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@ Resumen:

Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y
enfermedades producidas por agentes patégenos de fru-
tas y hortalizas, después de su cosecha, y un método pa-
ra su aplicacion, las cuales composiciones contienen co-
mo principio activo principal una mezcla de timol, eugenol
y cinamaldehido y opcionalmente pueden contener como
principio secundario una mezcla de cuminaldehido, gera-
niol, vainillina, borneol, mentol, acetol, terpinol, limoneno,
y glicésidos de esencias de mostaza y jazmin, a todo lo
cual se afade una esencia o extracto que contenga acido
salicilico o ciertos derivados de éste (ésteres o amidas).
La composicion puede contener también un tensioactivo
alimentariamente aceptable, unos oligosacaridos de dis-
tintos origenes naturales y otros ingredientes, tales como
quitosan, acido fosforoso (o sus sales) o productos fisio-
sanitarios, pesticidas o antioxidantes sintéticos. El método
de aplicacién de estas composiciones consiste en incor-
porarlas a los bafos o a las ceras que se emplean habi-
tualmente en los tratamientos posteriores a la cosecha de
las frutas y hortalizas.
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DESCRIPCION

Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas por agentes patégenos de frutas
y hortalizas, después de su cosecha, y método para su aplicacion.

Antecedentes de la invencion

El empleo de productos eficaces y naturales, sin residuos, para el control de enfermedades y fisiopatias en frutas y
hortalizas es de gran importancia. En una patente anterior (EP1106070A2/US6482455) se describe el uso de productos
conteniendo aceites esenciales de plantas con actividad fungicida, bactericida y antioxidante. Estas formulaciones
comprenden como esencias principales las de tomillo, clavo y canela, y secundariamente otras esencias con efectos
menos intensos. Sin embargo este producto, aunque es eficaz, presenta un problema para su uso comercial consistente
en que sus efectos son inferiores al de los productos de sintesis cuando la presion del patdgeno o de la fisiopatia es
muy pronunciado.

En esta nueva patente de invencién se recoge una mejora esencial de la patente anterior. Asi, se describe el uso
simultdneo de una o varias de las esencias vegetales descritas en la patente anterior con 4cido salicilico, o un extracto
vegetal conteniendo 4cido salicilico o sus derivados (ésteres o amidas). La accién sinérgica de esta nueva composicién
asegura el tratamiento de las enfermedades aun en condiciones de alta presion del patégeno. Es muy importante sefialar
que soélo la utilizacién simultdnea de ambas familias de productos permite el control de la patologia: asi el uso de tni-
camente 4cido salicilico o derivados (ésteres o/y amidas) no permite el tratamiento efectivo de la enfermedad, mientras
que el uso Unicamente de una composicién de la familia de las descritas en la patente (EP1106070A2/US6482455)
tampoco permite el control de la enfermedad. Sin embargo el uso simultdneo de ambos productos, segtin se describe
y reivindica en la presente invencidn, permite el tratamiento efectivo de la enfermedad.

Descripcion de la invencion

La presente invencidn contempla formulaciones que contengan simultdneamente:

a) Una o varias esencias vegetales que contengan timol o carvacrol o eugenol o isoeugenol o cinamaldehido; o
estos principios activos puros. Una de estas esencias vegetales o la mezcla de varias pueden se complementadas por
esencias conteniendo cuminaldehido, geraniol, vainillina, borneol, mentol, acetol, terpineol, limoneno y glicésidos
contenidos en la mostaza y jazmin; o los principios activos puros, y.

b) Una o varias esencias o extracto vegetales que contengan acido salicilico o sus derivados (ésteres y/o amidas), o

estos principios activos puros.

Esta formulacién se puede presentar como una mezcla de los principios activos puros o en mezclas conteniendo un
producto tensioactivo que facilite su dispersion en el agua. Este producto puede ser cualquier tensioactivo o surfactante
catiénico, aniénico o no iénico de las familias aceptadas como aditivos alimenticios, aunque el preferido es uno de la
familia de los Tween, como por ejemplo el Tween 80.

La composicion final se puede aplicar:

a) En forma liquida en el bafio posterior a la cosecha de frutas y hortalizas, o

b) En forma sélida incluida en ceras u otros productos tras la cosecha.

Las dosis del producto final puede ser cualesquiera, pero el intervalo preferente se sitia entre 100 mg I"' y 5% en
peso en medio de aplicacion (agua de bafio o ceras).

Los productos se pueden preparar por:

a) Mezcla de liquidos y sélidos en un reactor con agitacién a temperatura ambiente y a presion atmosférica. En
todo caso conviene que la temperatura de mezcla sea inferior a 35°C, o

b) Mezcla de sélidos o liquidos con ceras en un mezclador de tornillo sin fin o una amasadora. Conviene trabajar
a la minima temperatura que permita el adecuado manejo de las ceras.

Esta composicién se puede mezclar con otros productos como, por ejemplo, oligosacaridos de diferente origen o
extractos naturales que los contengan (levaduras, algas marinas, etc.), quitosan, dcido fosforoso o sus sales, productos
fitosanitarios, pesticidas o antioxidantes de sintesis.
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Realizaciones preferidas. Ejemplos de composicion

Ejemplo 1

Se mezclan en un reactor con agitacién a temperatura ambiente y presién atmosférica:

1.

2
3
4,
5
6
7

50 g timol

50 g de carvacrol

200 g de eugenol

200 g de cimaldehido

1 g de 4cido salicilico

10 g manano-oligosacaridos

489 g Tween 80

El orden de fabricacion seria:

a)
b)
c)

Ejemplo 2

Mezcla de los ingredientes 1-4 y 7.
Adicion del ingrediente 5 hasta suspension/disolucion completa.

Adicién del componente 6 hasta suspensiéon/disolucion completa.

En un reactor con agitacién se mezcla a temperatura ambiente y presién atmosférica:

1.

D T o B

50 g timol.

50 g de carvacrol.

200 g de eugenol.

150 g de cimaldehido.

50 g de cuminaldehido.

1 g de 4cido salicilico.

10 g manano-oligosacaridos.

100 g 4cido de la sal potésica del acido fosforoso.

389 g de Tween 80.

El orden de fabricacion seria:

a)
b)
©)
d)

Ejemplo 3

Mezcla de los ingredientes 1-5y 9.
Adicion del ingrediente 6 hasta suspension/disolucion completa.
Adicién del componente 7 hasta suspension/disolucion completa.

Adicién del componente 8 hasta suspension/disolucion completa.

En un reactor con agitacién se mezcla a temperatura ambiente y presién atmosférica:

1.
2.

50 g esencia de tomillo.

200 g de esencia de clavo.
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3. 150 g de esencia de canela.

4. 50 g de esencia de menta.

5. 1 g de 4cido salicilico.

6. 10 g extracto liquido de Ascophyllum nodosum.

7. 489 g de Tween 80.

El orden de fabricacion seria:
a) Mezcla de los ingredientes 1-5y 9, y

b) Adicién del ingrediente 6 hasta suspensién/disoluciéon completa.

Realizaciones preferidas. Estudio de sus eficacias

El propdsito de este estudio era investigar la eficacia de un producto segtn la patente anterior (EP1106070A2/US
6482455) y de un producto segiin la presente invencién para controlar la afeccién causada por un patégeno en manzana
en condiciones de alta presion del patégeno (infeccion directa sobre herida con una concentracién muy elevada del
patégeno).

El sistema vegetal elegido fue la piel de manzana (de variedad fuji) y el patégeno elegido fue Penicillium expansum.

El indicador del sistema defensivo utilizado fue la actividad enzimatica PAL.

En el ensayo comparativo se utilizaron tres productos: Tebefred (fungicida de sintesis), el F1 (formulacién segin
la patente EP1106070A2/US6482455, a base de esencias de plantas tnicamente) y el NP (nueva formulaciéon que
seglin la invencion que se describe y reivindica aqui es a base de las mismas esencias vegetales que el F1 y los nuevos
componentes del ejemplo 2).

Se estudiaron:

a) Efecto sobre el sistema defensivo del fruto:

Para conocer el efecto de los diferentes productos sobre el sistema defensivo se valoré la actividad PAL en un
sistema igual al utilizado en las experiencias realizadas para evaluar el control de la afeccién.

b) Efecto de control de la afeccion:

Para conocer el efecto real de los diferentes productos, sobre el control de la afeccion in vivo, se estudié el cre-
cimiento de la podredumbre causada por el hongo en manzanas infectadas, tratadas o no tratadas con los diferentes
productos.

Resultados y discusion

Efecto sobre el sistema defensivo:

Accidn de los principios activos contenidos en los productos Tebefred, F1 y NP sobre la activacion del sistema
defensivo del tejido vegetal.

Medida de la actividad PAL

Estas medidas se realizaron sobre tejidos vegetales sanos e infectados.

Metodologia

Se valoré la concentracion de la enzima fenilalaninaamonioliasa (PAL). Las medidas se realizaron tanto en el
exocarpo (piel, a 3 mm.) como en el mesocarpo (parte carnosa cercana a la piel, a 7 mm.).
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Las dosis fueron las siguientes:

Tratamiento Dosis

Control con agua -

Tebefred 0.3%
NP 05%
F1 0.5%

Resultados sobre el exocarpo:

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1, donde se recogen los valores medios para cada tratamiento.
Cada valor refleja 1a media de 3 extracciones por tratamiento. Cada valor esta expresado en miligramos de acido
transcindmico por cada gramo de peso fresco.
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TABLA 1
Tratamiento Sin infectar infectada
Control con agua 0,079 0,087
Tebefred 0,075 0,116
NP 0,090 0,159
F1 0.092 0.127

Resultados sobre el mesocarpo:

Los resultados se recogen en la tabla 2, correspondiendo a los valores medios para cada tratamiento. Cada valor
refleja la media de 3 extracciones por tratamiento. Cada valor esta expresado en miligramos de a. transcindmico por
cada gramo de peso fresco.
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TABLA 2
Tratamiento Sin infectar infectada
Control con agua 0,081 0,113
Tebefred 0,059 0,116
NP 0,057 0,174
F1 0.083 0.117
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En la tabla 3 observamos los valores correspondientes a la suma en la actividad PAL del exocarpo y del mesocarpo.

TABLA 3
Tratamiento Sin infectar infectada
Control con agua 0.159 0.199 (100)
Tebefred 0.133 0.232 (116)
NP 0.146 0.333 (167)*
F1 0.175 0.245 (123)

(* significativo, p<0.05)

Conclusion:

Como se puede observar en los resultados obtenidos, considerando el exocarpo y endocarpo conjuntamente, mien-
tras que el Tebefred y el F1 presentan un ligero incremento de la actividad PAL sobre el control, en condiciones de
infeccién (entre el 16 y 23%); el producto NP causé un incremento muy significativo de esta actividad, que fue del
67,4% sobre el control (significativo respecto al control p = 0,046) y del 40% sobre los otros productos (p = 0,1-0,15).
Esta diferencia se pone especialmente de manifiesto en el mesocarpo, donde el NF causé un incremento de la actividad
PAL del 54%, mientras que los demds productos no presentaron ningtin efecto.

Efecto de los principios activos contenidos en los productos Tebefred, F1 y NF sobre la afeccion de Penicillium
expansum en tejido vegetal in vivo (manzana - piel):

Metodologia:

Las manzanas se infectaron el mismo dia del tratamiento. Se infectaron las manzanas con una cantidad conocida
de conidias de Panicillium expansum, se dejaron secar durante cinco horas y después de este intervalo de tiempo se
realizaron los tratamientos con los productos. Se efectuaron medidas de crecimiento de la enfermedad a los 6 y a los

8 dias desde la infeccion.

Las dosis utilizadas fueron iguales a las utilizadas en la valoracién de la actividad PAL:

Tratamiento Dosis

Control con agua -

Tebefred 0.3%
NF 05%
F1 05%




5

20

25

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 328 322 Al

Resultados:

En la Tabla 4 se recogen los resultados obtenidos, correspondiendo a los valores medios en mm de la podredumbre
causada por el avance del hongo. Los valores con letras distintas difieren significativamente para una p< 0.05 tras un
tratamiento estadistico LSD.

TABLA 4
Tratamiento 6 dias 8 dias
Control con agua 14.69 ¢ 2097 ¢c
Tebefred 0.00a 0.00a
NP 0.47 a 417D
F1 13.69b 2114 ¢

En la tabla 5 se recoge los valores correspondientes a los incrementos de crecimiento de los distintos tratamientos
respecto del tratamiento de control expresado en % (el valor absoluto corresponde al % de inhibicién).

Conclusion final:

Tratamiento 6 dias 8 dias
Tebefred -100 =100
NF -96.8 -80.1
F1 -6.8 0.8

Como conclusién final, este estudio pone de manifiesto como en condiciones de alta presidn del patégeno (infec-
cién directa con una alta concentracién de esporas) las formulaciones conteniendo tnicamente las esencias vegetales
(EP1106070A2/US 6482455) no son capaces de controlar la patologia, mientras que la formulacién segun la presente
invencidn presenta un efecto muy significativo.

Otras consideraciones técnicas

Las formulaciones propias de esta invencidn se pueden presentar como una mezcla de los principios activos puros o
en mezclas conteniendo un producto tensioactivo que facilite su dispersion en el agua. Este tensioactivo puede ser cual-
quier tensioactivo o surfactante catidnico, anionico o no fénico de las familias aceptadas como aditivos alimenticios,
aunque el preferido es uno de la familia de los Tween, como por ejemplo el Tween 80.

Las composiciones correspondientes se puede aplicar: en forma liquida en el bafio posterior a la cosecha de las
frutas y hortalizas, o en forma s6lida incluida en ceras u otros productos para el tratamiento de las respectivas cosechas.
La dosis del producto final puede ser cualesquiera, pero el intervalo preferente se sitia entre 100 mg I"' y 5% en peso
con respecto al medio de aplicacidn (agua de baifio o ceras).

7
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Los productos se pueden preparar por mezcla de liquidos y sélidos en un reactor con agitacién a temperatura
ambiente y a presion atmosférica (en todo caso, conviene que la temperatura de mezcla sea inferior a 35°C), o por
mezcla de sé6lidos o liquidos con ceras en un mezclador de tornillo sin fin o en una amasador (en todo caso, conviene
trabajar a la minima temperatura que permita el adecuado manejo de las ceras).

Estas composiciones se pueden mezclar con otros productos tales como oligosacaridos de diferente origen (o los
extractos naturales que los contienen: levaduras, algas marinas, etc.), quitosan, acido fosforoso o sus sales, o productos
fitosanitarios, pesticidas o antioxidantes de sintesis.
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REIVINDICACIONES

1. Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas por agentes patégenos de
frutas y hortalizas después de su cosecha, que se caracteriza por comprender:

a) Una o varias esencias vegetales que contengan timol, carvacrol, eugenol, isoeugenol o cinamaldehido, o estos
principios activos puros, y

b) Una o varias esencias o extractos vegetales que contengan acido salicilico o sus derivados en forma de ésteres
y/o de amidas; o estos principios activos puros.

2. Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas por agentes patégenos de
frutas y hortalizas después de su cosecha, segtin reivindicacion 1, que se caracteriza por comprender ademads esencias
que contienen cuminaldehido, geraniol, vainillina, borneol, mentol, acetol, terpineol, limoneno y glicosidos contenidos
en la mostaza y jazmin, o sus principios activos puros.

3. Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas por agentes patégenos de
frutas y hortalizas después de su cosecha, segun reivindicaciones 1 y 2, que se caracteriza por que las anteriores
formulaciones se puede presentar como una mezcla de los principios activos puros o en mezclas conteniendo un
producto tensioactivo que facilite su dispersion en agua. Este tensioactivo puede ser cualquier tensioactivo o surfactante
catiénico, aniénico o no iénico de las familias aceptadas como aditivos alimenticios, preferentemente los del tipo
Tween, como el Tween 80.

4. Composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas por agentes patégenos de
frutas y hortalizas después de su cosecha, segtin reivindicaciones 1, 2 y 3 que se caracteriza por comprender oligosa-
caridos de diferente origen (o los extractos naturales que los contienen: levaduras, algas marinas, etc.), quitosan, dcido
fosforoso o sus sales, productos fitosanitarios, pesticidas o antioxidantes de sintesis.

5. Procedimiento para preparar composiciones de origen natural para tratar fisiopatias y enfermedades producidas
por agentes patégenos de frutas y hortalizas después de su cosecha, segin se han descrito en las reivindicaciones
anteriores, que se caracteriza porque se realiza:

a) mezclando los componentes liquidos y s6lidos en un reactor con agitacién a temperatura ambiente y a presién
atmosférica, y en todo caso a temperatura de mezcla inferior a 35°C, o

b) mezclando los componentes sélidos o liquidos con ceras en un mezclador de tornillo sin fin o una amasadora,
trabajando a la minima temperatura que permita el adecuado manejo de las ceras.

6. Un método para aplicar las composiciones finales, segiin se han descrito en reivindicaciones 1 a 4, que se
caracteriza por usar dos formas posibles para administrarlas:

a) En forma liquida en el bafio posterior a la cosecha de las frutas y hortalizas;
b) En forma sélida incluida en ceras u otros productos tras dicha cosecha; estando las dosis de las composiciones

finales en los intervalos preferentes situados entre 100 mg I"! y 5% en peso con respecto al vehiculo de aplicacién
(agua de bafo o ceras) utilizado en los correspondientes tratamientos.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200702638

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
D01 WO 2008/011054 A2 24-01-2008
D02 WO 2005/053395 A2 10-11-2006
D03 US 2004/0192551 A1 30-09-2004
Do4 EP 1214879 A2 19-06-2002
D05 EP 1106070 A2 13-06-2001
D06 WO 0164035 A2 07-09-2001

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

Novedad y actividad inventiva (articulos 6 y 8 de la L.P)
La solicitud de invencion se refiere a composiciones para tratar enfermedades de frutas y hortalizas que comprenden

a) una esencia vegetal que contenga timol, carvacrol, eugenol, isoeugenol o cinamaldehido o estos principios activos y b) una
esencia vegetal que contengan &cido salicilico o sus derivados en forma de ésteres 0 amidas o estos principios activos.

También es objeto de la invencién el procedimiento para preparar las composiciones, asi como el método de aplicacion.

En D1 se divulgan y protegen combinaciones sinérgicas para controlar insectos, aracnidos y hongos. Muchas de las compo-
siciones descritas en este documento son composiciones que cumplen los caracteristicas técnicas mencionadas en la reivin-
dicacion 1, por ejemplo, las que combinan aceite de tomillo (rico en timol, carvacrol y borneol), aceite de gaulteria (rico en
metilsalicilato) o directamente timol y metilsalicilato (parrafos 8, 9, 20, 30; ejemplos 1, 2, 6, 7, 8, 9,13,14; reivindicaciones 1, 14,
18, 32, 33). Ademas, las composiciones de D1 pueden incluir surfactantes y pueden ser aplicadas en forma liquida o sélida
(parrafos 40-42).

D1 es un documento publicado en fecha 24/01/2008, es decir con posterioridad a la fecha de presentaciéon de la solicitud
(08/10/2007), pero presentado con anterioridad a esta fecha como solicitud internacional (el 17/07/2007) y ademas reivindican-
do una prioridad de fecha 17/07/2006, por lo que este documento constituye estado de la técnica a efectos del art. 6.3 de la
Ley de patentes y es, por lo tanto, relevante para juzgar la novedad de la solicitud.

Se considera que el documento D1 afecta a la novedad de las reivindicaciones 1-6.

En D2 se utilizan composiciones que comprenden un aceite que contenga timol (como el aceite de tomillo) y un aceite que
comprendan compuestos del acido salicilico como el aceite de gaulteria como agentes pesticidas contra insectos, acaros y virus
que producen enfermedades en plantas. Las composiciones pueden incluir ademas otros compuestos como emulsionantes,
se aplican en forma liquida y pueden usarse para el tratamiento de frutales (reivindicacion 1; pagina 6, lineas 7-16; pagina 7,
lineas 7-23; pagina 8, lineas 20-23; paginas 11-17; ejemplos)

Teniendo en cuenta el documento D2, las reivindicaciones 1-6 de la solicitud carecen de novedad.

El documento D3 se refiere a composiciones herbicidas que contienen aceite de clavo (rico en eugenol e isoeugenol), aceite
de tomillo (con timol y carvacrol) y metilsalicilato (reivindicaciones 1-3; ejemplo 2, parrafo 29). Las composiciones pueden estar
formuladas como liquidos o como sélidos y pueden contener agentes emulsionantes (parrafos 25, 34-36).

A la vista de estos documentos, las reivindicaciones 1-6 carecen de novedad.

El documento D4 trata de composiciones antifungicas perfumadas en forma de liquidos o s6lidos. En su tabla 7 muestra una
composicion antifingica que incluye eugenol, timol y metilsalicilato, afectando, por lo tanto, dicho documento a la novedad de
las reivindicaciones 1 a 6.

Ninguna de las reivindicaciones 1-6 cumplen con el requisito de actividad inventiva.
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