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DESCRIPCION
Método para la preparacién de composiciones encapsuladas de sustancias humicas
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a un método para la preparacién de un compuesto bioactivo recubierto con
sustancia humica y a particulas de compuesto bioactivo encapsuladas con &cido himico. La invencién tiene su
principal aplicacién en el campo de la agricultura.

Antececentes de la invencion

Los compuestos bioactivos tales como agroquimicos, nutracedticos o farmacos, cominmente son usados en
muchos campos, incluyendo la agricultura, industria alimenticia y medicina.

En la agricultura, el uso de composiciones agroquimicas (por ej., fertilizantes) es ampliamente usado para
satisfacer las necesidades nutricionales de las plantas y para mejorar los rendimientos de los cultivos. Las
composiciones agroquimicas mejoran las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los suelos y, por lo tanto,
mejoran el desarrollo de las plantas.

Uno de los principales problemas que surge del uso de composiciones agroquimicas es la rapida degradacion de
los compuestos bioactivos en el suelo. Las composiciones agroquimicas tienden a perder rapidamente sus
propiedades debido a la actividad microbiana y procesos fisico-quimicos como la fijacién del suelo u oxidacién.
Como una consecuencia, la cantidad de compuestos bioactivos disponibles para la planta drasticamente con el
tiempo, aumentado el riesgo de deficiencias nutricionales y/o aumentando el riesgo de desarrollar enfermedades.
Para superar estos inconvenientes, los agricultores pueden aumentar las tasas de aplicacién de las
composiciones agroquimicas o aumentar la cantidad de composiciones agroquimicas. Sin embargo, la aplicacion
repetida de composiciones agroquimicas y el incremento de la cantidad de composiciones de composiciones
agroquimicas aumenta los problemas econédmicos y medioambientales.

Desde un punto de vista econdmico, proporcionar una cantidad grande de composiciones agroquimicas
representa un costo significativo. Desde un punto de vista ambiental, proporcionar una cantidad grande de
composiciones agroquimicas podria dafiar seriamente el ambiente. El uso excesivo de composiciones
agroquimicas da como resultado compuestos bioactivos que se envian a lagos, corrientes, rios y océanos. Un
uso excesivo de composiciones agroquimicas podria también ser téxico para la planta misma.

La industria agroquimica ha desarrollado, por lo tanto, composiciones agroquimicas comprendiendo compuestos
bioactivos encapsulados (cuando el ingrediente activo estd unido dentro de la macro o supramolécula por fuerzas
atractivas débiles) o recubiertos (cuando la superficie molecular del ingrediente activo estd recubierta por una
membrana, afectando asi su dindmica de liberacién del medio) con el fin de limitar la degradacién de los
compuestos bioactivos. Por ejemplo, los polimeros a base de resina y material de poliolefina han sido usados
como agentes de recubrimiento (M.E. Trenkel, Slow-and Controlled-release and stabilized fertilisers (Liberacion
lenta y controlada y Fettilizantes estabilizados), 2010; RW Baker, Controlled release of biologically active agents
(Liberacién controlada de agentes biolégicamente activos), 1987). M. Siyawamwaya et al., A humic acid-
polyquaternium-10 stoichiometric self-assembled fibrilla polyelectrolyte complex: Effect of pH on synthesis,
characterization, and drug release (Un complejo polielectrolito estequiométrico con &cido himico y policuaternio-
10 autoensamblado en fibrillas: efecto del pH en la sintesis, la caracterizacién y la liberacién de medicamentos),
INTERNATIONAL JOURNAL OF POLYMERIC MATERIALS, vol. 85, n.° 11, 23 de julio de 2016, presenta un
complejo polielectrolito de acido humico y policuaternio-10 para el encapsulado de medicamentos hidrofilicos e
hidrofébicos. Sin embargo, tales agentes de encapsulacién o agentes de recubrimiento dificilmente son
biodegradables y podrian representar un riesgo para el medio ambiente. Ademas, la dindmica de liberacién de
los compuestos bioactivos recubiertos o encapsulados conocidos no es gobernada por la actividad y
necesidades de la planta. Desde un punto de vista econdmico, los agentes de recubrimiento conocidos
usualmente son costosos y representan, de esta manera, una inversidn significativa.

Ademas, la preparaciéon de un bioactivo recubierto o encapsulado es técnicamente desafiante porque el agente
de recubrimiento o agente de encapsulacién tiene que proteger eficientemente los compuestos bioactivos de
alteracion sin dafiar el suelo.

Por lo tanto, hay una necesidad de proporcionar una composicién agroquimica eficiente, barata y amistosa
ambientalmente comprendiendo un compuesto bioactivo recubierto o encapsulado.

En este contexto, los inventores han encontrado sorprendentemente que las sustancias humicas tienen la
capacidad de encapsular los compuestos bioactivos. Los inventores han desarrollado, por lo tanto, exitosamente
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un método para preparar una composicibn comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con sustancia
huamica.

Sumario de la invencién

La presente invencién se refiere a un método para preparar una composicion comprendiendo un compuesto
bioactivo encapsulado con sustancia himica, dicho método comprendiendo los siguientes pasos:

a) preparar una solucién comprendiendo una sustancia hdmica y un compuesto bioactivo, dicha solucién
teniendo un pH mayor o igual a pH 4, preferentemente mayor o igual a pH 5, pH 6, pH 7, pH 8,
preferentemente de pH 8 a pH 10, y

b) disminuir el pH de la solucién a un pH inferior o igual a pH 4, preferentemente a un pH inferior o igual a
pH3, preferentemente de pH 1 a pH 2.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencidn resulta de la capacidad de las sustancias humicas para formar supramoléculas que
protegen los compuestos bioactivos de la degradacién. El solicitante ha demostrado que en un pH inferior o igual
a pH 4 las sustancias humicas comienzan a flocular mediante el efecto de la acidez y propiedades humicas en
los cambios de superficie de hidrofilico a hidrofébico. El solicitante ha demostrado que esta propiedad permite la
facil preparacién de compuestos bioactivos encapsulados con sustancia humica. El proceso de encapsulacién es
accionado tanto por las fuerzas atractivas electrénicas débiles tales como enlaces de hidrégeno o fuerzas de Van
der Waals como por procesos termodindmicos favorecidos (efecto hidrofébico) (Stevenson, F. J., 1994. Humus
Chemistry (Quimica del Humus), Second Edition, Wiley, New York; Tan KH, Humic matter in soil and the
environment (Materia humica en el suelo y el ambiente), 2003).

Las sustancias humicas (HS: Humic Substances) son biomoléculas tanto con caracter macromolecular como
supramolecular (Baigorri R, Fuentes M, Gonzalez-Gaitano G, Garcia-Mina JM. (2007). Simultaneous presence of
diverse molecular patterns in humic substances in solution (Presencia simultanea de diversos patrones
moleculares en sustancias humicas en la solucién), Journal of Physical Chemistry B. 111(35):10577-82) que
constituyen los elementos principales del humus, lo cual representa la materia orgéanica natural del suelo (SOM:
Organic matter in the soil), en el agua y en depésitos organicos geoldgicos tales como sedimentos de lago, turba,
lignitas y esquisto. Ellos son en gran parte responsables del color café de los restos de plantas descompuestos y
también contribuyen al color café-negro de la superficie de los suelos. Las HS son, por lo tanto, componentes
muy importantes del suelo ya que ellas afectan sus propiedades fisicas y quimicas y aumentan la fertilidad del
suelo. En los sistemas acuaticos, tales como rios, las HS constituyen aproximadamente 50% de la materia
organica disuelta y afectan el pH y la alcalinidad.

Las HS son mezclas complejas y heterogéneas de materiales polidispersos formados por reacciones quimicas y
bioquimicas durante la descomposicién y transformacién de las plantas y residuos microbianos, los cuales
resultan de un proceso conocido como humificacién. La lignina de las plantas y sus productos de transformacién,
asi como también los polisacaridos, melanina, cutina, proteinas, lipidos, acidos nucleicos, particulas finas de
residuos de carbonizacidén, son compuestos importantes participando en este proceso de humificacién.

Estas sustancias, las cuales son de composicién heterogénea y compleja, pueden ser divididas en tres
fracciones principales, acidos hamicos (HA o HAs: Humic acids), &cidos fulvicos (FA o Fas: Fulvic acids) y
humina y en sub-fracciones (acido humico gris, acido humico café, 4cido gllucico, acido Ulmico, cido apocrénico,
acido himatomelanico, etc.) de acuerdo con varios criterios tales como su acidez, su color, su solubilidad, etc.

El siguiente esquema es una representacién de las propiedades fisicoquimicas de las sustancias humicas de
acuerdo con Stevenson, F. J., 1994. Humus Chemistry, Second Edition, Wiley, New York.
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Las HS contienen grupos arométicos y poliarométicos (incluyendo heteroadtomos) y dobles enlaces conjugados
C=C en residuos alifaticos, grupos acidos, principalmente grupos fenol y carboxilo, carbonilos y azucares. Ellos
también contienen radicales libres estables. El peso molecular de las HS es entre 2.000 y 300.000 dalton.

La distribuciéon de los elementos principales de las HS, obtenida por analisis elemental, es de la siguiente
manera: C (35-60%); O (30-50%); H (3-8%); N (0,3-4%); S (0,1-4%). La distribucidén de los grupos funcionales y
dominios estructurales, analizados por '*C NMR y expresados como porcentaje del carbono total, es de la
siguiente manera: alifatico insaturado (5-50%); N-alquil metoxi (0,5-15%); carbohidratos (10-50%); aroméatico (5-
50%); carboxilico (5-30%); cetdnico (1-15%); fenol (3-10%).

Aunque la estructura y las propiedades precisas de un ejemplo dado de HS depende de la fuente del suelo y
agua y de las condiciones especificas de extraccién, las propiedades promedio de HAs, FAs y humina de
diferentes origenes son, sin embargo, notablemente similares.

Las HS pueden ser extraidas de la materia organica (turba, leonardita, suelos, abono orgénico (composts) de
desecho animal y vegetal, etc.) usando un agente alcalino tal como hidréxido de sodio (NaOH) o hidréxido de
potasio (KOH). De esta manera, el extracto organico alcalino obtenido puede ser entonces separado por
acidificacién en HAs (soluble en agua en pH alcalino pero insoluble en pH &cido), FAs (soluble en agua en
cualquier pH), y humina (residuo que es insoluble en agua en cualquier pH). De hecho, en contraste con los FAs,
los HAs se precipitan al agregar un acido fuerte (por ejemplo, ajustado a pH 1 con HCI). La humina no puede ser
extraida, ni con una base fuerte ni con un &cido fuerte. Los HAs pueden también ser ademas separados en HAs
grises (insolubles en pH neutral y fuerza iénica (ionic strength) sobre 1 M) y HAs café (soluble en pH neutral y
fuerza ibnica sobre 1 M).

Las HS acuaticas solamente contienen HAs y FAs y estos compuestos son generalmente removidos del agua al
disminuir el pH a 2 y la adsorcidén de estos compuestos sobre una columna de resina apropiada, por ejemplo, una
resina adsorbente de naturaleza polimérica comercializada bajo el nombre Amberlite® XAD. Los HAs y FAs son
extraidos de la resina con una base fuerte, luego el pH es disminuido a 1 para precipitar los HAs. La separacion
sobre una columna de resina (por ejemplo, una resina adsorbente de naturaleza polimérica del tipo XAD) es
también usada para separar los FAs del material no hdmico extraido de los suelos, tales como amino acidos,
péptidos, azlcares, etc. En pH é&cido (3-4), los FAs son absorbidos sobre la resina mientras el material no himico
pasa a través de la columna.
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Ademas de estas HS de origen natural, también es posible usar HS sintéticas (acidos humicos, acidos fulvicos,
sustancias humicas oxidadas tales como acidos oxi-humicos y oxi-fllvicos, etc.). Ademas, las sustancias
hdmicas pueden resultar de un proceso de sintesis (Hanninen y otros, 1987, The Science of the Total
Environment (La Ciencia del Entorno total), 62, 201-210) o de la transformacién de sustancias humicas naturales,
especialmente por hemisintesis. Estas diversas HS pueden ser usadas individualmente o bien como mezclas de
diversos tipos de HS.

En el campo de la agricultura, el uso de sustancia hdmica tiene muchas ventajas:

- las sustancias hamicas son con-natural con los ambientes naturales y no tienen ningln riesgo asociado con
la toxicidad o contaminacion,

- las sustancias hamicas juegan un rol importante en la rizosfera de la planta relacionada con el metabolismo
de la planta o la nutricidn mineral de la planta. El solicitante ha demostrado que todos estos efectos sobre las
plantas resultan de una interaccién directa de sustancias humicas con las células en la superficie de la raiz,
siendo necesario una diafonia quimica entre las supramoléculas hdmicas y las raices. El solicitante ha
demostrado ahora que la liberacién de compuesto bioactivo encapsulado con sustancia himica tiene lugar
cuando la sustancia humica interactia con las raices. Es otra ventaja importante de la presente invencién en
el campo de la agricultura, ya que la dindmica de liberacién divulgada en el arte previo no es gobernada por
la actividad de la planta y las necesidades,

- las sustancias humicas también tienen el efecto beneficioso en el crecimiento de la planta ademés de su rol
como recubrimiento de compuestos bioactivos. Los procesos ftradicionales emplean material de
encapsulacién o recubrimiento sin ninguna caracteristica aparte de recubrimiento,

- las sustancias himicas son mucho mas baratas que los agentes de recubrimiento usados en los procesos de
encapsulamiento o recubrimiento tradicionales.

En algunas realizaciones, la sustancia himica es seleccionada del grupo compuesto de &cido humico y acido
fulvico, preferentemente 4cido humico.

En algunas realizaciones, la sustancia humica es una supramolécula humica. Las supramoléculas (también
llamadas supermolecules) son sistemas hechos de un numero discreto de sub-unidades organizadas
interactuando entre si a través de fuerzas débiles tales como fuerzas intermoleculares, fuerzas electroestaticas o
enlace de hidrégeno. Una supramolécula humica esta formada por la asociacion quimica de dos o mas
moléculas individuales organicas naturales las cuales pueden mantenerse juntas a través de enlaces quimicos
débiles (es decir, enlaces no-covalentes) tales como enlaces de hidrégeno, enlaces de fuerzas de Van der Waals
o interacciones hidrofébicas.

Las supramoléculas humicas son bien conocidas por la persona experta y se describen en Piccolo A (2002) The
supramolecular structure of humic substances: a novel understanding of humus chemistry and implications in soil
science (La estructura supramolecular de sustancias humicas: un nuevo entendimiento de la quimica del humus
y las implicancias en la ciencia del suelo). Adv Agron 75: 57 - 134.

En la presente invencién, el término “compuesto bioactivo” se refiere a un compuesto que tiene un efecto en el
tejido o célula del organismo vivo. Los compuestos bioactivos pueden afectar las células, tejidos o el organismo
completo. Los compuestos bioactivos se encuentran tanto en los productos de la planta como animal o pueden
ser producidos sintéticamente. Los compuestos bioactivos pueden tener una influencia sobre la salud de la
planta, animal y/o humano y tienen un rol preventivo o curativo. Por ejemplo, un compuesto bioactivo puede ser
un fungicida o un anti-microbiano. De acuerdo con la invencién, el compuesto bioactivo es un compuesto
bioactivo hidrofilico 0 un compuesto bioactivo hidrofdbico, preferentemente un compuesto bioactivo hidrofébico.

En una realizacién preferida de acuerdo con la presente invencion, el compuesto bioactivo es un agroquimico.
Un “agroquimico” es un quimico usado en la agricultura. Podria referirse a (i) pesticidas incluyendo insecticidas,
herbicidas, fungicidas y nematicidas o (ii) fertilizantes, hormonas y otros agentes quimicos de crecimiento.

En algunas realizaciones, el compuesto activo, es orgénico o sintético. Podria ser seleccionado del grupo
compuesto de:

- un metabolito de la planta, tal como aminoacidos, hormonas de la planta, fenoles, aceites esenciales, lipidos,
antioxidantes, flavonoles, flavonoides o fitoalexinas;

- un aceite esencial tal como un aceite vegetal esencial tal como, timol, eugenol, carvacrol, cinamaldehido,
aceite de ajo y/o aceite de neem;

- un extracto de plantas, tales como extracto de sauce;

- un microorganismo, tal como levaduras y/o bacteria, tales como la bacteria de fijacidn N (rhizobium,
azospirillum), bacillus sp, pseudomonas sp y/o Micorriza-indculo (esporas);

- Una enzima tal como fitasa y/o esterasas;
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- un farmaco como un fungicida y/o un insecticida;
- un nutracéutico tal como betaglucanos; y/o
- unagroquimico, tal como pesticidas generales.

Dependiendo del compuesto bioactivo, la composicién preparada por el método de la invencién puede ser una
composiciébn agroquimica, una composicién nutracéutica y/o una composicién farmacéutica. Por ejemplo, una
composicién agroquimica podria ser preferentemente un bioestimulante, un biopesticida, un biocestimulante del
crecimiento de la planta, una composicién de nutricién mineral de la planta y/o composicién de salud de la planta.

En una realizacion preferida, la sustancia activa no es un ién, por ejemplo, la sustancia activa no es un ién
metalico.

Método para preparar una composicién comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con sustancia
hlmica

La descripcién, no de acuerdo con la invencién, se refiere a un método para preparar una composicién
comprendiendo un_compuesto bioactivo encapsulado con sustancia humica, dicho método comprendiendo la
preparacién de una solucién comprendiendo una sustancia humica y un compuesto bioactivo, dicha solucién
teniendo un pH inferior o igual a pH 4, preferentemente un pH inferior o igual a pH 3, pH 2, preferentemente de
pH1apH?2.

La presente invencién se refiere a un método para preparar una composicion comprendiendo un compuesto
bioactivo encapsulado con sustancia himica, dicho método comprendiendo los siguientes pasos:

a) preparar una solucibn comprendiendo una sustancia humica y un compuesto bioactivo, dicha
solucién teniendo un pH mayor o igual a pH 4, preferentemente mayor o igual a pH 5, pH 6, pH 7,
pH 8, preferentemente de pH 8 a pH 10, y

b) disminuir el pH de la solucién a un pH inferior o igual a pH 4, preferentemente a un pH inferior o
igual a Ph 3, pH 2 preferentemente de pH 1 a pH 2.

La solucién preparada en el paso a) es preferentemente una solucién homogénea. La preparacion de la solucién
del paso a) no requiere ningln esfuerzo particular por parte de la persona experta. La solucién puede ser
preparada, por ejemplo, y sin limitacién, de la siguiente manera:

- Una cantidad deseada de una sustancia himica (o una mezcla de diversas sustancias hdmicas) es disuelta
en agua con una solucién de agua bésica para obtener una solucién de agua de sustancia humica. Un
compuesto bioactivo es luego mezclado en una forma liquida a la solucién de agua de sustancia himica para
obtener la solucién del paso a).

- Una cantidad deseada de una sustancia himica (o una mezcla de diversas sustancias hdmicas) es disuelta
en agua con una solucién de agua bésica para obtener una solucién de agua de sustancia humica. Un
compuesto bioactivo es luego mezclado en una forma sélida, preferentemente un polvo de un compuesto
bioactivo, con la solucibn de agua de sustancia hUmica para obtener la solucién del paso a).
Preferentemente, mas del 80% de las particulas haciendo el polvo del compuesto bioactivo tienen un
diametro menor a 3.000 um, por ejemplo, menor a 500 um.

- Una cantidad deseada de un polvo de una sustancia hdmica (0 una mezcla de diversas sustancias himicas)
es mezclada a un polvo de un compuesto bioactivo, para obtener un polvo homogéneo. El polvo homogéneo
es luego agregado a un volumen apropiado de agua para obtener la solucién del paso a). Preferentemente,
méas del 80% de las particulas haciendo el polvo de sustancia humica y el polvo de compuesto bioactivo
tienen un diametro menor a 3.000 ym, por ejemplo, menor a 500 pm.

- Una cantidad deseada de un polvo de una sustancia himica (0 una mezcla de diversas sustancias himicas)
es mezclada a una solucién de compuesto bioactivo para obtener la solucién del paso a). Preferentemente,
més del 80% de las particulas haciendo el polvo de sustancia himica tienen un didmetro menor a 3.000 ym,
por ejemplo, menor a 500 um.

Si es necesario, durante la preparacién de la solucién del paso a), el pH es aumentado al pH objetivo usando una
base inorgéanica (por ej., hidréxido de sodio o hidréxido de potasio) y/o una base orgéanica (por ej., etanolamina).

En algunas realizaciones, la preparacién de la solucién del paso a) es realizada a temperatura ambiente y a
presién atmosférica.

En algunas realizaciones, la proporciéon de sustancia himica a compuesto bioactivo es de 1:0,01 a 1:0,2 en peso,
preferentemente de 1:0,03 a 1:0,2, mas preferentemente de 1:0,05 a 1:0,1.
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En algunas realizaciones, el pH es disminuido en el paso b) por la adicién de un &cido mineral, preferentemente
acido sulfurico. El pH es disminuido bajo agitacion continua, eventualmente mezclado, durante un periodo de
tiempo apropiado para obtener la composicién comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con
sustancia humica.

Generalmente, la sustancia humica y el compuesto bioactivo son mezclados usando cualquier tipo de adaptador
de agitacién para mezclar liquidos con liquidos, polvo con liquidos o polvo con polvo. El tiempo de mezclado
depende de las propiedades fisicoquimicas del compuesto bioactivo y la actividad biol6gica. Por ejemplo, el
tiempo de mezclado podria ser de 10 minutos a 60 minutos.

En una realizacién especifica, el método, ademas comprende los siguientes pasos:
¢) tratar la solucidén obtenida en el paso b) con ultrasonido para formar un gel y eventualmente
d) mezclar el gel en agua, preferentemente con uno o mas agentes dispersantes.

El paso c) puede ser implementado después del paso b) o simultdneamente al paso d).

El tratamiento ultrasénico consiste generalmente de la aplicaciéon de 0,5-50 W/cm3 de ultrasonido del polvo por
un periodo de tiempo apropiado, por ejemplo, de 5 minutos a 15 minutos.

En algunas realizaciones, el agente dispersante es arcilla y/o surfactante organico, por ejemplo, un activador
polar tal como glicerol o derivados de glicerol. El uso de arcilla es particularmente ventajoso en el campo de la
agricultura. Preferentemente, la concentracién de agente dispersante es 0,05% a 3% en peso referido a la
composicién final.

El tiempo de cada uno de los pasos del proceso no esta particularmente limitado y podria ser adaptado por la
persona experta de acuerdo con las necesidades. Un tiempo apropiado para un paso especifico podria ser de
uno o mas minutos a una o mas horas. No hay dificultad para la persona experta en adaptar el tiempo para cada
paso.

La temperatura del método es preferentemente temperatura ambiente (desde 22 °C a 26 °C). Como tal, el
método proporciona ventajosamente consumo de energia relativamente bajo (ninguno). Sin embargo, la persona
experta podria adaptar la temperatura a la necesidad.

La descripcién, no de acuerdo con la invencidn, también se refiere a un método para preparar una composicién
comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con sustancia hdmica, dicho método comprendiendo los
siguientes pasos:

a) preparar una solucidén comprendiendo un compuesto himico, dicha solucién teniendo un pH inferior o
igual a pH4, preferentemente un pH inferior o igual a pH 3, pH 2, preferentemente de pH1apH2 vy
b) agregar un compuesto bioactivo a la solucidén obtenida en el paso a).

En este método, no de acuerdo con la invencién, la solucién del paso a) puede prepararse mezclando una
solucién de agua (o0 un polvo) conteniendo la sustancia humica y una solucién acidica. Opcionalmente, la
solucién acidica es una solucién de acido mineral, preferentemente una solucién de &cido sulftrico.
Opcionalmente, el mezclado es una agitacién continua.

En este método, no de acuerdo con la invencién, el compuesto bioactivo puede ser gradualmente agregado
sobre la solucién obtenida en el paso a) bajo agitacién continua durante un periodo de tiempo apropiado para
obtener la composicién comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con sustancia humica.

En esta alternativa, el método puede ademas comprender los siguientes pasos:

¢) tratar la solucién obtenida en el paso b) con ultrasonido para formar un gel y eventualmente
d) mezclar el gel en agua, preferentemente con uno 0 mas agentes dispersantes.

El paso c) puede ser implementado después del paso b) o simultdneamente al paso d).

El tratamiento ultrasénico consiste generalmente de la aplicaciéon de 0,5-50 W/cm3 de ultrasonido del polvo por
un periodo de tiempo apropiado, por ejemplo, de 5 minutos a 15 minutos.

Opcionalmente, el agente dispersante es arcilla y/o surfactante orgénico, por ejemplo, un activador polar tal como
glicerol o derivados de glicerol. El uso de arcilla es particularmente ventajoso en el campo de la agricultura.
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Particulas de compuesto activo encapsulado con acido hlimico y composicién, no de acuerdo con la invencién

La presente descripcién, no de acuerdo con la invencién, también se refiere a particulas de compuesto activo
encapsulado con sustancia himica comprendiendo:

(i) un nucleo comprendiendo un compuesto bioactivo, y
(i) una sustancia himica encapsulando el nlcleo.

La presente descripcién, no de acuerdo con la invencién, también se refiere a particulas de compuesto bioactivo
encapsulado con sustancia himica obtenible por el método de la invencién comprendiendo:

(i) un nucleo comprendiendo un compuesto bioactivo, y

(i) una sustancia himica encapsulando el nlcleo.
Segun lo usado aqui, el término “particulas” no esta particularmente limitado y pretende incluir las particulas de
cualquier forma. Por ejemplo, pero sin limitacién, el término pretende incluir dentro de su alcance particulas

regulares o irregulares (es decir, no esféricas), incluyendo particulas lamelares.

Segun lo detallado arriba, la sustancia humica es seleccionada del grupo compuesto de acido humico y acido
fulvico, preferentemente &cido himico.

Segun lo detallado arriba, el compuesto bioactivo es un compuesto bioactivo hidrofilico o un compuesto bioactivo
hidrofébico, preferentemente un compuesto bioactivo hidrofébico. En algunas realizaciones, el compuesto
bioactivo es seleccionado del grupo compuesto de:

- un metabolito de la planta, tal como aminoéacidos, hormonas de la planta, fenoles, aceites esenciales, lipidos,
antioxidantes, flavonoles, flavonoides o fitoalexinas;

- un aceite esencial tal como un aceite vegetal esencial tal como, timol, eugenol, carvacrol, cinamaldehido,
aceite de ajo y/o aceite de neem;

- un extracto de plantas, tales como extracto de sauce;

- un microorganismo, tal como levaduras y/o bacteria, tales como la bacteria de fijacidn N (rhizobium,
azospirillum), bacillus sp, pseudomonas sp y/o Micorriza-indculo (esporas);

- Una enzima tal como fitasa y/o esterasas;

- un farmaco como un fungicida y/o un insecticida;
- un nutracéutico tal como betaglucanos; y/o

- unagroquimico, tal como pesticidas generales.

Segun lo detallado arriba, la proporcién de sustancia humica a compuesto bioactivo es de 1:0,01 a 1:0,2 en peso,
preferentemente de 1:0,03 a 1:0,2, mas preferentemente de 1:0,05 a 1:0,1.

Las particulas bioactivas encapsuladas con &cido himico pueden tener una distribucién de tamafio de particula
de 100 a 100.000 nm, por ejemplo, de 500 a 5.000 nm, por ejemplo, de 1.000 a 3.000 nm. La distribucién de
tamafio de particula podria ser determinada usando métodos bien conocidos en el arte, por ejemplo, dispersién
dinamica de luz (DLS: Dynamic Light Scattering).

La presente descripcidn, no de acuerdo con la invencidn, también se refiere a una composicién comprendiendo
las particulas de compuesto bioactivo encapsulado con sustancia hiumica de acuerdo con la descripciéon y un
portador apropiado.

La composicién podria ser (i) una composicién agroquimica, preferentemente un bioestimulante, biopesticida,
bioestimulante del crecimiento de la planta, nutricibn mineral de la planta o salud de la planta, biopesticida, (ii)
una composicidén nutracéutica o (iii) una composicién farmacéutica.

Una composicién agroquimica podria comprender un portador apropiado tal como un mineral o un dispersante
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(surfactante) natural o sintético (organico o inorganico). Una composicion agroquimica podria también
comprender, por lo menos, un nutriente de la planta. Por lo menos, el nutriente de la planta de las realizaciones
aqui podria incluir nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, azufre, magnesio, boro, cobre, hierro, cloruro, manganeso,
molibdeno, zinc, un precursor de alli 0 una combinacién de alli. En algunas realizaciones, el nutriente de la planta
podria ser boro, acido bérico, octaborato de sodio tetrahidratado, borato de calcio, borato de magnesio,
borosilicato de sodio, tetraborato de sodio decahidratado, borato de sodio, tetraborato de sodio, tetraborato de
disodio o una combinacién de alli. En algunas realizaciones, el nutriente de la planta podria incluir cal, yeso,
superfosfato, sulfato de hierro, quelato de hierro, ferritina, oxido de zinc, sulfato de zinc, quelato de zinc, nitrato
de potasio, nitrato de calcio, nitrato de magnesio, fosfato monoamonico, sulfato de amonio, sulfato de magnesio,
fosfato monopotasico, carbonato de calcio, sulfato de nitrato de amonio, tiosulfato de amonio, amoniaco acuoso,
cianamida de calcio, crotonilidendiurea, diaciandiamida, isobutilidenodiurea, nitrato de sodio, carbonato de
potasio, cloruro de potasio, sulfato de magnesio potasico, metafosfato de potasio, sulfato de potasio, cloruro de
calcio, 6xido de calcio, caliza calcitica, caliza dolomitica, fosfato de magnesio de amonio, 6xido de magnesio,
quelatos de cobre, fosfato de amonio cuprico, sulfato de cobre, fritas de cobre, poliflavonoide de cobre,
malaquita, azurita, 6xido cuproso, oxido cuprico, acetato cuprico, acido boérico, tetraborato de sodio, tetraborato
de sodio decahidratado, frita de boro, borosilicato de sodio, borato de calcio, borato de magnesio, borato de
sodio, octaborato de disodio tetrahidratado, tetraborato disédico, sulfato férrico, sulfato ferroso, sulfato de amonio
ferroso, fosfato de amonio ferroso, oxalato ferroso, carbonato ferroso, quelato de hierro, lignosulfonato de hierro,
poliflavonoide de hierro, fritas de hierro, metoxifenilpropano de hierro, 6xido ferroso, polifosfato de amonio de
hierro, 6xido de manganeso, manganeso metoxifenil propano, fritas de manganeso, cloruro de manganeso,
carbonato de manganeso, sulfato de manganeso, quelato de manganeso, fosfato de amonio de manganeso,
poliflavonoide de manganeso, molibdato de amonio, molibdato de sodio, frita de molibdeno, tridxido de
molibdeno, sulfuro de molibdeno, frita de zinc, carbonato de zinc, fosfato de zinc, fosfato de amonio de zinc,
lignosulfonato de zinc, poliflavonoide de zinc o una combinacién de alli.

Una composicién nutracéutica podria comprender un portador apropiado tal como un mineral o un dispersante
(surfactante) natural o sintético (orgénico o inorganico).

Una composicién farmacéutica podria comprender un portador apropiado tal como wun portador
farmacéuticamente aceptable.

La composicién podria tener cualquier forma apropiada, por ejemplo, dependiente de la aplicacidn particular de la
composicion. Opcionalmente, las particulas encapsuladas estan en una forma sélida de una liquida, por ejemplo,
en la forma de un polvo granular, un gel, dispersién o una pasta.

La composicién podria ser una suspensién o dispersién en agua, por ejemplo, con un portador tal como un
mineral o agente dispersante natural o sintético. Opcionalmente, la composicién podria ser un polvo, por ejemplo,
absorbido en un portador tal como arcillas, silicatos o polimeros.

La descripcidén, no de acuerdo con la invencion, también proporciona un método para tratar una deficiencia de
nutrientes de plantas. Dicho método podria incluir administrar la composicién agroquimica de la descripcién. La
composicién agroquimica podria ser administrada en una cantidad de tal modo que es efectiva para tratar la
deficiencia de nutrientes de la planta sin causar toxicidad. La composicién agroquimica podria ser administrada
como un spray, hidroponia, aeroponia, tratamiento de semilla, inmersién de raiz de plantulas, cultivo de tejido,
cultivo in vitro, aplicacién con agua de riego o0 una combinacion de alli.

Descripcién de las figuras
Figura 1: Diagrama mostrando el flujo operacional.
Figura 2: Analisis elemental y ">C-NMR de acido himico usado en el Ejemplo 1y 2.

Figura 3: Analisis de dispersidén dinamica de luz (DLS) del tamafio de &cido himico usado en el Ejemplo 1y
2.

Figura 4: Estructura de modelo primario para el acido humico en el Ejemplo 1y 2.
Figura 5: Cuadro mostrando la solucién comprendiendo el humato potasico y el aceite esencial (EO)
(Solucién A). Este cuadro muestra la separacién de fase entre el humato potasico y EO (gotitas de aceite EO

pequefias flotando sobre la superficie de la soluciéon de humato potésico).

Figura 6: Cuadro mostrando la comparaciéon entre el humato potasico y la mezcla de EO antes del
recubrimiento, y el hidrogel EO encapsulado con acido himico después del recubrimiento.
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EJEMPLOS

Ejemplo 1: Preparacién de una composicién de aceite esencial de Origahum vulgare encapsulado con acido
hlmico

Una solucién de agua conteniendo 14% en peso de humato potasico (sal de potasio de acido humico) se prepard
disolviendo 50 kg de humato potésico sélido en 300 litros de agua bajo agitacion continua a temperatura
ambiente (22-26 °C) y a presion atmosférica. La solucion se agité durante 2 horas para obtener una solucién
estable de humato potésico en pH 8,5.

La solucién de humato potasico se analizé por su contenido de elemento (figura 2), segun lo detallado en la tabla
1y tabla 2.

Tabla 1: Anélisis elemental de acido himico contenido en la solucién de humato potasico usado en los ejemplos
1y2.

Elemento %C %H %N %S %0O*
Acido htmico 48,2 2,99 0,98 0,14 47,7

* O es calculado por diferencia

Tabla 2: ™*C-NMR para acido hlimico contenido en la solucién de humato potasico usado en los ejemplos 1y 2.
Regién (% C) Alquilo C | O-Alquilo C Aromético C | Fendlico C | Carboxilico C Carbonilico C

ppm 0-45 45-110 110-160 140-160 160-190 190-230
Acido humico 31,4 14,4 38,6 14,7 11,6 3,9

2,5 litros de aceite esencial de Origanum vulgare (EO) se agregaron progresivamente sobre la solucién de
humato potasico bajo agitacién continua.

La solucién comprendiendo el humato potésico y el EO (Solucién A) se agité luego durante 30 minutos a
temperatura ambiente (22-26 °C). El pH de la solucién A fue pH 8,5.

El pH de la solucién A fue luego disminuido a un pH entre pH1 y pH2 agregando progresivamente acido sulfdrico
diluido (53°B) bajo agitacién continua y tratamiento de ultrasonido en continuo paralelo (2W/cm? para 50L/min)
durante 3 horas. El pH de la solucién se midié regularmente para asegurar que el pH estuviese entre pH 1y pH
2. La Figura 1 es un diagrama del flujo de la operacién.

El proceso lleva a la informacién de un gel estable de EO encapsulado con &cido humico, también llamado
hidrogel de EO encapsulado con acido himico (ver figura 6).

El gel se dispersé luego en agua agregando 100 litros de agua y 5 kg de sepiolita micronizada (Pangel de
TOLSA SA) bajo agitacién continua usando un rotor de alto cizallamiento durante 1 hora.

Con el fin de evaluar el % de EO que se encapsulé en la molécula humica, la dispersién fue luego centrifugada y
el sobrenadante, conteniendo EO libre, fue tratado con hexano (1:1) con el fin de extraer EO libre del
sobrenadante. Después de eso, el EO en el hexano fue analizado por espectroscopia de fluorescencia. Los
resultados demostraron que el rendimiento de EO encapsulado el 4cido humico fue 84,7 %.

Ejemplo 2: Preparacién de una composicién de extracto de sauce encapsulado con acido hlimico

Una solucién de agua conteniendo 14% en peso de humato potasico se prepard disolviendo 50 kg de humato
potasico sélido en 300 litros de agua bajo agitacién continua a temperatura ambiente (22-26 °C) y a presién
atmosférica durante 2 horas. La solucién se agité durante 2 horas para obtener una solucién estable de humato
potasico en pH 8,5.

2,5 kg de extracto de sauce (WE: Willow Extract) se dispersaron en 50 litros de agua bajo agitacién continua a
temperatura ambiente (22-26 °C) y a presién atmosférica. La dispersion de WE fue agregada progresivamente
sobre la solucién de humato potésico bajo agitacién continua.

La solucién comprendiendo el humato potésico y el WE (Soluciéon A) se agité durante 30 minutos. El pH de la
solucién A fue pH 8,5.

10
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El pH de la solucién A fue luego disminuido a un pH entre pH 1 y pH 2 agregando acido sulfarico diluido (53°B)
bajo agitacion continua convencional y tratamiento de ultrasonido en continuo paralelo (2W/cm?3 para 50L/min)
durante 15 min. El pH de la solucién se midi6é regularmente para asegurar que el pH estuviese entre pH 1y pH 2.
La Figura 1 es un diagrama del flujo de la operacién.

El proceso llevd a la informacidén de un gel comprendiendo WE encapsulado con acido himico, también llamado
hidrogel de WO encapsulado con &cido himico.

El gel fue luego dispersado en agua agregando 50 litros de agua y 5 kg de sepiolita micronizada bajo agitacién
continua usando un rotor de alto cizallamiento durante 1 hora.

La dispersién fue luego centrifugada y el sobrenadante, conteniendo WE libre, fue removido. El rendimiento de
WE (salicina y salicilatos) encapsulado con acido himico fue medido con fluorescencia HPLC y se encontré que
era de 100%.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una composicion comprendiendo un compuesto bioactivo encapsulado con
sustancia himica, dicho método comprendiendo los siguientes pasos:

a) preparar una solucién comprendiendo una sustancia himica y un compuesto bioactivo, dicha solucién
teniendo un pH mayor o igual a pH 4, preferentemente mayor o igual a pH 5, pH 6, pH 7, pH 8,
preferentemente de pH 8 a pH 10, y

b) disminuir el pH de la solucién a un pH inferior o igual a pH 4, preferentemente a un pH inferior o igual a
pH3, pH 2, preferentemente de pH 1 a pH 2.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la composicién es una composicién agroquimica, una
composicidén nutracéutica o una composicién farmacéutica.

3. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2, en el que la sustancia humica es una
supramolécula himica.

4. El método de acuerdo con un cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la sustancia himica es
seleccionada del grupo compuesto de acido himico y acido fulvico, preferentemente acido himico.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el compuesto bioactivo es un
compuesto bioactivo hidrofébico, preferentemente seleccionado del grupo compuesto de:

- un metabolito de la planta, tal como aminoacidos, hormonas de la planta, fenoles, aceites esenciales,
lipidos, antioxidantes, flavonoles, flavonoides o fitoalexinas;

- un aceite esencial tal como un aceite vegetal esencial tal como, timol, eugenol, carvacrol, cinamaldehido,
aceite de ajo y/o aceite de neem;

- un extracto de plantas, tales como extracto de sauce;

- un microorganismo, tal como levaduras y/o bacterias, tales como la bacteria de fijacién N (rhizobium,
azospirillum), bacillus sp, pseudomonas sp y/o Micorriza-indculo (esporas);

- una enzima tal como fitasa y/o esterasas;

- un farmaco como un fungicida y/o un insecticida;

- un nutracéutico tal como betaglucanos; y/o

- un agroquimico, tal como pesticidas generales.

6. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la proporcién de sustancia
hdmica a compuesto bioactivo es de 1:0,01 a 1:0,2 en peso, preferentemente de 1:0,03 a 1:0,2, mas
preferentemente de 1:0,05 a 1:0,1.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el pH es disminuido
agregando un &cido mineral, preferentemente acido sulftrico.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el método ademas
comprende los siguientes pasos:

¢) tratar la solucién obtenida en el paso b) con ultrasonido para formar un gel y eventualmente
d) mezclar el gel en agua, preferentemente con uno o mas agentes dispersantes.
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Figura 1
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