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DESCRIPCION

Procedimiento para la produccion de un extracto fungicida de Glycyrrhiza glabra estable en almacenamiento para el
control de hongos fitopatogénicos y otras enfermedades en plantas

El objeto de la presente invencion es, en el aspecto mas general, el control de enfermedades vegetales fungicas y/o
bacterianas en agricultura mediante la aplicacion de un extracto estable al almacenamiento de partes de la planta
Glycyrrhiza glabra.

En particular, la presente invencién se refiere a un procedimiento para la produccion de un extracto de Glycyrrhiza
glabra estable durante el almacenamiento a partir de componentes de la planta y al uso del extracto resultante de
Glycyrrhiza glabra contra hongos patogénicos de plantas y/o contra bacterias patogénicas de plantas.

Las enfermedades fungicas estan causadas ubicuamente por muchos hongos que pertenecen, por ejemplo, a las
familias de los filos oomicetos, ascomicetos, deuteromicetos (hongos mitospdricos, Funghi imperfecti) y
basidiomicetos. Estos hongos pertenecen a los grupos principales de hongos que conducen a problemas de
enfermedades, que dan lugar a enormes pérdidas econdémicas. Los fungicidas sintéticos se utilizan con frecuencia y
en grandes cantidades con el fin de controlar las enfermedades. Sin embargo, esto tiene un fuerte impacto en los
ingresos de los productores y el medio ambiente y es inaceptable para la agricultura ecoldgica.

La investigacion sobre las aplicaciones de extractos de plantas para el control de enfermedades fungicas y otros
vectores de enfermedades son frecuentes en la agricultura (especialmente para la produccién organica). El producto
comercial Milsana ®, producido a partir del extracto de Reynoutria sachalinensis, es un ejemplo de un extracto de
planta con éxito utilizado especialmente en la produccién organica, a fin de controlar con eficacia los mildius
pulverulentos de cultivos horticolas y otros cultivos en varios paises, Los productos extractos de plantas, altamente
eficaces contra enfermedades fungicas, sin embargo, no estdn muy disponibles en el mercado. El control de los
hongos en la producciéon de cultivos integrados y organicos se basa principalmente en el uso de compuestos de
cobre (fungicidas). En particular, cuando ya se ha establecido la enfermedad, el cobre es el uUnico producto
disponible utilizado en la producciéon organica para reducir la gravedad de la enfermedad. Sin embargo, el cobre
tiene impactos toxicos sobre el medio ambiente y, por lo tanto, tiene que reemplazarse con urgencia por otras
sustancias en la produccion agricola. Debido a la toxicidad del cobre, la Unién Europea tiene kg/ha hasta 2010 de
acuerdo con el Reglamento de la CEE 2092/91. Extractos de plantas con caracteristicas anti-hongos constituyen una
alternativa al uso del cobre y podrian considerarse de gran importancia econémica y ecologica.

Por lo tanto, es evidente que todavia existe una necesidad de aplicaciones que sean muy eficaces contra
enfermedades fungicas y que podrian utilizarse en la produccion de cultivos integrados y organicos. Por lo tanto, es
un objeto de la presente invencion satisfacer tal necesidad. Fukui y col.informan sobre flavonas antimicrobianas
aisladas de las hojas de Glycyrrhiza glabra en Chem. Pharm. Bull, 1988, 36, 4174-4176

Sorprendentemente, el solicitante ha descubierto que un extracto de Glycyrrhiza glabra, derivado de partes aéreas
de la planta, partes de plantas secas, se puede utilizar para controlar hongos fitopatogénicos de plantas, como
plantas de cultivo, ornamentales, etc. El extracto pulverizado (uno o varias aplicaciones) reduce la gravedad de la
enfermedad de las plantas de manera eficiente (reduccién del 60-100 % de la enfermedad) durante un periodo de
varias semanas. El nivel de reduccion de la enfermedad depende de la concentracion del extracto utilizado y de la
presion de la infestacion.

En el presente documento se describe un procedimiento para la produccion de un extracto de Glycyrrhiza glabra
estable al almacenamiento de componentes aéreos de la planta, en el que

(a) los componentes de la planta se reducen a trozos pequefios

(b) se afade un disolvente para los componentes de la planta de tamafio reducido para extraer el principio
activo (p.a.) de los componentes de la planta, en el que el disolvente usado es agua y/o un disolvente organico,
(c) el p.a. se enriquece en el disolvente (extraccion) y

(d) los componentes de la planta que contienen el poco p.a. residual se separan del disolvente que contiene el

p.a.

El extracto de la planta derivado de Glycyrrhiza glabra actia como un extracto antifingico y es apropiado para su
uso en la produccion agricola.

La presente divulgacion tiene la ventaja de controlar enfermedades fungicas mediante la aplicacion de un extracto
de planta. Ademas, el potencial de la sustitucién de cobre por nuevas sustancias activas, derivadas de plantas,
podria ser de gran beneficio para la produccion agricola.

La expresion "componentes de la planta" de Glycyrrhiza glabra se refiere a partes de la planta, sobre todo las partes
aéreas de la planta, por ejemplo las hojas. En particular, se secan las partes de la planta (por ejemplo a temperatura
ambiente).
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La reduccién de tamario se prefiere llevar a cabo moliendo los componentes de la planta hasta obtener un polvo
uniforme. A continuacién, se produce el extracto a partir de este polvo.

Los componentes aéreos de la planta se reducen, preferentemente, a un tamafio menor que 1 mm, mas preferible
menor que 0,1 mm. La reduccién de los componentes de la planta puede llevarse a cabo, por ejemplo, con un
molino eléctrico.

Los componentes de la planta de tamafo reducido, en particular el polvo, se extraen con agua y/o disolventes
organicos. Preferiblemente, el disolvente organico es un disolvente organico polar. En particular el disolvente
organico se selecciona del grupo que consiste en cetonas (como, por ejemplo, acetona, butanona), alcoholes (como,
por ejemplo, etanol, metanol, propanol), ésteres (como, por ejemplo, acetato de etilo) e hidrocarburos halogenados
(como, por ejemplo, diclorometano, cloroformo). Mas preferentemente, los disolventes organicos acuosos (como, por
ejemplo, acetona acuosa, dimetilsulfoxido acuoso, acetato de etilo acuoso, alcoholes acuosos, preferentemente
etanol acuoso) se utilizan para la extraccion.

De acuerdo con la invencioén, los componentes de la planta de tamafo reducido se extraen con la cantidad de 1 a 50
veces de agua y/o mezclas de agua-disolvente organico.

Si se utiliza un disolvente organico acuoso de acuerdo con la invencion, la relacion en volumen del disolvente
organico y el agua esta entre 10:1 y 1:100, preferiblemente entre 1:1 y 1:10, mas preferiblemente aproximadamente
1:4.

En particular, el agua y/o las mezclas de agua-disolvente organico afiadidos a los componentes de la planta de
tamano reducido esta a aproximadamente 20 °C.

De acuerdo con una realizacion preferida de la invencion, la extraccion con agua y/o mezclas de agua-disolvente
organico se lleva a cabo durante un periodo de aproximadamente 1 a 20 horas, en la que la temperatura del sistema
se eleva gradualmente hasta aproximadamente 30 a 80 °C. la extraccion se lleva a cabo, por ejemplo, con la ayuda
de un aparato Soxhlet, mediante percolacién o maceracion.

Se prefiere especialmente una realizacion de la presente invencion, en la que la solucion acuosa se agita a
intervalos de aproximadamente 30 minutos y, después, se deja reposar durante aproximadamente 1 a 3 horas para
la sedimentacion.

De acuerdo con otra realizacion preferida de la invencion, la extraccion con agua fresca y/o mezclas de agua-
disolvente organico del residuo restante (etapas (b) y (c)) se repite tanto tiempo hasta que aproximadamente el 90 %
de la actividad biolégica esta presente en la fase liquida. La expresion "actividad biologica”, tal como se usa en el
presente documento, significa la actividad biolégica como fungicida.

El extracto derivado inicialmente se puede concentrar y almacenar. Un almacenamiento durante 9 meses a 4 °C
reduce ligeramente la eficacia en comparacién con un extracto recién preparado. Por lo tanto, el disolvente que
contiene el p.a. se puede concentrar mediante la reduccion de 1/2 a 1/20 de su volumen, posteriormente a la etapa
(d). La concentracion deseada de la solucidén de pulverizacion se puede ajustar mediante la adicion de agua al
extracto obtenido inicialmente. En particular, el extracto concentrado se diluye con agua en una relacion entre 1:5y
1:200, en particular entre 1:10 y 1:100, antes de la aplicacion.

E | disolvente que contiene el p.a. se puede formular mediante la adicién de emulsionantes, aceite vegetal y/o agua.

Ademas, para formular el extracto se puede afiadir un adhesivo u otro aditivo proteccion de plantas apropiado
(como, por ejemplo, Trifolio® S-forte) antes de la aplicacion.

De acuerdo con la presente invencion, se proporciona el uso de de un extracto de Glycyrrhiza glabra contra
oomicetos. El extracto también se puede usar contra hongos patogénicos de plantas, en particular contra mildius
pulverulentos de los cultivos y/o contra bacterias patogénicas de plantas. El extracto de Glycyrrhiza glabra se puede
utilizar contra todos los grupos principales de hongos que conducen a problemas de enfermedades, por ejemplo,
hongos que pertenecen a los filos oomicetos, ascomicetos, deuteromicetos (hongos mitosporicos, Funghi imperfecti)
y basidiomicetos.

Ejemplo 1: Eficacia contra las enfermedades de mildiu pulverulento

Las partes aéreas de Glycyrrhiza glabra anteriores se secaron a temperatura ambiente, después se molieron en un
molino eléctrico hasta el punto de que se forma un polvo uniforme. El extracto se produce a partir de, por ejemplo,
50 g de polvo mediante extraccion con 1 | de etanol acuoso durante 5 horas con la ayuda de un aparato de Soxhlet.

El extracto etandlico inicial se diluye en agua en una relacion 1:5. El 1 % (p/v) de la solucién derivada, que también
es el producto pulverizado, contiene: 1 % (p/v) de Glycyrrhiza glabra, 20 % (v/v) de etanol y 80 % (v/v) de agua.
Antes de la pulverizacién se puede afadir a la solucién cualquier adhesivo comun con el fin de optimizar el
rendimiento de la solucién y lograr mejores resultados.
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El extracto de Glycyrrhiza glabra fue eficaz contra las enfermedades de mildiu pulverulento. Por ejemplo, era eficaz
contra los mildius pulverulentos de tomate y pepino, que son causadas por los hongos Phytophthora infestany
Pseudoperonospora cubensis, respectivamente. De hecho, la gravedad de la enfermedad de las plantas tratadas se
redujo excepcionalmente en comparacién con las no tratadas. Las plantas de cultivo toleran los pulverizadores con
el extracto de Glycyrrhiza glabra sin signos adversos. La producciéon comercial (producto formulado) del extracto de
la planta parece factible segun estos resultados.

Ejemplo 2: Eficacia contra Phytophthora infestans (tizon tardio) en tomates

El extracto etandlico al 1 % (p/v) de Glycyrrhiza glabra se pulverizé, una vez, cada 14 y 20 dias, en las plantas de
tomate. Las aplicaciones comenzaron cuando las plantas habian desarrollado en su totalidad la 52 hoja y se hizo
hasta "escurrimiento". Ademas, se pulverizd un nimero similar de plantas con a) una mezcla de etanol y agua
desionizada 1:1 (v/v) y b) el fungicida registrado Fosetal® WP (400 g/100 1). La inoculacion artificial de las plantas,
con una suspension de zoosporas-esporangios derivada de hongos Phytophthora infestants se realizo justo después
de la primera aplicacion de las soluciones. Las plantas se mantuvieron en el invernadero hasta la evaluacion de
gravedad de la enfermedad. La gravedad de la enfermedad se evalué inicialmente 7 dias después de la inoculacion
artificial y se repitieron las evaluaciones cada 2 a 3 dias desde entonces (11 veces en total).

Los resultados mostraron que la gravedad del mildiu pulverulento de plantas de tomate se redujo significativamente
con el extracto de la planta (74 %, 97 % a 95 % de reduccion de la enfermedad) en todas las frecuencias de
aplicacion utilizadas (0, 14 y 20 dias después de la inoculacién), en comparacioén con las plantas control. El nivel de
la reduccion de la enfermedad fue comparable con el logrado mediante las aplicaciones del fungicida comercial.

Ejemplo 3 (comparativo): Eficacia contra Uromyces appendiculatus (roya de la judia) sobre judias en
invernadero

Ensayo 1:

Procedimiento de extraccion

Las hojas de Glycyrrhiza glabra se molieron hasta un polvo fino utilizando un molino eléctrico. Se mezclaron 200 g
de polvo con 2 1 de 70 % de agua de etanol/30 % y se digiri6é durante 2 horas a 60 °C. Posteriormente, el extracto se
filtré y se almaceno a 4 °C.

Tratamiento de plantas

En un invernadero, se pulverizaron cuatro plantas por tratamiento con 0; 0,2 y 1 % de solucién acuosa (en lo
sucesivo, la materia seca de polvo de Glycyrrhiza glabra). El extracto digerido se diluye en agua y se afiade 0,2 %
de Trifolio® S-forte (un aditivo de proteccion de las plantas registrado; adhesivo y penetrador). La solucién derivada
al 1 % (g/v) contiene 1 % (p/v) de Glycyrrhiza glabra, 7 % (v/v) de etanol y 93 % (v/v) de agua. La solucion derivada
al 0,2 % (g/v) contiene: 0,2% (p/v) de Glycyrrhiza glabra, 1,4 % (v/v) de etanol y 98,6% (v/v) de agua.

24 horas después del tratamiento, las plantas se infectaron artificialmente con una suspension de esporas de la roya
de la judia que contiene 75 mg/l de esporas.

Resultados

El grado de infestacion de las plantas se controld durante 3 semanas. El grado de la infestacion de las judias fue del
9 % en el control no tratado y 2,2 y 1, 9 % en la variante de tratamiento de 0,2 y 1 %, respectivamente; esto
corresponde a una eficacia (segun Abbott) de 75y 79 %, respectivamente.

Ensayo 2:

Procedimiento de extraccion

Las hojas de G. glabra se molieron hasta un polvo y se extrajeron 200 g de material vegetal con 2 | de etanol al 96 %
durante 10 horas en un aparato Soxhlet (temperatura de aproximadamente 60 °C). Después, el disolvente se
evapord en un evaporador rotatorio a aproximadamente 200 ml. Este concentrado se volvié a disolver en etanol al
96 %, lo que da como resultado un volumen total de 400 ml, equivalente a una concentracion del extracto del 50 %.
El extracto se almacend en un refrigerador hasta su uso. La dilucién para su uso en los ensayos se llevé a cabo con
agua desionizada.

Tratamiento de plantas

Se pulverizaron tres plantas de judias por concentracion del extracto analizado hasta escurrimiento con extracto de
G. glabra (concentraciones 0,31 %, 0,63 %, 1 % 0,25, 2,5 y 5 %). Al dia siguiente, se inocularon las plantas con
uredosporas de U. appendiculatus a una concentracion de 1 mg/ml en suspension en 0,0125 % de Tween 20. Las
plantas se mantuvieron a 20 °C durante la noche en una camara humeda. Después, se transfirieron las plantas al
invernadero. Después de 14 dias, se conté el nimero de pustulas de esporulaciéon en la superficie superior de la
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hoja en 3 veces 1 cm?.

Resultados

1. En la variedad cultivada de judias "Primula", el tratamiento con 5 % de extracto de G. glabra dio como
resultado una eficacia del 86,3 %. En las plantas tratadas con agua se contaron 9 pustulas por cm 2 para la
comparacion. La eficacia después del tratamiento con 0,63 % de extracto de G. glabra fue del 45 %. Todos los
tratamientos de extracto fueron significativamente diferentes al control.

2. En la variedad cultivada "Hildora", la aplicacion de 5 % de extracto de G. glabra dio como resultado una
eficacia del 91,0 %, la aplicacién de 1,25 % del extracto dio como resultado una eficacia del 59,6 % (el numero
de pustulas en el control fue de aproximadamente 13 por cm?). Todas las concentraciones de extracto, excepto
el 0,31 %, redujeron la infecciodn significativamente en comparacion con el control.

Ejemplo 4 (comparativo): Eficacia contra Sphaerotheca fuliginea (mildiu pulverulento) en pepino en el campo

Procedimiento de extraccion

Las hojas de G. glabra se molieron hasta un polvo y se extrajeron 200 g de material vegetal con 2 | de etanol al 96 %
durante 10 horas en un aparato Soxhlet (temperatura de aproximadamente 60 °C). Después, el disolvente se
evaporé en un evaporador rotatorio a aproximadamente 200 ml. Este concentrado se volvié a disolver en etanol al
96 %, lo que da como resultado un volumen total de 400ml, equivalente a una concentracion del extracto del 50 %.
El extracto se almacend en un refrigerador hasta su uso. La dilucién para su uso en los ensayos se llevé a cabo con
agua desionizada.

Tratamiento de plantas

Se trataron las plantas de pepino (pulverizacion hasta escurrimiento) tres veces cada 14 dias, se inicié cuando las
plantas tenian de 6 a 8 hojas y se pudieron vez los primeros sintomas de mildiu pulverulento (infeccion natural). Las
plantas se dividieron en 3 grupos (12 plantas de cada grupo): el grupo 1 permanecio sin tratar; el grupo 2 se traté
con una solucién acuosa (que contiene 0,2 % de Trifolio® S-forte) de extracto al 2 % (en referencia a la materia seca
de polvo de Glycyrrhiza glabra) y el grupo 3 se traté con solucion acuosa al 4 % con 0, 2 % de Trifolio® S-forte.

Resultados

El grado de infestacion fue del 55 % en el control sin tratar y del 19 % en el grupo del tratamiento al 2 % y del 10 %
en el tratamiento al 4 %, respectivamente. Estos resultados corresponden a eficacias (conforme a Abbott) de 63 y 79
%, respectivamente.

Ejemplo 5: Mildiu pulverulento en pepinos (Pseudoperonospora cubensis)

Procedimiento de extraccion

Las hojas de G. glabra se molieron hasta un polvo y se extrajeron 200 g de material vegetal con 2 | de etanol al 96 %
durante 10 horas en un aparato Soxhlet (temperatura de aproximadamente 60 °C). Después, el disolvente se
evapordé en un evaporador rotatorio a aproximadamente 200 ml.

Este concentrado se volvié a disolver en etanol al 95%, lo que da como resultado un volumen total de 400 ml,
equivalente a una concentracién del extracto del 50 % de la materia seca. El extracto se almacend en un refrigerador
hasta su uso. La dilucién para su uso en los ensayos se llevé a cabo con agua desionizada.

Tratamiento de plantas

1. Ensayos sobre las plantas en macetas

Se pulverizaron de cuatro a ocho plantas de pepino por concentracion del extracto analizado hasta escurrimiento
con extracto de G. glabra (concentraciones 0,31 %, 0,63 %, 1 % 0,25, 2,5y 5 %). Al dia siguiente se inocularon las
plantas con esporangios de P. cubensis a una concentraciéon de 5x10% por ml, se suspendieron en agua desionizada.
Las plantas se mantuvieron a 15 °C durante la noche en una camara oscura y himeda. Después, se transfirieron las
plantas a una camara climatica. Después de 14 dias se evaluo el porcentaje de area foliar infectada.

2. Ensayo en el tunel de polietileno

Las plantas de pepino se cultivaron en un tunel de polietileno en cuatro repeticiones, que consiste en 4 plantas por
duplicado. Las plantas se pulverizaron semanalmente con 5 % de extracto de G. glabra y la infeccion se realizd
artificialmente una vez con una suspension de esporangios de P. cubensis. La evaluacion del porcentaje de area de
la hoja infectada se llevé a cabo en 12 hojas por planta, en tres plantas por duplicacion. La clasificacion de la
enfermedad comenzé cuando fueron visibles los primeros sintomas del mildiu pulverulento. Se llevaron a cabo
semanalmente (en total 9 veces).
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Resultados
1. Ensayos sobre las plantas en macetas

El tratamiento de pepinos con 5 % de extracto de G. glabra dio como resultado una eficacia de 95,3 %. El valor de
CEso fue de 0,5, lo que indica que 0,5 % de la concentracion del extracto conduce a una eficacia del 50 %.

2. Ensayo en el tunel de polietileno

El tratamiento con 5 % de extracto de G. glabra mantuvo la infeccidon con P. cubensis muy baja, lo que da como
resultado una eficacia del 77,7 % al final del ensayo. En ese momento, las plantas de control mostraron una tasa de
infeccion del 92 %.

Ejemplo 6 (comparativo): Fitopatégenos bacterianos (Clavibacter michiganinsis y Xanthomonas hortorum)

Procedimiento de extraccion (véase el ejemplo 5)

Ensayos in vitro

Para los ensayos con Clavibacter michiganinsis se uso agar de soja triptico, para los ensayos con Xanthomonas
hortorum se us6 agar con carbonato calcico. Se inocularon diez placas Petri por bacteria con 100 pl de
suspensiones bacterianas, para cada concentracion. A continuacion se realizaron agujeros en el agar con un
perforador de corcho estéril. En cada agujero, se aplicaron 50 pl de extracto de G. glabra (concentraciones 0,31 %,
0,63 %, 1,25 %, 2,5 % y 5 %). Las placas se almacenaron a 28 °C durante de dos a cinco dias. A continuacion se
midieron las zonas de inhibicion.

Resultados

1. Contra C. michiganensis, todas las concentraciones del extracto analizadas dieron como resultado la
inhibicién del crecimiento en comparacion con el control de agua. Las zonas de inhibiciéon variaron de 7,9 cm
(concentracion del extracto 0,5 %) a 2,1 cm (concentracion del extracto 0,31 %).

2. Contra X. hortorum, las concentraciones de extracto de G. glabra de 5 % a 1,25 % dieron como resultado
zonas de inhibicion, que van desde 4,4 a 1,25 cm.

3. Los controles de agua no tenian zonas de inhibicion en todos los ensayos.
Ejemplo 7 (comparativo): Zanahoria, infestadas con Alternaria dauciy A. radicina

Procedimiento de extraccion (véase el ejemplo 5)

Tratamiento de las semillas

Las semillas de zanahoria, infestadas con A. dauciy A. radicina se empaparon y se agitaron en 10 % de extracto de
G. glabra durante 30 minutos. A continuacion, secaron las semillas durante la noche a temperatura ambiente. Al dia
siguiente, se sembraron 3 x 100 semillas en recipientes y se registrd la emergencia de las plantulas después de 19
dias.

Resultados

En un primer ensayo, el tratamiento de las semillas con 10 % de extracto de G. glabra dio como resultado un
aumento de las plantulas sanas emergidas de zanahoria del 15,7 % en el control al 32,7 % en las semillas de
tratadas con el extracto. Al mismo tiempo, el porcentaje de plantulas emergidas infestadas se redujo en comparacion
con el control. Aunque la emergencia total es demasiado baja para la aplicacion en la practica, los resultados son
prometedores y los procedimientos de extraccion optimizada de G. glabra pueden conducir a una eficacia mejorada.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un extracto estable en almacenamiento de Glycyrrhiza glabra de componentes aéreos de la planta
producidos de acuerdo con un procedimiento, en el que

(a) los componentes de la planta se reducen a trozos pequefios,

(b) se afade un disolvente a los componentes de la planta de tamafio reducido para extraer el principio activo
(p.a.) de los componentes de la planta, en el que el disolvente usado es agua y/o un disolvente organico, en el
que el disolvente organico se selecciona del grupo que consiste en cetonas, alcoholes, ésteres e hidrocarburos
halogenados,

(c) el p.a. se enriquece en el disolvente (extraccion) y

(d) los componentes de la planta que contienen el poco p.a. residual se separan del disolvente que contiene p.a.,

contra hongos patogénicos de plantas, en particular contra mildius pulverulentos de cultivos,
en el que los hongos patogénicos de planta pertenecen a la familia del filo oomicetos.

2. El uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los componentes de la planta de tamafio reducido se extraen
con la cantidad de 1 a 50 veces de agua y/o mezclas de agua-disolvente organico.

3. El uso de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que el agua y/o las mezclas de agua-disolvente organico afiadidos
a los componentes de la planta de tamafio reducido esta a aproximadamente 20 °C.

4. El uso de acuerdo con la reivindicacion 2 o 3, en el que la extracciéon con agua y/o las mezclas de agua-disolvente
organico se lleva a cabo durante un periodo de aproximadamente 1 a 20 horas, en el que la temperatura del sistema
se eleva gradualmente hasta aproximadamente 30 a 80 °C.

5. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la solucién acuosa se agita a intervalos
de aproximadamente 30 minutos y, después, se deja reposar durante aproximadamente 1 a 3 horas para la
sedimentacion.

6. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la relaciéon en volumen del disolvente
organico y agua esta entre 10:1 y 1:100, en particular aproximadamente 1:4.

7. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que después de la etapa (d) el disolvente
que contiene p.a. se concentra reduciendo de 2 a 1/20 de su volumen.

8. El uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que el extracto concentrado se ajusta mediante la adicion de agua
en una relacion entre 1:5 'y 1:200.

9. El uso de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en el que para formular el p.a. se afiade un adhesivo u otro aditivo
de proteccion vegetal adecuado.

10. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el disolvente que contiene p.a. se
formula mediante la adicién de emulsionantes, aceite vegetal y/o agua.

11. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 contra mildius pulverulentos de cultivos.
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