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DESCRIPCION
Fertilizante/revitalizante para plantas
Campo técnico

La presente invencién se refiere a una composiciéon para su uso como fertilizante o revitalizante para plantas, que
esta compuesto por una disolucion acuosa de L-prolina (a continuacion en el presente documento, denominada a
veces simplemente “prolina”).

Técnica anterior

Se sabe que la prolina que es un tipo de aminoacidos tiene efectos como fertilizante o revitalizante para plantas, y
hay mucha bibliografia previa que describe los efectos de la misma, tal como el documento de patente 1. Se
comercializan productos que publicitan estos efectos.

Hasta ahora, la prolina ha estado disponible en una gran cantidad de formas de producto como materia prima para
productos farmacéuticos o alimentos. Sin embargo, la prolina en cualquier forma esta en un estado cristalino o en
polvo, de modo que la prolina se conserva, distribuye y comercializa en formas de producto sélidas casi sin
contenido en humedad. Entre esos productos, se conoce Hanakagami (nombre comercial) fabricado y
comercializado por Shoko Co., Ltd. como producto que contiene un alto porcentaje de prolina y que se comercializa
actualmente en Japon como fertilizante o revitalizante para plantas. De manera similar, Hanakagami se conserva,
distribuye y comercializa en un estado soélido en polvo.

Los productos de prolina que se conservan, distribuyen y comercializan como solidos presentan aglomeracion y
delicuescencia, debido a la alta propiedad higroscépica de la prolina, que deteriora en gran medida la calidad de los
productos. Con el fin de evitar estos problemas, y para prevenir la absorcion de humedad por parte de la prolina, se
requiere que los productos comerciales solidos convencionales estén encerrados con gel de silice que tiene una
propiedad higroscopica superior a la de la prolina, o que se envasen en un material de envasado tal como una
pelicula aluminizada cara que apenas tiene permeabilidad a la humedad.

La razon principal por la que la prolina se distribuye como un sélido a pesar del trabajo engorroso y de su coste tal
como se describié anteriormente es que la disolucion liquida de prolina se descompone facilimente y se deteriora por
exposicién a microorganismos. En otras palabras, muchos aminoacidos, incluyendo prolina, cuando estan en
disolucién acuosa sin un aditivo que previene la contaminacién microbiana, tal como un conservante o un
microbicida, empieza a descomponerse gradualmente debido a contaminaciéon microbiana en el plazo de varios dias
debido un su alto valor nutritivo. Este efecto se observa incluso cuando la prolina estd en un entorno de
conservacion normal, pero no en un entorno aséptico. Si estos problemas no existieran, se distribuiria
preferiblemente prolina liquida en estado liquido para su aplicaciéon como fertilizante o revitalizante para plantas,
porque es excelente en cuanto a capacidad de conservacion, operabilidad y propiedad de distribucion.

Por consiguiente, solo hay unos pocos documentos conocidos que describen formas de conservacion y distribucion,
y un método de distribucion para un producto de prolina para un fertilizante o un revitalizante para plantas,
particularmente un producto de prolina en un estado liquido. Cuando se realizan descripciones de los mismos,
siempre se describe que se afiade un aditivo tal como un conservante o un microbicida a un liquido que contiene
prolina para prevenir la contaminaciéon microbiana.

Por ejemplo, el documento de patente 2 describe que se usa un hidrolizado de prolina o de una proteina que
contiene prolina, o una mezcla de aminoacidos, como fuente de prolina para un acelerador de formacién de capullos
que contiene una combinacién de prolina y uracilo. Sin embargo, no se menciona un liquido como la forma de
prolina como materia prima que va a usarse para la preparacion del acelerador de formacién de capullos.

Mientras tanto, el documento de patente 3 describe, como disolucidon que contiene diversos aminoacidos incluyendo
prolina, una disolucidon obtenida descomponiendo proteinas de soja, grano de cereal o un cuerpo de célula
microbiana, mediante diversos métodos, y disoluciones de fermentaciéon de diversos aminoacidos. Sin embargo, no
hay ninguna descripcién sobre la forma de conservacion, la forma de distribucién ni el método de distribucion de la
disolucion que contiene aminoacidos incluyendo prolina.

Ademas, como ejemplos de aplicacion de la prolina a una planta, los documentos de patente 4 a 6 describen una
disolucion de fermentacion de aminoacidos que contiene prolina, alanina, valina, acido glutamico y similares, que se
ha sometido a la eliminacion de cuerpos celulares o esterilizacion. Sin embargo, no hay ninguna descripcion
especifica sobre la forma de conservacion, la forma de distribucién ni el método de distribucion de tal disolucién que
contiene aminoacidos.

El documento de patente 7 describe que una disolucién de fermentacién de aminoacidos que va a aplicarse a una
planta puede estar en forma de una mezcla con un material organico o inorganico que se combinan entre si para
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facilitar el almacenamiento, transporte o manipulacién de la disolucién de fermentacion de aminoacidos. Es decir, se
describe que, para cubrir las deficiencias de la disolucién de fermentaciéon de aminoacidos, se afiade preferiblemente
un material organico o material inorganico de cualquier clase apropiada para mejorar la capacidad de conservacion o
la capacidad para su distribucion. Los ejemplos especificos de este material que va a afadirse para mejorar la
propiedad de almacenamiento incluyen, cuando es un liquido, diversos alcoholes, éteres, cetonas, hidrocarburos
aromaticos, hidrocarburos parafinicos y aldehidos.

El documento de patente 7 describe que una disolucidon, que se obtiene eliminando cuerpos celulares de una
disolucién de fermentacion de aminoacidos que contiene diversos aminoacidos. Esta disolucién experimenta un
cambio en los componentes debido a la proliferacién de microorganismos contaminados si no se hace nada para la
disolucién, excepto en el caso en el que se utiliza la disolucién inmediatamente. Por tanto, es preferible que se
conserve la disolucion después de ajustar el pH de la misma a 3 o menos para estabilizar la calidad. En general,
debe afiadirse una gran cantidad de un acido mineral fuerte tal como acido clorhidrico o acido sulfurico para ajustar
el pH de la disolucion de fermentacion resultante para que tenga un pH de aproximadamente neutro a 3 o menos.

El documento de patente 9 describe que puede afiadirse un aditivo tal como un tensioactivo, un regulador de pH o
un conservante a una disolucion de fermentacion de aminoacidos, segun se requiera. El documento de patente 10
describe la forma de un producto que contiene prolina y también describe que el producto que contiene prolina que
se prepara con la adicién de un tensioactivo, cuando se usa en forma liquida. Ademas, el documento de patente 11
describe que los productos que contienen prolina pueden combinarse con un microbicida, un tensioactivo o un
conservante desde el punto de vista de prevencion de la degradacion por microbios.

Documento de patente 1: Documento JP-A 2001-131009

Documento de patente 2: Documento JP-B 46-42566

Documento de patente 3: Documento JP-B 56-32961

Documento de patente 4: Patente japonesa n.° 2852677

Documento de patente 5: Patente japonesa n.° 2874788

Documento de patente 6: Patente japonesa n.° 2874789

Documento de patente 7: Documento JP-A 06-80530

Documento de patente 8: Patente japonesa n.° 3377873

Documento de patente 9: Documento JP-A 2001-192310

Documento de patente 10: Documento JP-A 2002-199812

Documento de patente 11: Documento JP-A 2003-48803

Tetuo Tomayama et al., The Journal of General Physiology, 20 de noviembre de 1935, paginas 379-382, se refiere a
las solubilidades de L-prolina y L-hidroxiprolina en agua, los calores de disolucion calculados y el volumen molar

parcial de L-hidroxiprolina.

El documento JP 63 045211 A se refiere a un método para aumentar el rendimiento de arroz, frutas y verduras,
raices comestibles, flores y plantas ornamentales, arboles frutales, o similares.

El documento JP 57 002691 A se refiere a la preparacion de L-prolina mediante un método de fermentacion.

El documento JP 59 066893 se refiere a la preparacién de L-prolina.

Divulgacion de la invencion

Los problemas convencionalmente conocidos asociados con disoluciones que contienen prolina los provoca el uso
de diversos aditivos para suprimir la proliferacion de microorganismos para prevenir el deterioro en la capacidad de
conservacion de la disolucién provocado por la contaminacién microbiana.

En general, se aplican fertilizantes o revitalizantes para plantas que contienen prolina mezclando o inyectando estas
composiciones en el suelo de cultivo en el que estan creciendo las plantas, o dispersandolas sobre las partes de las
plantas que estan por encima del terreno. Por tanto, cuando se aplica un fertilizante o un revitalizante para plantas

que contiene prolina a una planta, los diversos aditivos afiadidos a la disolucién que contiene prolina se aplican
simultaneamente no solo a las plantas, sino también a las zonas circundantes. Como resultado, por ejemplo, cuando
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se aplica un conservante, un microbicida o similares a cultivo de campo, se observa un efecto adverso sobre el
crecimiento de diversos organismos incluyendo bacterias del suelo en el suelo de cultivo. En los ultimos afios,
diversos productos quimicos agricolas y hormonas medioambientales dejados en el suelo se han vuelto
problematicos, y la prevencion de contaminacion medioambiental que acompafia a la produccién agricola es una
gran preocupacion social.

Ademas, también cuando se aplica un conservante o un bactericida tal como se describié anteriormente en una
instalacion tal como un invernadero, la influencia sobre el entorno circundante también se ha vuelto ciertamente
problematica, y los efectos adversos sobre la salud de los trabajadores dieron como resultado incluso mas
problemas.

Ademas, un método que implica afiadir un acido a la disolucién que contiene prolina para reducir el pH de la
disolucion y asi suprimir la proliferacion de microorganismos contaminados también incluye problemas relacionados
con la destruccién medioambiental, similares al problema con la adicion de un bactericida. Esto es porque la
disolucién acida se dispersa alrededor de la planta cuando se aplica la disolucién que contiene prolina a la planta.

Ademas, el uso de una disolucién que contiene prolina en la que el pH de la misma se reduce afiadiendo un acido,
particularmente un acido mineral tal como acido clorhidrico o acido sulfurico, provoca la acumulacién de iones
inorganicos de clorhidrato y sulfuro en el suelo sobre el cual crece la planta a la que se ha aplicado la disolucién que
contiene prolina, llevando a contaminacién del suelo que se denomina acumulacion de sal. Existe la preocupacion
de que la aplicacién repetida de la disolucién que contiene prolina durante muchos afios pueda provocar un
denominado dafio por sal, lo que da como resultado la inhibicién del crecimiento de plantas debido a un aumento en
la concentracion de sal del suelo de cultivo.

Los problemas que acompafian a estos bactericidas, conservantes y disoluciones acidas son que las aplicaciones
repetidas de los mismos provocan gradualmente contaminacién medioambiental, aunque se use la disoluciéon que
contiene prolina como fertilizante o revitalizante para plantas tras diluirla con una gran cantidad de agua, asi que los
problemas esenciales no se resuelven.

Por tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar una disolucion de prolina para usar como fertilizante
o revitalizante para plantas, que tenga capacidad de conservacion, operabilidad y distribucién mejoradas sin usar
aditivos que puedan provocar la contaminacién medioambiental tal como se describié anteriormente.

Los inventores de la presente invencion han estudiado exhaustivamente para lograr el objetivo mencionado
anteriormente. Como resultado, encontraron que una disolucion que contiene prolina muestra un efecto significativo
de prevenir la degradacion debida a microbios sin alterar la operabilidad de la disolucién ajustando la concentracion
de prolina en la disolucién dentro de un intervalo apropiado, y por tanto han completado la presente invencion
basandose en tal observacion.

Es decir, la presente invencion es tal como se describe a continuacion en el presente documento.

1. Uso de una disolucién acuosa de L-prolina que tiene una concentracion de L-prolina del 20 % (p/p) al 80 % (p/p)
como fertilizante o revitalizante para plantas,

en el que la disolucién acuosa de L-prolina puede obtenerse cultivando un microorganismo que tiene capacidad de
producir L-prolina en un medio, produciendo y acumulando L-prolina en el medio, eliminando cuerpos celulares de
una disolucion de fermentacion de L-prolina resultante, desalando la disolucion de fermentacion de L-prolina y
concentrando la disolucion.

2. Uso de composicion segun el punto 1, en el que la concentracion de L-prolina es del 40 al 70 % (p/p).
Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

A continuacion en el presente documento se describira en detalle la presente invenciéon. Obsérvese que, en el
presente documento, el término “prolina” en el presente documento se refiere a “L-prolina”.

La composiciéon que va a usarse como fertilizante o revitalizante para plantas descrita en el presente documento es
para mejorar el crecimiento de una planta al aplicarla a la planta. Los ejemplos tipicos de la planta de interés
incluyen: flores y plantas ornamentales tales como rosas y pensamientos; verduras tales como pepinos, tomates,
fresas, melones y espinacas; frutas tales como peras, mandarinas y uvas; y granos de cereal tales como arroz y
judias. Mientras tanto, los ejemplos del método de aplicacién incluyen mezclar o inyectar en el suelo de cultivo en el
que estan creciendo las plantas, y dispersion en las partes por encima del terreno de las plantas.

La composicion para un fertilizante o un revitalizante para plantas descrita en el presente documento esta
compuesta por una disolucién acuosa de L-prolina que tiene una concentracion de L-prolina del 20 % (p/p) o mas.
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En general, cuando una disolucién acuosa de un aminoacido se somete, por ejemplo, a vaporizacion de la humedad
en la disolucién acuosa con el propédsito de ajustar la concentracion de aminoacido o el contenido de humedad, el
contenido de humedad en la disolucion acuosa disminuye mientras aumenta la concentracion de aminoacido, dando
como resultado un aumento en la presidon osmotica de la disolucion acuosa. Como consecuencia, muchos
microorganismos no pueden sobrevivir en un entorno en el que la presién osmaética supera un nivel en el que las
bacterias pueden sobrevivir en la disolucién. Sin embargo, el grado en el que el contenido de humedad disminuye y
la presidon osmoética aumenta para suprimir la proliferaciéon de microorganismos tales como microorganismos
saprofitos depende del tipo de disolucion, el tipo de soluto, condiciones fisicas tales como temperatura o pH, y
similares, y por tanto no es constante.

Por otro lado, la concentracion de aminoacido en la disolucién acuosa aumenta gradualmente a medida que se
evapora la humedad, y los aminoacidos disueltos se convierten en cristales y precipitan cuando la concentracion
supera la saturacion de los aminoacidos con respecto al agua. La disolucion acuosa de aminoacido en la que el
cristal precipita no puede mantener su uniformidad porque el cristal se deposita sobre una parte de fondo, y tiene
una operabilidad inferior porque el componente sdélido se mezcla en la misma y por tanto no es preferible para
conservacion o para distribucion. Ademas, si el contenido en humedad disminuye adicionalmente cuando el cristal
precipita, la concentracién de aminoacido de la disolucién no aumenta. Por tanto, si la presién osmaética en ese
momento esta dentro de un intervalo en el que una bacteria puede proliferar, lo mas probable es que no se produzca
el efecto de prevenir la degradacion de la disoluciéon por medio de microbios mediante ajuste adicional del contenido
en humedad.

Por consiguiente, hasta ahora, apenas se han puesto en practica la condicién de conservacion, condicion de
distribucion y método de distribucion, en los que tales métodos de ajustar el contenido en humedad en una
disolucién acuosa de aminoacido se usan para prevenir la descomposicion de aminoacidos por una bacteria. En
particular, no se ha divulgado previamente tal distribucion de prolina.

Los inventores de la presente invencion han investigado relaciones entre la concentracion de prolina en una
disolucion acuosa de prolina, el crecimiento de microorganismos en la disolucién y la operabilidad de la disolucion.
Como resultado, han encontrado que la concentracion de prolina de una disolucién puede ajustarse dentro de un
intervalo particular, lo que hace posible prevenir la proliferacion de microorganismos sin alterar la operabilidad de la
disolucién. Ademas, el envasado de tales productos se vuelve compacto al aumentar la concentracién de prolina,
haciendo asi posible mejorar la distribucion en vista de su conservacion, transporte y similares.

La concentracion de prolina de la disolucion descrita en el presente documento es preferiblemente del 80 % (p/p) o
menos, mas preferiblemente del 20 al 70 % (p/p) y aun mas preferiblemente del 40 al 70 % (p/p). Una concentracion
de prolina particularmente preferible es del 50 % (p/p). La concentracion de prolina se ajusta dentro del intervalo
anteriormente mencionado, haciendo asi posible prevenir la proliferacion de microorganismos contaminados.
Mientras tanto, cuando la concentracion de prolina esta dentro de este intervalo, puede prevenirse la precipitacion de
prolina durante la conservacion, y la viscosidad de la disolucién de prolina no se vuelve demasiado alta. Por tanto,
pueden mantenerse propiedades fisicas adecuadas para distribuir la disolucién usando una bomba o pulverizando la
disolucion.

La disolucién de prolina descrita en el presente documento puede producirse, por ejemplo, disolviendo prolina en
agua de tal manera que la concentracion de prolina esta dentro del intervalo anteriormente mencionado. La
disolucién de prolina descrita en el presente documento puede contener componentes distintos de la prolina siempre
y cuando la eficacia de la disoluciéon no se vea alterada. Los ejemplos de los otros componentes incluyen otros
componentes fertilizantes, revitalizante para plantas, reguladores de crecimiento de plantas, vitaminas, minerales,
esparcidores y otros materiales agricolas/horticolas generalmente aplicados. Sin embargo, cuando la disolucion de
prolina descrita en el presente documento se usa como fertilizante o revitalizante para plantas y se dispersa en
tierras de cultivo, la cantidad de componentes distintos de prolina es preferiblemente pequefia para prevenir la
inhibicién del crecimiento (por ejemplo, dafio por sal) de las plantas y contaminacion medioambiental resultante.

El término “disolucion” o “disolucién acuosa” en la presente invencion significa que un disolvente es agua o una
disolucion a base de agua. La disolucidon a base de agua puede contener un disolvente organico soluble en agua tal
como un alcohol tal como etanol. La concentracion del disolvente organico soluble en agua no esta particularmente
limitada siempre que pueda mantenerse de manera estable una determinada solubilidad de prolina. Por ejemplo,
cuando el disolvente incluye etanol, la concentracion del mismo es preferiblemente del 20 % (p/p) o menos y
preferiblemente del 10 % (p/p) o menos.

Por otro lado, desde un punto de vista econémico, puede usarse preferiblemente una materia prima mas barata
siempre y cuando la eficacia de la disolucién de prolina no se vea alterada. Un ejemplo de tal materia prima incluye
una disolucion de fermentacién de prolina obtenida usando un microorganismo que tiene la capacidad de producir
prolina.

Cuando se usa una disolucion de fermentacion de prolina como materia prima para la disolucién de prolina descrita
en el presente documento, el método de ajustar la concentracion de prolina no esta particularmente limitado. Por
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ejemplo, se eliminan cuerpos de células microbianas en la disolucion de fermentacion de prolina y después puede
ajustarse la concentracion de prolina usando un dispositivo para eliminar la humedad que se conoce de manera
general tal como un evaporador a vacio o una membrana de 6smosis inversa. La disolucion de fermentacion de
prolina en la que se han eliminado los cuerpos celulares puede complementarse con prolina sélida tal como un
cristal de prolina o un liquido que contiene una alta concentracion de prolina, para aumentar la concentracion de
prolina. Esto aumenta la concentracion de prolina en la disolucion de fermentacién sin los cuerpos celulares. En la
presente invencioén, preferiblemente se eliminan las sales, excepto prolina, de la disolucién de fermentacién de
prolina de la que se han eliminado los cuerpos celulares. Los ejemplos de tales sales incluyen sales inorganicas que
se derivan del medio. Los ejemplos del método de desalacion incluyen un tratamiento con resina de intercambio
idnico, electrodsmosis y un tratamiento con membrana de 6smosis inversa. La razon (es decir, la razén en peso) de
sales contaminantes con respecto a prolina en la disolucién de prolina es preferiblemente de 1 o menos, mas
preferiblemente de 0,5 o menos o aun mas preferiblemente de 0,3 o menos.

La disolucion de fermentacion de prolina puede obtenerse cultivando un microorganismo que tiene capacidad de
producir L-prolina en un medio de manera que se produce y se acumula L-prolina en el medio. El microorganismo
anteriormente mencionado no esta particularmente limitado mientras que tenga la capacidad de producir prolina, y
ejemplos del mismo incluyen bacterias que pertenecen al género Escherichia, bacterias corineformes y bacterias
que pertenecen al género Serratia. Los ejemplos especificos de las mismas incluyen las siguientes cepas, pero la
presente invencién no se limita a estas cepas.

Escherichia coli AJ11543 (FERM P-5483) (Documento JP-A 56-144093)

Escherichia coli AJ11544 (FERM P-5484) (JP-A 56-144093)

Brevibacterium lactofermentum AJ11225 (FERM P-4370) (JP-A 60-87788)

Brevibacterium flavum AJ11512 (FERM P-5332) (JP-B 62-36679)

Brevibacterium flavum AJ11513 (FERM P-5333) (JP-B 62-36679)

Brevibacterium flavum AJ11514 (FERM P-5334) (JP-B 62-36679)

Corynebacterium glutamicum AJ11522 (FERM P-5342) (JP-B 36679)

Corynebacterium glutamicum AJ11523 (FERM P-5343) (JP-B 62-36679)

El microorganismo que puede usarse en la fermentacion de prolina puede ser una cepa de tipo natural o puede ser
una cepa mutante o recombinante obtenida cultivando un microorganismo para mejorar la capacidad de producir
prolina.

El medio que puede usarse en la fermentacidon de prolina puede ser uno que se usa convencionalmente en la
fermentacion de prolina, y que contiene una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, iones inorganicos y, segun
se requiera, micronutrientes organicos tales como aminoacidos y vitaminas.

Los ejemplos de la fuente de carbono incluyen sacaridos tales como glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa;
disoluciones de almidén sacarificado que contienen esos sacaridos; melaza de batata, melaza de azicar de
remolacha, melaza de alta calidad, acidos organicos tales como acido aceético, y alcoholes tales como etanol y

glicerina.

Los ejemplos de la fuente de nitrégeno incluyen materias primas que contienen nitrégeno tales como gas amoniaco,
agua amoniacal, sales de amonio, urea y acido nitrico.

Las condiciones de cultivo no son particularmente diferentes del método convencional de cultivar una bacteria que
produce prolina.

La disolucién de prolina descrita en el presente documento puede conservarse y distribuirse sin contaminarse por
microorganismos, ajustando la concentracion de prolina dentro del intervalo anteriormente mencionado. Los
ejemplos del microorganismo contaminado incluyen microorganismos que pertenecen al género Bacillus, Aspergillus
o Saccharomyces.

Ejemplos

A continuacién en el presente documento se describira en mas detalle la presente invencion haciendo referencia a
ejemplos.

[Ejemplo de referencia 1] Produccién de la disolucién de fermentacion de prolina

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 665 686 T3

(1) Fermentacion de prolina

Puede obtenerse una disolucion de fermentacién de prolina mediante un método descrito en ejemplo 2 en el
documento JP-A 05-284985. Especificamente, puede producirse de una manera como la descrita a continuacion.

Se preparé un medio liquido que tenia la composicion mostrada en la tabla 1 y se ajusté a un pH de 7,2. Después,
se afiadieron 20 ml del medio liquido a un matraz de 500 ml con agitacion y se esterilizé por calentamiento. Se
inocul6 un aro de platino de células de Corynebacterium glutamicum AJ11522 que se habia cultivado previamente
en un medio natural en el medio liquido y se cultivd con agitacion a 30 °C durante 72 horas. Tras completarse el
cultivo, normalmente estaban presentes 3,4 g/dl de L-prolina en la disolucion de cultivo.

La cepa AJ11522 es auxotrofa para L-isoleucina y es una bacteria que produce L-prolina que tiene una alta actividad
citrato sintetasa (documento JP-A 05-284985).

Tabla 1
Componente Concentracion
Glucosa 10 g/dl
KH2PO4 0,1 g/di
(NH4)2S04 6,0 g/di
MgSO,4:7H0 0,04 g/di
FeSO47H,0 1 mg/di
MnSO4-4H,0 1 mg/dl
Biotina 250 pg/l
Clorhidrato de tiamina 500 ugl/l
Hidrolizado de proteina de soja 0,3 mi/dl
Isoleucina 15 ml/dl
CaCOj; (esterilizado por separado) 5 g/dl

A continuacion, se eliminaron los cuerpos celulares de la disolucion de cultivo usando una centrifugadora. Después,
se evaporo el liquido de la disolucién mediante calentamiento a vacio usando un evaporador rotatorio, para asi
obtener 1,2ml de una disolucién concentrada. La concentracién de prolina en la disoluciéon concentrada era
aproximadamente de 50 g/dlI.

(2) Produccién de la disolucion de prolina desalada y concentrada

Puede llevarse a cabo el método de desalacion de la disolucion de fermentacién de prolina segun un método
convencional. A continuaciéon en el presente documento, se muestra como ejemplo un método que emplea una
resina de intercambio idnico.

Se llevo a cabo la fermentacion de prolina mediante un método descrito en la seccion anteriormente mencionada (1)
o cualquier otro método apropiado. Se afiadié acido sulfurico a 320 ml de la disolucion de fermentacion de prolina
resultante (por ejemplo, un disolucion que contenia 20 g de prolina) hasta que el pH fue de 3. Después, se
eliminaron los cuerpos celulares mediante ultrafiltracion. Se hicieron pasar 450 ml de la disolucion de prolina
resultante a través de 100 ml de una resina de intercambio idnico catiénica comercialmente disponible (tipo H) que
tenia fuerte acidez, que se habia cargado en una columna. Se dej6 adsorber la prolina de la disolucién en la resina,
separandose asi la prolina de los aniones contaminantes presentes en la disoluciéon de fermentacion. Después, se
hizo pasar a través de la columna una disolucion de elucion de 200 ml de NaOH 1 N, seguida de agua
(normalmente, alrededor de 600 ml) hasta que la prolina, incluyendo prolina que se habia adsorbido en la resina, se
eluyé completamente de la columna. 700 ml de un eluato obtenido al llevar a cabo el tratamiento tal como se
describié anteriormente, la disolucién de fermentacién de prolina que se habia obtenido mediante el método descrito
en la seccion anteriormente mencionada (1) o cualquier otra fermentacion de prolina apropiada contenia
aproximadamente 16 g de prolina en una concentracion de aproximadamente 2,3 g/dl. Ademas, la disolucion
desalada puede concentrarse por calentamiento a vacio para eliminar la humedad, para asi obtener, por ejemplo,
32 ml de una disolucién de prolina. La concentracion de prolina de la disolucion era de 50 g/dl.

[Ejemplo 1] Concentracion de prolina en una disolucion acuosa de prolina y la proliferacion de microorganismos

Se investigo la proliferacion de microorganismos en disoluciones acuosas de prolina a diversas concentraciones
segun el método tal como se describe a continuacion.

Se disolvieron cristales de prolina (fabricados por Ajinomoto Co., Inc.) que tenian una calidad de una materia prima
comercialmente disponible para preparaciones farmacéuticas en agua corriente para obtener disoluciones de prolina
a las concentraciones mostradas en las tablas 2 y 3, para asi obtener 50 ml de cada disolucién acuosa. Después, se
afadieron, 0,5 g de suelo sin esterilizar a cada disolucion de prolina para afiadir microorganismos, y se conservaron

7



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 665 686 T3

las mezclas en botellas a 25 °C y 40 °C durante 4 semanas. Las tablas2 y 3 muestran la proliferacion de
microorganismos en cada disolucion de prolina tras la conservacion.

Tabla 2. Proliferacion de microorganismos en disoluciéon acuosa de prolina (conservada a 25 °C durante 4 semanas)

Numero de dias para la conservacion pH de la Presion | Operabilidad

Concentracion 0| 3 7 14 28 disolucién | osmoética dela

de prolina (%) el dia28 | (Osm/kg) disolucion
0 - - - - - 6,6 0 Buena
10 - + + + + 6,4 0,9 Buena
20 - - + + + 6,5 1,8 Buena
30 - - + + + 6,5 2,7 Buena
40 - - - + + 6,6 3,6 Buena
50 - - - - - 6,9 4,5 Buena

-: no hay aparicion de hongos +: hay aparicién de hongos

Tabla 3. Proliferacion de microorganismos en disolucién acuosa de prolina (conservada a 40 °C durante 4 semanas)

Numero de dias para la conservacion pH de la Presion | Operabilidad

Concentracion 0| 3 7 14 28 disolucién | osmoética dela

de prolina (%) el dia 28 | (Osm/kg) disolucion
0 - - - - - 6,5 0 Buena
10 - + + + + 6,6 0,9 Buena
20 - - + + + 6,6 1,8 Buena
30 - - + + + 6,6 2,7 Buena
40 - - - + + 6,6 3,6 Buena
50 - - - - - 6,9 4,5 Buena

-: no hay aparicion de hongos +: hay aparicién de hongos

Tal como se mostré anteriormente, se confirmd que, cuando la concentracién de prolina en una disolucién acuosa
era del 10 % o mas, se suprimi6 la proliferacion de microorganismos. Ademas, se confirmé que la proliferacion de
los microorganismos se suprimié adicionalmente a medida que aumentaba la concentracién de prolina, y cuando la
concentracion de prolina era de aproximadamente el 50 %, la proliferacién de microorganismos se prevenia casi
completamente.

Debe observarse que los valores del pH de las disoluciones acuosas de prolina tras cuatro semanas eran casi
uniformes, indicando que la proliferacion de los microorganismos no se suprimia por el cambio en el pH.

Ademas, cada disolucion tenia buena operabilidad, y sin precipitacion de cristales.
[Ejemplo 2] Concentracion de sales contaminantes en disolucion de prolina y el consecuente dafio por sal a la planta

Se investigaron los efectos de sales contaminantes en una disolucion de prolina y su relacion con el dafio por sal
usando disoluciones modelo. Para las disoluciones modelo, se usaron una disoluciéon obtenida eliminando cuerpos
celulares de una disolucion de fermentacion de prolina (a continuacion en el presente documento, denominada
simplemente “disolucién de fermentacion de prolina”) y una disolucién obtenida eliminando las sales contaminantes
de la disolucion de fermentacion (a continuacion en el presente documento, denominada “disolucion desalada”). La
tabla 4 muestra la composicion de la disolucion de fermentacion de prolina y la tabla 5 muestra la composicion de la
disolucion desalada.

Se cultivd komatsuna (es decir, Brassica campestris var. peruviridis) en una maceta (que tenia un diametro de
7,5 cm y una profundidad de 6,5 cm) con un suelo de cultivo comercialmente disponible. Se afiadieron 2,5 ml de
cada disolucion modelo una sola vez sobre la superficie de hojas de komatsuna, para confirmar el grado de un dafio
por sal. La tabla 6 muestra los resultados obtenidos 18 horas tras la dispersion.

Tabla 4. (Las unidades en la tabla son % en peso)

A B
Prolina 0,02 0,002
KH2PO4 0,00056 0,000056
(NH4)2S04 0,03458 0,003428
Mg2SO4-7H,0 0,00024 0,000024
NaCl 0,00172 0,000172
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Agua 99,94 99,99
Concentracion total de sales inorganicas 0,0368 0,00368

Tabla 5. (Las unidades en la tabla son % en peso)

Cc D E
Prolina 0,020 0,002 0,000
Agua 99,980 | 99,998 | 100,00

Tabla 6
A B C D E
Crecimiento No No Bueno Bueno Normal
bueno bueno

“No bueno” indica el marchitamiento de las hojas o tallos, es decir, crecimiento no vigoroso, en comparacion con la
parcela de control E.

“Bueno” indica de hojas o tallos vigorosos, es decir, buen crecimiento, en comparacion con la parcela de control E.

Tal como se describié anteriormente, se suprimié el dafio por sal a una planta al disminuir la concentraciéon de sales
contaminantes a cualquier concentracion de prolina. Ademas, pudieron dispersarse disoluciones de prolina a mayor
concentracion. Ademas, se confirmé que la dispersion de una disolucion de prolina a alta concentracion mejora el
crecimiento de una planta.

Aplicabilidad industrial
La composicion para un fertilizante o un revitalizante para plantas descrita en el presente documento tiene una

excelente operabilidad porque es un liquido, puede prevenir la contaminacién por microorganismos, y ademas,
probablemente no provoque un dafio por sal a una planta cuando se aplica a la misma.
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REIVINDICACIONES

Uso de una disolucion acuosa de L-prolina que tiene una concentracion de L-prolina del 20 % (p/p) al 80 %
(p/p) como fertilizante o revitalizante para plantas,

en el que la disoluciéon acuosa de L-prolina puede obtenerse cultivando un microorganismo que tiene
capacidad de producir L-prolina en un medio, produciendo y acumulando L-prolina en el medio, eliminando
cuerpos celulares de una disoluciéon de fermentacién de L-prolina resultante, desalando la disoluciéon de
fermentacién de L-prolina y concentrando la disolucion.

Uso de composicion segun la reivindicacion 1, en la que la concentracion de L-prolina es del 40 al 70 %
(p/p).
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