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DESCRIPCION

COMPLEJO DE INCLUSION DE TRIPTOFANO Y ARGININA, COMPOSICION
FERTILIZANTE, BIOESTIMULANTE Y ANTIMICROBIANA QUE LO COMPRENDE, SU
METODO DE OBTENCION Y SU USO

SECTOR TECNICO

La presente invencién se encuadra en el ambito general de la Quimica, mas en concreto
en la Quimica Organica, y tiene su aplicacion en los sectores agricola, silvicola y/o de
jardineria. De forma mas particular, se encuadra en el sector de composiciones que
actuan como inductores de la defensa auxinica en las plantas y/o para controlar plagas

fungicas y/o bacterianas en la agricultura, silvicultura y/o jardineria.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La Quimica en general y la Quimica Organica en particular es un campo de gran amplitud
y en continuo progreso tecnoldgico, que se puede aplicar a varias ramas de la Ciencia y
de la Industria, y que necesita evolucionar para satisfacer nuevas demandas de la
legislaciéon y de los consumidores, proporcionando soluciones adaptadas a unas
necesidades muy estrictas. Su gran potencial permite generar nuevos compuestos

biolégicamente activos que tengan una actividad mejorada respecto a los actuales.

En agricultura, el crecimiento de las plantas suele estar limitado por la disponibilidad de
nutrientes y, en muchos casos, el nitrdgeno es el elemento esencial limitante. Su escasez
tiene efectos perjudiciales en la productividad agricola, pero su fertilizacién excesiva
también puede tener efectos medioambientales negativos. La mejora de la eficiencia en
el uso del nitrégeno representa un reto importante para la agricultura y cada vez es mas
importante investigar los mecanismos de captacion, almacenamiento y reciclaje del
mismo y comprender la interaccion de estos procesos con la regulacion del desarrollo de

las plantas y la defensa frente al estrés.

En sus entornos naturales, las plantas estan sometidas a un continuo estrés bidtico

causado por diferentes ataques (bacterias, hongos, virus, oomicetos e insectos), que
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comprometen la supervivencia de la planta y su descendencia. Las plantas han
evolucionado a lo largo de millones afios, por lo que han desarrollado una variedad de
mecanismos de resistencia que se expresan constitutivamente o pueden inducirse tras el
ataque de patdgenos. Su sistema inmune innato se basa en la deteccion especifica de
proteinas llamadas patrones moleculares asociados a patégenos (PMAP). Los patégenos
exitosos secretan proteinas que desregulan la inmunidad y para contrarrestarlo, las
plantas activan la inmunidad desencadenada por proteinas efectoras. Esta inmunidad
estd regulada por fitohormonas, que son pequefas moléculas que trabajan en una
compleja red que regula las condiciones del crecimiento, desarrollo, reproduccién y la

respuesta de las plantas a las sefiales ambientales.

En la resistencia a los patdgenos, las vias de sefializacion mediadas por el acido salicilico
(AS) y el etileno (ET)/acido jasmonico (AJ) estan bien descritas. EI AS regula
positivamente la defensa de la planta contra los patdégenos biotréficos, que necesitan
tejido vivo para completar su ciclo de vida y las vias de ET/AJ son inducidas en la

resistencia a los patégenos que degradan el tejido de la planta durante la infeccion.

Otras hormonas como las auxinas y el acido abscisico (ABA), originalmente descritas por
regular los procesos de crecimiento de las plantas y la respuesta al estrés abiético, son
actores cruciales en las interacciones planta-patdégeno. Las vias fitohormonales estan
vinculadas entre si en una enorme y compleja red; por ejemplo, las vias de ET, ABA,
auxinas, giberelinas y citoquininas se consideran moduladores hormonales de la columna

vertebral de la sefalizacion AS-AJ.

Las auxinas, entre las que se encuentra el acido indol-3-acético (AlA), regulan muchos
aspectos del desarrollo, como la dominancia apical (tendencia a mostrar un mayor
crecimiento en la punta o apice de cada rama principal y en la punta del tallo principal), el
gravitropismo de las raices (crecimiento basipeto de las raices, que deben hundirse en el
suelo para su correcto funcionamiento y crecimiento de los tallos hacia el medio aéreo), la
formacion de pelos radicales y raices laterales y el desarrollo de hojas, flores y de la
vasculatura en general. También se han descrito efectos directos e indirectos en la
regulacion de las respuestas de resistencia a los patdgenos. Los efectos indirectos
pueden ser causados por la regulacién por parte de las auxinas de los procesos
asociados al desarrollo, como la arquitectura de la pared celular, la morfologia de la raiz y

el patrén de los estomas.
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El &cido indol-3-butirico (AIB) es también un regulador del crecimiento vegetal de la
familia de las auxinas y forma parte de muchos productos comerciales utilizados para
facilitar el enraizamiento de estacas de especies horticolas y frutales. En un estudio en
Camellia sinensis se midio el efecto de tres diferentes auxinas (acido indolbutirico, acido
indolacético y acido 1-naftalenacético) en la formacioén de raices. Segun los autores, el
acido indolbutirico produjo un mayor rendimiento de raices en comparacion con las otras
auxinas (Rout, G.R., “Effect of auxins on adventitious root development from single node
cuttings of Camellia sinensis (L.) Kuntze and associated biochemical changes”, Plant
Growth Regulation 48 (2): 111-117, 2006).

Una de las rutas biosintéticas de las auxinas parte de la biosintesis de los
antimicrobianos derivados del triptéfano, como los indol-glucosinolatos y la camalexina.
Una respuesta deficiente se asocia a una mala regulacion de los derivados del triptéfano
(niveles mas bajos de auxina e indol-glucosinolatos), especificamente en las raices. En
conjunto, se demuestra que las auxinas desempefian un papel central en el equilibrio de

las respuestas de resistencia de las plantas.

El triptéfano es un precursor de dos clases importantes de reguladores del crecimiento de
las plantas: (a) la fitohormona clasica auxina, a través de vias dependientes e

independientes de la triptamina y (b) las indol-aminas melatonina y serotonina.

En cambio, la adicién de triptéfano durante el periodo de enraizamiento y crecimiento de
las plantas tiene problemas de biodisponibilidad, ya que es poco soluble en agua, del
orden de 0.23 g/l a 0°C, 2.2 g/l a 10 °C, 11.4 g/l a 25°C, 17.1 g/l a 50°C y 27.95 g/l a
75°C. Por lo tanto, para formular un producto concentrado que posteriormente pueda ser
diluido para ser aplicado en la agricultura es obligatorio aumentar su solubilidad, como
minimo 20 veces. En el mercado existen un par de productos que consiguen concentrar
el triptéfano en aceites grasos. Sin embargo, estos productos tienen la dificultad de
requerir el empleo de emulsionantes para solubilizarse en agua, lo que encarece el coste
del producto final concentrado y, al mismo tiempo, se alejan de las soluciones mas

cercanas a la agricultura organica.

Por tanto, existe la necesidad de desarrollar nuevos productos que garanticen el aumento

de la solubilidad del triptéfano en agua y que no comprometan el caracter organico y/o
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ecolégico del producto final, evitando el uso de emulsionantes quimicos, ya que la

agricultura ira progresivamente desplazandose a este tipo de practicas en los cultivos.

Por otra parte, la L-arginina es un aminoacido importante y unico en las plantas. En las
proteinas presentes en las semillas de diferentes especies de plantas, entre el 40 y el
50% de la reserva total de nitrégeno esta representada por la arginina. Este aminoacido
también representa el 50% del nitrégeno en los embriones en desarrollo de la soja vy el
guisante. La arginina suele ser una de las principales formas de almacenamiento de
nitrégeno también en los érganos de almacenamiento subterraneo y en las raices de los
arboles y otras plantas. Por lo tanto, el metabolismo de la arginina desempena un papel

clave en la distribucion y el reciclaje del nitrégeno en las plantas.

Sin embargo, la arginina no sélo sirve como una importante reserva de nitrégeno, sino
que también actua como precursor de la biosintesis de poliaminas, 6xido nitrico (NO),
etc., e interviene en casi todos los procesos fisioldgicos y bioquimicos, en el crecimiento,
el desarrollo y en la adaptacion de las plantas al estrés bidtico y abidtico. La arginina
descarboxilasa, la arginasa y la o6xido nitrico sintasa son las enzimas clave en el
catabolismo de la L-arginina, formando poliaminas, mientras que el 6xido nitrico se forma
a través de la via Oxido Nitrico Sintasa (NOS, del inglés Nitric Oxide Synthase). La
actividad de estas tres enzimas controla la direccién del metabolismo de la arginina. Las
poliaminas (putrescina, espermidina y espermina) son esenciales para el desarrollo y la
respuesta al estrés de las plantas. La embriogénesis, la organogénesis y, en particular, la
iniciacién y el desarrollo de las flores, el cuajado y la maduracién de los frutos, asi como
la senescencia de las hojas, requieren poliaminas. Su rol en la tolerancia al estrés
abidtico y la regulacion de la asimilacion del nitrégeno esta bien establecido. La
acumulacion de poliaminas en grandes cantidades en la célula apunta hacia funciones de
regulacion metabdlica de la toxicidad del amoniaco, la produccién de NO vy el equilibrio

del metabolismo del nitrégeno organico en la célula.

El zinc, uno de los micronutrientes esenciales y un importante componente de varias
enzimas y proteinas, sélo lo necesitan las plantas en pequefias cantidades. Sin embargo,
es crucial para su desarrollo, ya que desempefa un papel importante en una amplia
gama de procesos. El rango normal de zinc en el tejido vegetal es de 15 a 60 ppm y en el
medio de cultivo entre 0.10 y 2.0 ppm. La deficiencia o la toxicidad del zinc no se

producen con frecuencia. Sin embargo, ambas tienen un impacto negativo en el
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crecimiento y la calidad de los cultivos y deben abordarse antes de que los danos en los
cultivos sean irreversibles. El zinc activa las enzimas responsables de la sintesis de
ciertas proteinas, participa en la formacion de clorofila y de algunos hidratos de carbono,
en la conversion de almidones en azucares y su presencia en los tejidos vegetales ayuda
a la planta a soportar las bajas temperaturas. El zinc es esencial, ademas, en la

formacién de auxinas.

Como la mayoria de los micronutrientes, el zinc es inmovil, o que significa que los
sintomas de carencia se producen en las hojas nuevas y varian en funcién del cultivo.
Normalmente, se manifiestan como un patrén variable de clorosis de las hojas nuevas y
pueden formarse manchas necréticas en los margenes o en las puntas de las hojas. Las
hojas nuevas son de menor tamafio y a menudo se ahuecan hacia arriba o se
distorsionan. Los entrenudos se acortan, dando a la planta un aspecto de roseta, y el
desarrollo de los brotes es deficiente, dando lugar a una floracion y ramificacion

reducidas.

En la agricultura se verifica el impacto de varias plagas bacterianas, esencialmente del
tipo gramnegativo. Los fitopatdégenos gramnegativos constituyen una importante amenaza
para los cultivos alimentarios y son responsables de una plétora de enfermedades de las
plantas, con pérdidas devastadoras en cultivos como los tomates, los pimientos, las
patatas, las aceitunas o el arroz. Los medios por los que las bacterias fitopatdgenas
causan enfermedades son tan variados como los tipos de sintomas que provocan. Estas
bacterias fitopatdégenas producen toxinas o inyectan proteinas especiales que provocan la
muerte de las células del huésped, o bien producen enzimas que descomponen
componentes estructurales clave de las células vegetales y sus paredes. La mayoria de
las bacterias fitopatdégenas pertenecen a los siguientes géneros: Erwinia, Pectobacterium,
Pantoea, Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia, Acidovorax,
Xanthomonas, Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma y Phytoplasma. Las
bacterias patégenas de las plantas causan muchos tipos diferentes de sintomas que
incluyen agallas y sobrecrecimientos, marchitamiento, manchas en las hojas, motas y
tizones, podredumbres blandas, asi como costras o cancros. A diferencia de los virus,
que estan dentro de las células del huésped, las bacterias amparadas crecen en los
espacios entre las células y no las invaden. Las bacterias que causan las enfermedades
de las plantas se propagan de muchas maneras: pueden ser salpicadas por la lluvia o

transportadas por el viento, los pajaros o los insectos. Las personas también pueden

6



10

15

20

25

30

35

ES 2957421 B2

propagar enfermedades bacterianas al podar arboles frutales infectados y transmitirse a
través de las herramientas utilizadas o en los cortes de poda. Dentro de los géneros de
hongos que atacan a los cultivos se encuentran, entre otros, los siguientes: Fusarium,

Giberella, Rhizoctonia, Verticillium, Phytophthora, Colletotrichum, Alternaria y Botrytis.

En base a lo anteriormente expuesto, existe la necesidad en este campo técnico de
desarrollar nuevas composiciones de caracter organico y/o ecolégico que superen los
inconvenientes mencionados y que aumenten la biodisponibilidad de sus componentes
activos, evitando el uso de emulsionantes quimicos que puedan resultar téxicos para las
plantas o el suelo y que, de forma paralela, estimulen el sistema de defensa propio de las

plantas.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Es un primer objeto de la invenciéon un método para obtener un complejo de inclusion de
triptéfano y arginina en solucién acuosa que comprende las siguientes etapas:

a) mezclar entre un 3% y un 6% p/v de triptéfano en agua y agitar hasta obtener
una mezcla dispersada,;

b) anadir entre un 6 y un 10% p/v de arginina con respecto al total de la mezcla
dispersada obtenida en la etapa anterior;

c) calentar hasta una temperatura de entre 50 y 70°C, agitar preferentemente a
una velocidad de agitacién de entre 300 y 1000 rpm y aplicar ultrasonidos con
una frecuencia preferentemente comprendida entre 15 y 25 kHz, y mas
preferentemente entre 20 y 25 HZ, hasta completar la disolucion total del
triptofano y la formacion del complejo de inclusién; y

d) dejar enfriar hasta alcanzar una temperatura por debajo de 25°C.

Es un segundo objeto de la invencion un complejo de inclusion de triptéfano y arginina en
solucion acuosa, que comprende, en peso con respecto al volumen total:

a) entre un 3% y un 6% de triptofano,

b) entre un 6% y un 10% de arginina, y

c) entre un 84% y un 92% de agua,
y donde dicho complejo de inclusidn no contiene ningun surfactante o emulsionante

quimico.
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Una de las principales ventajas que ofrece el complejo de inclusién objeto de la invencién
frente a otros productos descritos en el estado de la técnica es la sorprendente mejora
que presenta en cuanto a la solubilidad de sus principios activos, el triptéfano y la
arginina, en agua. En particular, se ha demostrado que el complejo de inclusion
reivindicado permite multiplicar por 20 el porcentaje de solubilizaciéon del triptéfano en

agua.

Adicionalmente, ofrece la ventaja de que se trata de un producto inocuo, basado en
compuestos naturales y que no requiere el empleo de compuestos quimicos, como
surfactantes o emulsionantes, a diferencia de otros productos habituales del estado de la
técnica. Es importante sefalar que los componentes del complejo de inclusion
reivindicado son generalmente reconocidos como seguros (GRAS), favoreciendo asi su
empleo en el tratamiento de cultivos. Se trata por tanto de un producto que respeta el
medio ambiente y que no dafia los ecosistemas, al no incluir sustancias téxicas,

basandose en compuestos que incluso son de grado alimentario humano.

Es un tercer objeto de la invencidon una composicion fertilizante, bioestimulante vy
antimicrobiana que comprende en peso con respecto al volumen total:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucién acuosa objeto de la
invencion, segun ha sido definido anteriormente, y
b) entre un 4% y un 8% de al menos un compuesto quelante seleccionado entre un
compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como

cualquiera de sus combinaciones.

En una realizacién alternativa de la invencién, la composicion fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana puede comprender, en peso con respecto al volumen total:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucién acuosa objeto de la
invencion, segun ha sido definido anteriormente, y

b) entre un 0.5% y un 5% de un extracto seco de alga roja.

En una realizacion adicional alternativa de la invencion, la composicién fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiana puede comprender, en peso con respecto al volumen
total:

a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucién acuosa objeto de la

invencion, segun ha sido definido anteriormente,
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b) entre un 4% y un 8% de al menos un compuesto quelante seleccionado entre un
compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como
cualquiera de sus combinaciones; y

c) entre un 0.5% y un 5% de un extracto seco de alga roja.

En el contexto de la presente invencion, se entiende por fertilizante una composicion que
comprende los nutrientes esenciales para el crecimiento y desarrollo de un vegetal. La
composicion objeto de la invencién tiene funcion fertilizante debido a la presencia de los
aminoacidos en la propia composicion. De este modo, cumple la funcion fertilizante per
se, evitando que la planta tenga que producir los nutrientes a partir del nitrégeno fijado a
través de sus raices, con el consiguiente ahorro econdmico que ello conlleva.
Adicionalmente, son numerosos los beneficios adicionales asociados a la presencia de
los aminoacidos en la composicién, actuando en aspectos diversos como la resistencia al
estrés, la fotosintesis, la polinizacién, la activacién de las fitohormonas y otras sustancias
de crecimiento, el equilibrio de la flora en los suelos y el sistema de absorcion y

translocacion de los microelementos a nivel de la planta.

Ademas, en el contexto de la presente invencién, se entiende por bioestimulante una
sustancia que altera los procesos vegetales mejorando su rendimiento. En particular, la
composicién objeto de la invencion tiene la capacidad de estimular el sistema de defensa

en que intervienen las auxinas de los vegetales.

Por otro lado, se entiende por antimicrobiano una sustancia que interviene en la

proteccion de un vegetal frente a enfermedades producidas por hongos y/o bacterias.

Es un cuarto objeto de la invencion un método para obtener una composicion fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiana segun ha sido anteriormente descrita, caracterizado por
que comprende mezclar por sonicacion aplicando ultrasonidos con una frecuencia
preferentemente comprendida entre 15 y 25 kHz, mas preferentemente entre 20y 25 HZ,
los siguientes componentes:
a) entre un 9% y un 16% en peso del complejo de inclusién en soluciéon acuosa
segun ha sido anteriormente descrito, y
b) entre un 4% y un 8% en peso de al menos compuesto quelante seleccionado
entre un compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como

cualquiera de sus combinaciones,
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donde la mezcla se lleva a cabo preferentemente a una temperatura entre 50° a 70°C,

durante un tiempo de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicion homogénea.

De manera alternativa, dicho método de obtencién de una composicion fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiana segun ha sido anteriormente descrita, se caracteriza por
que comprende mezclar por sonicacion aplicando ultrasonidos con una frecuencia
preferentemente comprendida entre 15 y 25 kHz, mas preferentemente entre 20y 25 HZ,
los siguientes componentes:

a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucién acuosa objeto de la

invencion, segun ha sido definido anteriormente, y

b) entre un 0.5% y un 5% en peso de un extracto seco de alga roja,

donde la mezcla se lleva a cabo preferentemente a una temperatura entre 50° a 70°C,

durante un tiempo de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicién homogénea.

Adicionalmente, el método para obtener una composicion fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana objeto de la invencién se caracteriza por que comprende mezclar por
sonicacion aplicando ultrasonidos, los siguientes componentes:

a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusidon en solucién acuosa objeto de la
invencion, segun ha sido definido anteriormente,

b) entre un 4% y un 8% en peso de al menos compuesto quelante seleccionado entre
un compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como
cualquiera de sus combinaciones, y

c) entre un 0.5% y un 5% en peso de un extracto seco de alga roja,

donde la mezcla se lleva a cabo a una temperatura entre 50° a 70°C, durante un tiempo

de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicion homogénea.

Es un quinto objeto de la invencion el uso de la composicion fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana anteriormente descrita para inducir la defensa auxinica en vegetales de
cultivos agricolas, silvicultura y/o jardineria que comprende aplicar en dichos cultivos una

cantidad maxima de un 23% en peso de la composiciéon en agua.
Como se ha descrito anteriormente, una de las ventajas principales de la invencion es

que se trata de una composicion basada en sustancias naturales, seguras y

biodegradables, al tiempo que mejora de manera muy significativa la biodisponibidad del
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triptéfano, eliminando la presencia de otros productos quimicos imprescindibles para su

disolucién como los que se emplean actualmente en el sector agricola.

En una realizacién particular alternativa, la composicién reivindicada podra utilizarse

como fertilizante.

En otra realizacion particular alternativa, la composicion reivindicada podra ser empleada

como bioestimulante.

Finalmente, en otra realizacion particular alternativa, la composicion reivindicada podra
ser empleada como antimicrobiano, al tener la capacidad de prevenir, tratar y/o eliminar

plagas de microorganismos que pueden ser hongos y/o bacterias de las plantas.

De manera particular, los hongos patégenos pueden consistir en un género de hongos
seleccionado del grupo que consiste en Fusarium, Giberella, Rhizoctonia, Verticillium,
Phytophthora, Colletotrichum, Alternaria, Botrytis, asi como cualquiera de sus

combinaciones.

A su vez, las bacterias patégenas pueden consistir en bacterias gramnegativas. De
manera preferente, las bacterias patdégenas pueden consistir en un género de bacterias
seleccionado del grupo que consiste en Erwinia, Pectobacterium, Pantoea,
Agrobacterium, Pseudomonas, Ralstonia, Burkholderia, Acidovorax, Xanthomonas,
Clavibacter, Streptomyces, Xylella, Spiroplasma, Phytoplasma, asi como cualquiera de

sus combinaciones.

En cualquiera de los usos anteriormente descritos, la composicion reivindicada puede
aplicarse diluida en agua mediante pulverizacién sobre el cultivo, a nivel foliar o a nivel
radicular mediante riego. De manera preferente, su aplicacién se llevara a cabo a nivel
foliar, al lograrse una mayor absorcion por parte de la planta. Dicha dilucién en agua
podra comprender una cantidad de composicion fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana de entre 14 a 23%, mas preferentemente entre un 15% y un 20% y aun

mas preferentemente entre un 18% y un 20% en peso con respecto al total.

Es un sexto objeto de la invencion la dilucion acuosa que comprende la composicion

fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana reivindicada, preferentemente, en un
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porcentaje en peso comprendido entre un 14% y un 23%, mas preferentemente entre un

15% y un 20% y aun mas preferentemente entre un 18% y un 20% en peso respecto al

total.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Acompafando a la presente descripcion se incluyen una serie de figuras donde, con

caracter ilustrativo y no limitativo, se muestran estructuras quimicas de la composicion

objeto de la invencion. En particular, dichas figuras son las siguientes:

Figura 1.- a) Imagen de la estructura de las formas resonantes del grupo guanidinio;
y b) estructura promedio espacial del guanidinio.

Figura 2.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
triptéfano.

Figura 3.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) de la
arginina.

Figura 4.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
complejo triptéfano y arginina en el primer estudio de formacion de puentes de
hidrégeno.

Figura 5.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
complejo triptéfano y arginina en el segundo estudio de formacién de puentes de
hidrégeno.

Figura 6.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) dle
complejo triptéfano y arginina en el tercer estudio de formacion de puentes de
hidrégeno.

Figura 7.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
complejo triptéfano y arginina en el cuarto estudio de formacion de puentes de
hidrégeno.

Figura 8.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
complejo triptéfano y arginina en el quinto estudio de formacién de puentes de
hidrégeno.

Figura 9.- a) Estructura molecular y b) estructura conformacional (promedio) del
complejo triptéfano y arginina en el sexto estudio de formacion de puentes de
hidrégeno.

Figura 10.- Espectros RMN del: (a) L-Triptéfano; (b) L-Arginina y (c) complejo

Triptéfano-Arginina.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Tal y como se ha descrito previamente, la presente invencién ofrece un nuevo proceso
para incrementar la solubilizacién del triptéfano en agua, no habiendo sido descrito hasta
el momento en la literatura técnica. EI nuevo complejo de inclusién reivindicado consigue
aumentar la solubilidad del triptéfano en agua hasta 20 veces y estd especialmente
indicado para su empleo en la elaboracion de composiciones fertilizantes, bioestimulantes

y antimicrobianas naturales y biodisponibles.

En particular, el método desarrollado permite obtener un complejo de triptéfano/arginina
mediante un proceso de mezcla en caliente con aplicacién de ultrasonidos. ElI complejo
de inclusién obtenido mediante dicho proceso puede comercializarse de forma
concentrada, o bien se puede diluir en agua hasta un porcentaje que faculte su empleo

en la agricultura, silvicultura y/o jardineria.

En el contexto de la presente invencién, la formacién del complejo se produce como
consecuencia de la pérdida del proton por parte de ambos grupos carboxilicos de los
aminoacidos, que se deslocan, en el caso del triptéfano, hasta el grupo amino libre de la
parte alifatica de la molécula (no el grupo inddlico) y, en el caso de la arginina, hasta la

estructura resonante del grupo guanidinio, que queda cargada positivamente.

Como se ha descrito anteriormente, el complejo de inclusion reivindicado se caracteriza
por que comprende entre un 3% y un 6% en peso de triptéfano, si bien en realizaciones
preferidas de la invencién, la cantidad de triptéfano sera de un 4% o un 5% en peso

respecto al volumen total.

Por su parte, la cantidad de arginina presente en el complejo de inclusidon se encuentra
comprendida entre un 6% y un 10% en peso, si bien en realizaciones preferidas puede

estar presente en un 7%, un 8% o un 9% en peso respecto al volumen total.

La eficacia del producto objeto de la presente invencién, unido a su elevada
biodisponibilidad, hace que sea un producto realmente ventajoso en comparacion con los
fertilizantes, bioestimulantes y/o agentes antimicrobianos conocidos en el mercado, que

apenas llegan a disolver un 0.5% de triptéfano en agua. Junto a esto, el complejo de
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inclusion reivindicado esta constituido por componentes naturales eficaces, evitando asi

el uso de quimicos responsables de efectos toxicos para el medioambiente.

Como se ha descrito anteriormente, cabe destacar que, gracias a la composicion quimica
del complejo de inclusion reivindicado, se ha incrementado de manera sorprendente la
solubilidad del triptéfano. De hecho, se ha demostrado que la solubilidad del triptéfano se
incrementa con la concentracion de la arginina, presente entre un 6% y un 10% en peso,
facilitando asi la formacion del complejo de inclusion entre ambos aminoacidos por
interacciones moleculares débiles o de corto alcance entre las moléculas de ambos
compuestos en agua. En particular, dichas interacciones consisten en enlaces por
puentes de hidrégeno entre los dos aminoacidos descritos, es decir, la soluble en agua y
la insoluble. El enlace de hidrégeno es una fuerza electrostatica que proporciona gran
estabilidad, pero es mas débil que el enlace covalente o el enlace i6nico. En la aparicion
de estos enlaces es esencial la accién de los ultrasonidos que se aplican durante el

método de obtencion del complejo de inclusion.

Una de las principales ventajas de la composicion reivindicada es que permite solventar
el problema al que se tiene que enfrentar el sector agricola en relacion a las plagas
microbianas actuales, particularmente en el caso de las bacterias, en cuyo caso no esta
permitido el empleo de antibidticos habituales, de uso humano, para evitar la aparicion de

bacterias resistentes.

En realizaciones particulares de la presente invencion, la composicion fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiana comprende el complejo de inclusion formado por los dos
aminoacidos descritos, dando lugar a una composiciéon en solucién acuosa con un pH
comprendido entre 8 y 11 y con caracter catidnico, derivado de la presencia del grupo
guanidinio de la arginina, segun se muestra en la Figura 1, con gran tendencia a captar el
protén del grupo carboxilico del triptéfano y quedar cargado positivamente, lo que otorga
el caracter catiénico al complejo formado. En realizaciones preferidas, el pH de la
solucion acuosa estard comprendido entre 9 y 10 y sera mas preferentemente de entre
9.3y9.5.

Como se ha descrito anteriormente, la composicion fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana reivindicada puede comprender entre un 4 y un 8% en peso de al menos

un compuesto quelante seleccionado preferentemente entre un compuesto quelante de
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zinc o de hierro de aplicacién en agricultura. De manera mas preferente, el compuesto
quelante de zinc de aplicacién en agricultura puede seleccionarse del grupo que consiste
en sulfato de zinc, gluconato de zinc, heptagluconato de zinc, acetato de zinc,
etilendiaminotetraacetato de zinc (EDTA)Zn, hidroxietilendiaminotriacetato de zinc
(HEEDTA)Zn, dietilentriaminopentaacetato de zinc (DTPA)Zn, etilen-diamino di-orto-
hidroxi-fenil-acetato de zinc (o,p-EDDHA)Zn, etilendiaminodisuccinato de zinc (EDDS)Zn,
etilendiamina-N y N'-disuccinato de zinc (EDDS)Zn, asi como cualquiera de sus

combinaciones.

En realizaciones preferidas de la invencién, la cantidad del quelante de zinc de aplicacién
en la agricultura en la composicion sera de un 4.5%, 5%, 5.5%, 6%, 6.5%, 7% 0 7.5% en

peso respecto al volumen total.

Una gran ventaja del complejo de inclusién reivindicado es que no precisa de la
incorporacion de emulsionantes o surfactantes para mejorar su solubilidad vy
biodisponibilidad en solucién acuosa, a diferencia de otros productos alternativos del
estado de la técnica, los cuales llevan asociado un importante riesgo de toxicidad en
cultivos, asi como en los suelos destinados a la agricultura, silvicultura y jardineria en

general.

Por lo tanto, se trata de una solucién muy ventajosa con respecto a los compuestos que
existen actualmente en el mercado, ya que con una simple elaboracién del complejo de
inclusion se obtiene un producto muy estable, el cual se vehicula de forma mas elemental
que otras alternativas basadas en aceites y emulsionantes, polielectrolitos, asi como
otros productos mas complicados de encapsulacién, con el consiguiente ahorro
econdémico. Aunque es conocido que la estabilidad de las soluciones se puede mejorar
mediante la adicion de un agente surfactante, por razones de sostenibilidad

medioambiental el producto objeto de la invencidn no los contiene en su composicion.

En una realizacion preferida, la composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana
puede comprender adicionalmente al menos un aditivo, preferentemente un conservante,
y mas preferentemente metabisulfito potasico. De manera preferente, dicho aditivo estara
presente en una cantidad comprendida entre 0.1% y 0.5% en peso con respecto al total
de la composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana. En realizaciones aun mas

preferidas, la cantidad de aditivo (preferentemente, conservante y mas preferentemente
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metabisulfito potésico) puede ser de un 0.2%, 0.3% o 0.4% en peso respecto al total.
Dicho aditivo puede ser afiadido en una ultima etapa del proceso, tras la formacion del

complejo de inclusion.

Respecto al uso de la composicion reivindicada, en realizaciones particulares de la
invencién la composicion podra ser diluida en agua para su aplicacion en agricultura,
silvicultura y/o jardineria, pudiendo estar comprendida en la dilucion en una cantidad de
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8% 0 9% en peso respecto al total del volumen de la

solucién final acuosa.

En realizaciones preferidas de la invencién, la dilucion acuosa puede comprender entre

140 y 230 gramos de la composicion respecto a un litro de agua.

En realizaciones preferidas de la presente invencion, el complejo de inclusion fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiano permite diluciones sucesivas del triptéfano, es decir,
permite realizar diluciones con cantidades de agua muy elevadas, y tiene el efecto
sorprendente de que los aminoacidos del complejo de inclusion se mantienen solubles,
sin precipitar dentro del agua o sin formar un polvo aislado en la superficie libre del

liquido.

Debido a que la arginina forma un complejo de inclusidon que aumenta al menos 20 veces
la solubilidad del triptéfano, en realizaciones particulares de la invencion el complejo de
inclusion mantendra su solubilidad en agua aun en cantidades de 1 litro de complejo de
inclusion diluido en agua en una cantidad de entre 50 litros y 200 litros. De forma
sorprendente, se ha comprobado cémo el complejo reivindicado no acaba precipitando en
la mezcla a medida que se aumenta la cantidad de agua en la solucién. Ello se debe al
fendmeno que se ha descrito anteriormente, referente a la biodisponibilidad del complejo
de inclusién para poder aplicarse en los cultivos y poder tener un mayor efecto

fertilizante, bioestimulante y antimicrobiano, como es el caso de la presente invencion.

En base a lo descrito en el presente documento, se concluye que la composicion que
comprende el complejo de inclusidbn reivindicado es un producto fertilizante,
bioestimulante y antimicrobiano 6ptimo para su aplicacién en la agricultura, silvicultura y

jardineria, tal y como se demuestra en los resultado experimentarles llevados a cabo con
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dichos productos, en los cuales se ha observado una disminucién de las plagas de al

menos el 90% respecto a las inicialmente existentes.

Como base para explicar este fendmeno, se ofrece en el presente documento un modelo
tedrico de formacion del complejo de inclusién entre ambos aminoacidos, que es una
realizacion preferente de la presente invencion. En este caso preferido, la energia interna
del complejo de inclusién objeto de la invencion es de -952.8 kcal/mol, que es muy
inferior al contenido energético de los aminoacidos por separado, demostrandose la

formacion del complejo y su estabilidad.

En realizaciones particulares de la presente invencion, el uso de la composicién
reivindicada implica su aplicacion de la composicion acuosa fertilizante, bioestimulante y
antimicrobiana en una dilucién en agua. En una realizacién particular, puede emplearse 1
litro de la composicidn (concentrado del complejo) por 50, 100 o hasta 200 litros de agua,
aunque logicamente, como el efecto no se ve alterado por el volumen de disolucion,
puede aplicarse en cualquiera de las concentraciones que han sido previamente

descritas.

EJEMPLOS

1. Procedimiento de obtencién y caracterizacién de un complejo de inclusion sequn ha

sido reivindicado, con triptéfano y arginina

Se parte de la produccion del complejo entre ambos aminoacidos, de acuerdo con la

siguiente composicién y procedimiento:

A 1 litro de agua se anaden 50 gramos del aminoacido triptéfano sélido en polvo vy
después de 5 minutos de agitacién, de forma que el polvo se encuentre “mojado” y
distribuido uniformemente en el agua, se anaden 100 gramos del aminoacido arginina
bajo intensa agitacion. Se calienta hasta alcanzar una temperatura de 50° a 70°C y se
aplican ultrasonidos, siendo estas condiciones necesarias y suficientes para la formacion
del complejo de inclusiébn en agua. Se mezclan mediante agitacion ambas sustancias
(triptéfano y arginina) y la mezcla resultante se homogeneiza introduciendo directamente
en la solucién el cabezal del sonicador del equipo de ultrasonidos (con una frecuencia de

20 kHz). La sonicacion se lleva a cabo durante periodos de 2 minutos cada uno, y un
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tiempo total de 10 minutos, no dejando que la solucién se caliente por encima de 70°C.
Una vez formado y estabilizado el complejo, se procede a anadir 40 gramos del quelante
de zinc. La solucién resultante, protegida de la luz, cambia de color hasta adquirir un
color amarillo ocre. Posteriormente, se puede envasar el complejo de inclusion ya
formado. No se puede alterar el pH de la solucién resultante para evitar que se formen

precipitados no deseables.

2. Analisis y determinacion tedrica de la formacion del complejo de inclusién

La verificacion tedrica de la formacion del complejo se fundamenta en el estudio del
contenido energético del mismo, que se calculé utilizando el software ChemBio3D Ultra
16.0 (Perkin-Elmer Inc., Waltham, MA, USA) y el método de calculo de Mecanica
Molecular (MM2). Se realizaron calculos para obtener la energia de la estructura 3D
molecular, analizando y exponiendo la energia del estado basal. Cuanto menor es la
energia final, mayor es la estabilidad de la molécula. EI MM2 es un método que sirve para
determinar la geometria, las energias moleculares, los espectros vibracionales y las
entalpias de formacién de moléculas en su estado basal y se utiliza habitualmente para
determinar el comportamiento de grandes moléculas de importancia bioldgica y
farmacéutica. Suele utilizarse para determinar las geometrias de grandes moléculas,
como las de importancia bioldégica y farmacéutica, que estan fuera del alcance de
métodos mas intensivos basados en los orbitales moleculares. Por esta razén, el MM2 no
es Util para modelar estados de transicidn de procesos quimicos con un gran espectro de

pasos experimentales.

Se realizaron calculos para obtener la energia de diferentes conformaciones de un mismo
complejo 3D, analizando y exponiendo aquellas con menor energia de formacion. Se
estimaron diferentes conformaciones tridimensionales para el complejo formado. El
contenido energético total, expresado en kcal/mol, de cada molécula se describe

mediante la suma de las siguientes interacciones:

ETotal = EEstiramiento(“stretching")+EDoblamiento(“Bending")+ETorsién(“Torsion”) +Elnteraccic'>n no vinculada(“Non-bonded inte”)

Para verificar el contenido energético de los dos aminoacidos por separado y del

complejo formado entre ambos, se estudiaron su estructura conformacional y su
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interrelacion mediante formacién de puentes de hidréogeno. Los resultados fueron los

siguientes:

Para el triptéfano se obtuvo un contenido energético de 4.5 kcal/mol. La estructura

molecular y conformacional del triptéfano se muestra en la figura 2.

Para la arginina se obtuvo un contenido energético de -3.3 kcal/mol. La estructura

molecular y conformacional de la arginina se muestra en la figura 3.

Se llevé a cabo un primer estudio de formacion de puentes de hidrogeno en el complejo
de inclusion triptéfano-arginina, obteniéndose un contenido energético de -8.4 kcal/mol.
La estructura molecular y conformacional del complejo triptéfano y arginina de este primer

estudio se muestran en la figura 4.

Se llevd a cabo un segundo estudio de formacion de puentes de hidrégeno del complejo
de inclusion triptéfano-arginina, obteniéndose un contenido energético de -132.2 kcal/mol.
La estructura molecular y conformacional del complejo triptéfano y arginina de este

segundo estudio se muestran en la figura 5.

Se llevé a cabo un tercer estudio de formacion de puentes de hidrogeno, obteniéndose un
contenido energético de -342.7 kcal/mol. La estructura molecular y conformacional del

complejo triptdfano y arginina de este tercer estudio se muestran en la figura 6.

Se llevo a cabo un cuarto estudio de formacién de puentes de hidrégeno, obteniéndose
un contenido energético de -118.5 kcal/mol. La estructura molecular y conformacional del

complejo triptéfano y arginina de este cuarto estudio se muestran en la figura 7.

Se llevé a cabo un quinto estudio de formacion de puentes de hidrogeno, obteniéndose
un contenido energético de -110.6 kcal/mol. La estructura molecular y conformacional del

complejo triptéfano y arginina de este quinto estudio se muestran en la figura 8.

Se llevo a cabo un sexto caso de estudio de formacién de puentes de hidrogeno,
obteniéndose un contenido energético de -952.8 kcal/mol. La estructura molecular y
conformacional del complejo triptéfano y arginina de este sexto estudio se muestran en la

figura 9.
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Del estudio energético de las diferentes posibilidades de formacion del complejo entre el
triptofano y la arginina mediante formacion de enlaces por puente de hidrégeno, se
concluye que el quinto estudio es el mas favorable energéticamente y por lo tanto es el
que ocurre, ya que se produce la protonacion del grupo guanidinio de la arginina y del
grupo amino libre del triptéfano, mediante la cesion de protones de los grupos

carboxilicos presentes en ambos aminoacidos.

3. Uso de las soluciones acuosas del complejo descritas en el Ejemplo 1 y de los

resultados obtenidos como compuesto antimicrobiano.

Se aporta en esta solicitud de patente un resumen de los resultados obtenidos en las
pruebas in vitro realizadas con varios microorganismos, que se han efectuado en las

instalaciones del CSIC, en concreto en el IPNA-CSIC.

Para determinar la capacidad antimicrobiana, se llevd a cabo el siguiente ensayo: en 100
ml de agua se sintetizd el complejo de inclusidon segun se ha descrito en el ejemplo 1.
Posteriormente, se analizd su capacidad antimicrobiana en Candida albicans,
Campilobacter jejuni, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphiloccocus aureus
y Salmonella entérica, determinando el grado de crecimiento y de inhibicién en diferentes
diluciones consecutivas, a 1/2, 1/4, y asi sucesivamente hasta 1/32. En la siguiente tabla
1 se explicitan estos valores, donde el primer valor se corresponde con el tanto por ciento
de crecimiento y el segundo valor con el tanto por ciento de inhibicién, siendo

complementarios:
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Tabla 1
Grado de
dilucion/ 1 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32
Organismo
analizado
_ _ 01100 0.31/ 2.74/ 14.82/ 10010 10010
Candida albicans 9969 | 97.26 | 8518
Campilobacter 0100 8.83/ 9.1/ 10.2/ 14.8/ 20.72/
jejuni 91.17 90.9 89.8 85.2 79.28
0.62/ 0.65/ 0.72/ 50.41/

ichi i 0/100 0/100
Escherichia coli 99.38 99.35 99.28 49.59

Pseudomonas 0100 1.82/ 0.43/ 0.72/ 7412/ | 87.18/

Aeruginosa 98.18 99.57 99.28 25.88 12.82

Staphiloccocus 0100 0.16/ 3.68/ 6.58/ 50.46/ | 65.33/

aureus 99.84 96.32 93.42 49.54 34.67
60.39/

Salmonella 0/100 0/100 0/100 0/100 0/100

entérica 39.61

4. Determinacion espectros RMN

Con objeto de demostrar la formacién del complejo de inclusion reivindicado se realizaron
los espectros RMN de los dos aminoacidos independientes (el triptéfano y la arginina), los
cuales fueron comparados con el espectro RMN del complejo de triptéfano-arginina. Los

resultados se muestran en la figura 10.

En particular, en la figura 10(a) se muestra el espectro RMN del L-Triptéfano, en la figura
10(b) se muestra el espectro RMN de la L-Arginina y en la figura 10(c) se muestra el
espectro RMN del complejo-Triptofano/L-Arginina. En dicha figura 10(c) se observa una
diferencia importante en la geometria y altura de los picos respecto a los espectros de los
aminoacidos por separado, lo que indica la presencia del complejo de inclusion,

confirmando los resultados de los estudios energéticos realizados (ejemplo 2).
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REIVINDICACIONES

1. Método para obtener un complejo de inclusion de triptéfano y arginina en solucion
acuosa que comprende las siguientes etapas:
a) mezclar entre un 3% y un 6% p/v de triptéfano en agua y agitar hasta obtener
una mezcla dispersada,;
b) anadir entre un 6 y un 10% p/v de arginina con respecto al total de la mezcla
dispersada obtenida en la etapa anterior;
c) calentar hasta una temperatura de entre 50 y 70°C, agitar y aplicar ultrasonidos
hasta completar la disolucion total del triptéfano y la formacién del complejo de
inclusion; y

d) dejar enfriar hasta alcanzar una temperatura por debajo de 25°C.

2. Método de acuerdo con la reivindicacién 1, donde los ultrasonidos se aplican con

una frecuencia comprendida entre 15 y 25 kHz.

3. Complejo de inclusién de triptéfano y arginina en solucion acuosa obtenido
mediante el método descrito en la reivindicacion 1 o 2, caracterizado por que comprende,
en peso con respecto al volumen total:

a) entre un 3% y un 6% de triptofano,

b) entre un 6% y un 10% de arginina, y

c) entre un 84% y un 92% de agua,
y donde dicho complejo de inclusidn no contiene ningun surfactante o emulsionante

quimico.

4.  Composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana, caracterizada por que
comprende, en peso con respecto al volumen total:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucidon acuosa segun se
define en la reivindicacién 3, y
b) entre un 4% y un 8% de al menos un compuesto quelante seleccionado entre un
compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como

cualquiera de sus combinaciones.

22



10

15

20

25

30

ES 2957421 B2

5. Composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana de acuerdo a la
reivindicaciéon 4, donde el agente quelante de zinc selecciona del grupo que consiste en
sulfato de zinc, gluconato de zinc, heptagluconato de =zinc, acetato de zinc,
etilendiaminotetraacetato de zinc (EDTA)Zn, hidroxietilendiaminotriacetato de zinc
(HEEDTA)Zn, dietilentriaminopentaacetato de zinc (DTPA)Zn, etilen-diamino di-orto-
hidroxi-fenil-acetato de zinc (o,p-EDDHA)Zn, etilendiaminodisuccinato de zinc (EDDS)Zn,
etilendiamina-N y N'-disuccinato de zinc (EDDS)Zn, asi como cualquiera de sus

combinaciones.

6. Composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana, caracterizada por que
comprende, en peso con respecto al volumen total:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucidon acuosa segun se
define en la reivindicacién 3, y

b) entre un 0.5% y un 5% de un extracto seco de alga roja.

7. Composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana puede comprender, en
peso con respecto al volumen total:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusién en solucidon acuosa segun se
define en la reivindicacién 3,
b) entre un 4% y un 8% de al menos un compuesto quelante seleccionado entre un
compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como
cualquiera de sus combinaciones; y

c) entre un 0.5% y un 5% de un extracto seco de alga roja.

8. Composicidn fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun una cualquiera de
las reivindicaciones 4 a 7, donde la composicién comprende adicionalmente metabisulfito
potasico en una cantidad comprendida entre 0,1 a 0,5 % en peso con respecto al total de

la composicion.

9. Método para obtener una composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana
segun se describe en las reivindicaciones 4, 5 u 8, caracterizado por que comprende
mezclar por sonicacion aplicando ultrasonidos, los siguientes componentes:

a) entre un 9% y un 16% en peso del complejo de inclusién en solucion acuosa segun

se define en la reivindicacion 3, y
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b) entre un 4% y un 8% en peso de al menos compuesto quelante seleccionado
entre un compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como
cualquiera de sus combinaciones,

donde la mezcla se lleva a cabo a una temperatura entre 50° a 70°C, durante un tiempo

de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicion homogénea.

10. Método para obtener una composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana
segun se describe en la reivindicacion 6, caracterizado por que comprende mezclar por
sonicacion aplicando ultrasonidos, los siguientes componentes:
a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusion segun se define en la
reivindicacion 3, y
b) entre un 0.5% y un 5% en peso de un extracto seco de alga roja,
donde la mezcla se lleva a cabo a una temperatura entre 50° a 70°C, durante un tiempo

de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicion homogénea.

11. Método para obtener una composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana
segun se describe en la reivindicacion 7, caracterizado por que comprende mezclar por
sonicacion aplicando ultrasonidos, los siguientes componentes:

a) entre un 9% y un 16% del complejo de inclusion segun se define en la
reivindicacion 3,

b) entre un 4% y un 8% en peso de al menos compuesto quelante seleccionado entre
un compuesto quelante de zinc y un compuesto quelante de hierro, asi como
cualquiera de sus combinaciones, y

c) entre un 0.5% y un 5% en peso de un extracto seco de alga roja,

donde la mezcla se lleva a cabo a una temperatura entre 50° a 70°C, durante un tiempo

de entre 5 y 15 minutos, hasta obtener una composicion homogénea.

12. Método de acuerdo a una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, donde los

ultrasonidos se aplican con una frecuencia comprendida entre 15y 25 kHz.
13. Uso de la composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, para inducir la defensa auxinica

en vegetales de cultivos agricolas, silvicultura y/o jardineria.
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14. Uso de la composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 como fertilizante.

15. Uso de la composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 como bioestimulante.

16. Uso de la composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se

describe en una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8 como antimicrobiano.

17. Uso de la composicién fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se
describe en una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, caracterizado por que
comprende aplicar la composicién diluida en agua, donde el porcentaje en peso de la
composicion en la dilucién acuosa se encuentra comprendido entre un 14 y un 23% en

peso.

18. Dilucién acuosa caracterizada por que comprende entre un 14% y un 23% en peso
de la composicion fertilizante, bioestimulante y antimicrobiana segun se describe en una

cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8.
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