se deja enfriar
a temperatura ambiente. Se agrega el indculo fungico de Trichoderma viride o Beauveria bassiana a los medios.
Mantener en agitador rotativo durante 72 horas. Filtrar el caldo y verter 100 ml de caldo en 1 kg de hojuelas de
quitina. La mezcla se seca al aire hasta obtener un contenido de LOD (pérdida por humedad de secado) no
menor que el 15-20 % y se realiza un ensayo de carga microbiana de 108 ufc/gm y la actividad de la enzima
quitinasa: no inferior a 1 U/gds
Ejemplo 2: La cascara de gambas frescas (15 kg) se desmineraliza mediante el uso de clorhidrato de acido al
5 % y luego se deshidrata para obtener la cdscara desmineralizada deshidratada (DM-DH). Esta cascara de
DM-DH fue la matriz en la preparacién de la presente formulacion. A 24 gramos de caldo de dextrosa de papa
se agrega 1 litro de agua destilada. Esterilizar los medios en una autoclave. Se deja enfriar a temperatura
ambiente. Se agrega el indculo fungico de Trichoderma viride o Beauveria bassiana a los medios. Se mantiene
p en agitador rotativo durante 72 horas. Filtrar el caldo. Verter 100 ml de caldo en 1 kg de hojuelas de DM-DH.
La mezcla se seca al aire hasta perder el contenido de humedad de secado LOD no menor que el 15-20 % y
se realiza un ensayo de carga microbiana 108 ufc/g y la actividad de la enzima quitinasa no menor que 1 U/gds
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REIVINDICACIONES

Un producto que consiste en:
a) exoesqueleto quitinoso desmineralizado y deshidratado; y
b) el microbio productor de quitinasa seleccionado de un grupo que consiste en Trichoderma viride y
Beauveria bassiana,
en donde la carga microbiana total del producto no es menor que 108 ufc/g (unidades formadoras de
colonias/gramo), la actividad de quitinasa no es menor que 1 U/gds (unidad por gramo de sustrato seco) y dicho
producto es una mezcla secada al aire con una pérdida en el secado no menor que el 15 % de una mezcla que
consiste en un exoesqueleto quitinoso desmineralizado deshidratado y caldo que contiene Trichoderma viride
0 Beauveria bassiana que produce quitinasa.

El producto de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el exoesqueleto quitinoso desmineralizado y
deshidratado es un exoesqueleto de crustaceo.

El producto de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el exoesqueleto de crustaceo es el exoesqueleto de
gambas.

Un proceso para la preparacion de un producto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que comprende:

a) desmineralizar el exoesqueleto quitinoso fresco en acido clorhidrico al 5 % durante cuatro horas;

b) extraer el exoesqueleto quitinoso desmineralizado con acetona para obtener el exoesqueleto quitinoso
desmineralizado deshidratado;

c) afiadir el caldo que contiene el productor de quitinasa al producto de la etapa b), en donde el microbio
productor de quitinasa es Trichoderma viride o Beauveria bassiana; y

d) secar al aire la mezcla de la etapa c), con una pérdida en el secado no menor que el 15 %.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el exoesqueleto quitinoso es un exoesqueleto de
crustaceo.

El proceso de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde el exoesqueleto de crustaceo es el exoesqueleto de
gambas.

El producto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 para su uso como agente de control
biolégico.
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