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@Resumen:

Extracto enzimatico y procedimiento de obtencion.

Constituido a partir de proteinas de la Cianobacteria
Spirulina enriquecida con elementos minerales,
obteniendo un producto formado principalmente por
17 aminoéacidos, 11 variedades de vitaminas y
oligopéptidos, a partir de las siguientes etapas: i.-
ruptura celular; ii.- hidrélisis de los enlaces peptidicos;
iii.- obtencidn del extracto y los aminoacidos; iv.-
evaporacién y concentracion; y v.- conformacién,

estabilizacion y preservacion.
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DESCRIPCION
Extracto enzimatico y procedimiento de obtencion.
Objeto de lainvencion

La presente invencidn se refiere a un procedimiento para obtener un extracto enzimatico con
accion estimulante y promotor del crecimiento vegetal y regenerador de la flora bacteriana del
suelo, mediante procedimientos bioquimicos y utilizando como materia prima, biomasa de la
cianobacterias Arthrospira platensis.

La necesidad de nuevas alternativas de fertilizacion para los cultivos, se ha convertido en una
de los motivos para el desarrollo de productos, que sean amigables con el medio ambiente. Los
fertilizantes agroquimicos estan siendo remplazados por sustancias de origen natural, que
mitigan los efectos nocivos de la fertilizacion quimica. Los biofertilizantes a base de
aminodcidos y extractos vegetales con accion promotora de crecimiento vegetal constituyen
una importante fuente de elementos indispensables para el desarrollo de las plantas y facilitan
la asimilacién de estos en los tejidos vegetales.

La obtencion de un biofertilizante a base de aminoacidos y otros biofactores provenientes de la
hidrdlisis de la proteina que posee la cianobacteria Arthrospira (espirulina), es en lo que se
basa el objeto principal de la presente invencion.

La Espirulina es una cianobacteria plancténica que forma poblaciones masivas en cuerpos de
agua tropicales y subtropicales caracterizados por altos niveles de carbonato y bicarbonato y
alto pH, también se encuentran como componentes del plancton, en lagos y océanos tropicales
y templados. Existen especies adaptadas a habitats terrestres en suelos tropicales y terrenos
inundados. Esta cianobacteria es capaz de sintetizar sustancias nutritivas que son
almacenadas en su citoplasma. Las cianobacterias poseen una fisiologia versétil y una amplia
tolerancia ecoldgica.

La Espirulina también es considerada una microalga, de color verde-azul, que realiza procesos
fotosintéticos y es de estructura multicelular filamentosa con forma helicoidal. Las dos especies
mas importantes y las de mayor uso como suplemento nutricional son la espirulina maxima y
espirulina platensis.

La espirulina crece en agua, puede ser cosechada y procesada debido a su alto contenido en
macro y micronutrientes. Ha sido analizada quimicamente, y ha demostrado ser una excelente
fuente de proteinas, vitaminas, minerales, polisacaridos y acidos grasos esenciales. Entre los
principales componentes quimicos estan las proteinas, con entre un 60y 70% de su peso seco.
También contiene 16 aminoacidos, ocho de los cuales son esenciales. Los amino&cidos que se
encuentran en mayor cantidad son: el acido glutdmico en un 17.4%, el &cido aspartico en un
12.2%, la leucina en un 10.9 %, la valina en un 7.5% y la isoleucina 6.8%. La espirulina, con su
alta proporcién de absorcién corporal y su contenido de 50 macro/micronutrientes, produce un
estimulo demostrado y saludable que potencia todas las actividades fisiolégicas como parte de
sus maravillosas propiedades.

El producto obtenido de la hidrodlisis de la proteina que posee esta cianobacteria puede sustituir
cantidades significativas de fertilizantes quimicos y pesticidas dafiinos que se aplican a los
cultivos y por tanto, los agricultores de productos organicos y de productos tradicionales podran
adquirir y aplicar un producto totalmente ecoldgico y biodegradable que no deja residuos y es
beneficioso para el medio ambiente y para las personas que consuman los frutos y vegetales
de las cosechas, donde se haya aplicado, ya sea de forma foliar o radicular.
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Las ventajas de esta invencion son las siguientes:
— Favorece el proceso de germinacion de las semillas.
— Activa la formacién del sistema radicular.
— Estimula la asimilacién de los macroelementos aportados al suelo o a la planta.
— Acelera la formacion y crecimiento de las hojas.
— Activa el proceso de fotosintesis de sustancias nutricionales y de reserva en las plantas.
— Favorece la formacion de flores, la capacidad de fecundacion y cuajado de las mismas.

— Disminuye los efectos de estrés provocados por acciones climaticas, quimicas o de otro
tipo. (Salinidad, sequias, fitotoxicidad, altas temperaturas, etc.).

— Facilita la regeneracién de tejidos dafiados (podas, golpes de vareo, pedriscos,
fitotoxicidades, quemaduras, etc.).

— Favorece la permeabilidad de todo producto agroquimico, mejorando la actuacion de
sus materias activas, pudiéndose reducir sus dosis de aplicacion a las minimas
recomendadas.

— Favorece la permeabilidad de todo producto agroquimico, mejorando la actuacion de
sus materias activas, pudiéndose reducir sus dosis de aplicacion a las minimas
recomendadas.

— Preserva al medio ambiente al no contener metales pesados, no ser toxico, peligrosos,
ni inflamables y al permitir la reduccién de las dosis de aplicacién de pesticidas.

— Estimula la inmunologia adquirida, aumentando la resistencia de las plantas a
enfermedades endémicas.

— Con los nutrientes que proporciona favorece la restauraciéon del suelo y la flora
bacteriana benéfica de este.

— Aumenta los rendimientos de las cosechas, la uniformidad, coloracion y calidad de los
frutos.

La aplicacion industrial de esta invencion se encuentra dentro de la produccién de productos
para cultivo y jardineria y mas concretamente, extractos enziméticos para aumento de
crecimiento de cultivo.

Antecedentes de lainvencion

Aunque no se ha encontrado ninguna invencion idéntica a la descrita, exponemos a
continuacion los documentos encontrados que reflejan el estado de la técnica relacionado con
la misma.

Asi el documento ES2602877A1 hace referencia a un procedimiento de obtencion de un
concentrado de proantocianidinas poliméricas con un contenido superior al 90%, caracterizado
por la utilizacion de tratamientos enzimaticos y por la ausencia de disolventes organicos y/o
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extraccion con disolventes organicos. Este concentrado es util como ingrediente funcional,
complemento alimenticio, como producto cosmético y como producto farmacéutico. La citada
invencion comprende un concentrado diferente al de la invencion principal aparte de aplicarse a
otro campo.

W02012098119A2 describe una expresibn de proteinas en plantas, particularmente la
produccién a gran escala de polipéptidos recombinantes en plantas enteras de Nicotiana
tabacum. El uso de combinacion preseleccionada de variedades de N. tabacum y cepas de
Agrobacterium, que incluye opcionalmente una o mas mejoras de los métodos transitorios
basados en la expresion de la invencion, permite la produccion de grandes cantidades de
polipéptidos heterélogos econémicamente y en un corto periodo de tiempo. Al igual que en el
caso anterior, se trata de un compuesto proteinico distinto al que comprende a la invencion
principal.

ES2632224A1 describe un procedimiento para la produccion biotecnolégica de un extracto de
enzimas fungicas lignoceluloliticas empleando podas de vid como sustrato microbiano.
Inicialmente, las podas de vid son sometidas a una etapa de acondicionamiento y
pretratamiento del sustrato (podas de vid). El acondicionamiento comprende a su vez, una
etapa inicial de secado hasta alcanzar un porcentaje de materia seca comprendido en el rango
85-95% Yy, una etapa posterior de molienda para reducir el tamafio de particula a un rango
comprendido entre 2 mm-1 cm; mientras que la etapa de pretratamiento consiste en humectar
el sustrato empleando una disolucién de nutrientes y sales, y posterior esterilizacion por vapor.
Posteriormente, se inicia la fermentacién en estado sélido para la obtencion de enzimas
mediante la inoculacion del sustrato en condiciones de esterilidad con una cepa del genero
Aspergillus. Finalmente, se procede a la obtencion del extracto enzimético mediante una
extraccion sdlido-liquido. El objetivo del extracto enzimatico que propone la citada invencion es
distinto al buscado por la invencion principal.

EP1541023A2 se refiere a una composicion para uso agricola comprende: al menos un agente
biocida, un bioactivador y adyuvantes y aditivos opcionalmente habituales. - La composicién
para uso agricola comprende: al menos un agente biocida, un bioactivador, que es una betaina
de férmula R-CONH- (CH2) a -N + (R1R2) - (CH2) b-COO- (I) y opcionalmente adyuvantes y
aditivos estandar - R = 6-22, el mejor 10-14, hidrocarbilo C, opcionalmente ramificado, que
contiene enlaces multiples y / 0 R1 y R2 sustituidos = alquilo 1-4C, preferiblemente Me-a = 1-5,
preferiblemente 2 o0 3-b = 1 0 2. Se trata de un compuesto para uso agricola distinto al que
comprende la invencion principal.

Conclusiones: Como se desprende de la investigacion realizada, ninguno de los documentos
encontrados soluciona los problemas planteados como lo hace la invencion propuesta.

Descripcién de lainvencion

El extracto enzimatico objeto de la presente invencién se constituye a partir de proteinas de la
Cianobacteria Espirulina enriqguecida con elementos minerales, obteniendo un producto
formado principalmente por 17 aminoacidos, 11 variedades de vitaminas y oligopéptidos, que
permite que las plantas obtengan un éptimo crecimiento, donde los oligopéptidos estimulan e
incrementan la capacidad natural de las plantas para producir sus propias hormonas, enzimas
y otros productos basados en los aminoé&cidos.

También se estimula el crecimiento vegetal, actuando en la division de las células, la
produccion de carbohidratos, proteinas y en la produccion de clorofila gracias a los siguientes
agentes activos: Macronutrientes y microelementos, fitohormonas, aminoacidos y péptidos de
cadenas cortas, polisacaridos, vitaminas, enzimas y acidos organicos.
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Los pesos de los constituyentes para la obtencion de 100 gramos del producto:

Vitaminas (mg):

B-Caroteno

E
Bl
B2
B3
B6
B12

Acido Folico

Aminoécidos (Q):

Alanina

Arginina

138

Acido Aspartico

Cistina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Treonina
Triptéfano

Tirosina

10
3.1
3,8
14
0,8
0,3

0,01

4,30
4,25
6,10
0,47
3,10
0,95
3,81
5,40
2,95
1,33
2,41
2,40
3,11
3,00
0,89

2,90
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- Valina 3,75
- Acido Glutamico 8,90

Minerales (mg):

- Calcio 1136
- Fosforo 840
- Magnesio 440
- Hierro 160
- Potasio 1300
- Sodio 650

Pigmentos (9):

- Ficocianina 15
- Clorofila 1,05
- Carotenoides 0,38

Acidos grasos esenciales (g):

Gamma Linolénico 1,34

- Palmitoleico 0,32
- Palmitico 2,10
- Oleico 0,37
- Estearico 0,04

Y el procedimiento para la obtencién del mismo se desarrolla en las siguientes etapas:
i.- Ruptura celular.

Se realiza la liberacién de las proteinas en forma soluble de las células por medios mecanicos,
agentes quimicos o por via enzimética. EI método a seleccionar depende de la especie de
microalga y del destino final del producto.

La materia prima en polvo es sometida a un proceso de trituracibn mecanica o a un proceso de
congelacion a 0 C° y descongelacion. El procedimiento se realiza preparando una suspension
de polvo de algas a una concentracion de 100g por litro (10% de materia seca), la jalea de
algas se vierte en una licuadora y se bate a 800 rpm hasta obtener una crema de algas bien
homogénea o se somete a un proceso de congelacién y descongelacion. (Los mejores
resultados se consiguen combinando ambos métodos, congelando primero la jalea de algas y
posteriormente sometiéndola a trituraciébn mecanica en la licuadora.)
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Otro procedimiento seria mediante la utilizacibn de enzimas para debilitar o lisar la pared
celular antes de la hidrdlisis, la enzima utilizada para este fin es la lisozima. Esto se logra
suspendiendo la jalea de algas en una solucién buffer de fosfato de sodio 0.1 Molar a PH-7 que
contenga de 40 a 60 microgramo por mililitros de lisozima y 10mM de EDTA, la suspension se
mantiene bajo agitacion a 30 °C o a temperatura ambiente por un tiempo de 6 a 8 horas.

ii. - Hidrdlisis de los enlaces peptidicos.

La hidrolisis de los enlaces peptidicos se realiza por via enzimética, utilizando enzimas
digestivas del pancreas, papaina y/o bromelina.

Se prepara en el reactor una suspension de polvo de alga triturada, proveniente del paso
anterior, a una concentracion de 100g/l, a la cual se le inocula la enzima seleccionada en la
cantidad de 15 a 20g/l, inmediatamente después de la ruptura celular. La suspensién se
mantiene de 4 a 6 horas en el reactor bajo agitacion constante a la temperatura y PH que
especifica la enzima que ha sido utilizada.

ii. - Obtencion del extracto y los aminoacidos.

El extracto y los amino&cidos libres se obtienen después del proceso de hidrélisis, respetando
el tiempo de fermentacion y las cantidades de enzimas referidas, el 80 % de todas las
proteinas contenidas en la materia prima son hidrolizadas, obteniéndose un extracto rico en
aminoacidos libres, péptidos de bajo peso molecular, vitaminas, acidos grasos esenciales,
minerales, pigmentos y enzimas.

Finalmente se eleva la temperatura del reactor cinco minutos para desactivar las enzimas y
finalizar el proceso de hidrdlisis.

iv. - Evaporacién y concentracion

El extracto obtenido, puede ser utilizado tal y como se obtiene en la etapa anterior, pero
también puede ser sometido a un proceso de evaporacion al vacio, utilizando un rota
evaporador al vacio u otros métodos de concentracion, siempre que la temperatura no exceda
de los 50 °C, para evitar descomponer las vitaminas y los pigmentos termo sensible, con este
proceso se obtiene un extracto concentrado, con un contenido de materia seca de 25%.

v. - Conformacion, estabilizacion y preservacion.

Finalmente tanto al extracto diluido, obtenido en la etapa numero iii, como el extracto
concentrado obtenido en la etapa numero iv, se le adicionan sales minerales para lograr su
estabilizacion y reforzar su accidon como fertilizante, también se le afiade 0.01% de preservante
de origen natural y lograr su estabilidad por un afio sin que se degraden sus componentes,
siempre que se almacene en un lugar donde no le de la luz solar directamente.

El extracto puede ser aplicado a todo tipo de cultivo diluido en el agua de riego en dosis que
pueden ir desde 3 a 7 cm3 por litro y la via de aplicacion puede ser tanto radicular como foliar,
se recomienda también dar de tres a cinco aplicaciones durante el ciclo de cultivo,
dependiendo del tipo de suelo y cultivo.
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Descripcién de unarealizacion preferente

Una realizacién preferente del procedimiento de obtencion del extracto enzimatico objeto de la
presente invencion puede basarse en las siguientes etapas:

i.- Ruptura celular.

Se realiza la liberacién de las proteinas en forma soluble de las células por medios mecanicos,
agentes quimicos o por via enzimatica; donde la materia prima en polvo es sometida a un
proceso de trituracion mecanica o a un proceso de congelacion a 0 C° y descongelacion. El
procedimiento se realiza preparando una suspension de polvo de algas a una concentracion de
100g por litro (10% de materia seca), la jalea de algas se vierte en una licuadora y se bate a
800 rpm hasta obtener una crema de algas bien homogénea o se somete a un proceso de
congelacion y descongelacion. (Los mejores resultados se consiguen combinando ambos
métodos, congelando primero la jalea de algas y posteriormente sometiéndola a trituracién
mecanica en la licuadora.)

ii. - Hidrdlisis de los enlaces peptidicos.

La hidrélisis de los enlaces peptidicos se realiza por via enzimética, utilizando enzimas
digestivas del pancreas, papaina y/o bromelina; preparando una suspension de polvo de alga
triturada, proveniente del paso anterior, a una concentracion de 100g/l, a la cual se le inocula
la enzima seleccionada en la cantidad de 15 a 20g/l, inmediatamente después de la ruptura
celular. La suspension se mantiene de 4 a 6 horas en el reactor bajo agitacion constante a la
temperatura y PH que especifica la enzima que ha sido utilizada.

iii. - Obtencion del extracto y los aminoacidos.

El extracto y los aminoacidos libres se obtienen después del proceso de hidrélisis, respetando
el tiempo de fermentacion y las cantidades de enzimas referidas, el 80% de todas las proteinas
contenidas en la materia prima son hidrolizadas, obteniéndose un extracto rico en aminoacidos
libres, péptidos de bajo peso molecular, vitaminas, &cidos grasos esenciales, minerales,
pigmentos y enzimas. Finalmente se eleva la temperatura del reactor cinco minutos para
desactivar las enzimas y finalizar el proceso de hidrélisis.

iv. - Evaporacion y concentracion.

El extracto obtenido, se utiliza tal y como se obtiene en la etapa anterior, pero también puede
ser sometido a un proceso de evaporacion al vacio, utilizando un rota evaporador al vacio u
otros métodos de concentracion, siempre que la temperatura no exceda de los 50 °C, para
evitar descomponer las vitaminas y los pigmentos termo sensible, con este proceso se obtiene
un extracto concentrado, con un contenido de materia seca de 25%.

v. - Conformacion, estabilizacion y preservacion.

Finalmente tanto al extracto diluido, obtenido en la etapa numero iii, como el extracto
concentrado obtenido en la etapa numero iv, se le adicionan sales minerales para lograr su
estabilizacion y reforzar su accion como fertilizante, también se le afiade 0.01% de preservante
de origen natural y lograr su estabilidad por un afio sin que se degraden sus componentes,
siempre que se almacene en un lugar donde no le de la luz solar directamente.

El extracto puede ser aplicado a todo tipo de cultivo diluido en el agua de riego en dosis que
pueden ir desde 3 a 7 cm3 por litro y la via de aplicacién puede ser tanto radicular como foliar,
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se recomienda también dar de tres a cinco aplicaciones durante el ciclo de cultivo,
dependiendo del tipo de suelo y cultivo.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de obtencion del extracto enzimatico, caracterizado porque comprende las
siguientes etapas:

i.- Ruptura celular.

Se realiza la liberacién de las proteinas en forma soluble de las células por medios mecanicos,
agentes quimicos o por via enzimatica. El método a seleccionar depende de la especie de
microalga y del destino final del producto.

La materia prima en polvo es sometida a un proceso de trituracibn mecanica o a un proceso de
congelacion a 0 C° y descongelacion. El procedimiento se realiza preparando una suspension
de polvo de algas a una concentracion de 100g por litro (10% de materia seca), la jalea de
algas se vierte en una licuadora y se bate a 800 rpm hasta obtener una crema de algas bien
homogénea o0 se somete a un proceso de congelacion y descongelacién. (Los mejores
resultados se consiguen combinando ambos métodos, congelando primero la jalea de algas y
posteriormente sometiéndola a trituracion mecanica en la licuadora.).

ii. - Hidrdlisis de los enlaces peptidicos.

La hidrdlisis de los enlaces peptidicos se realiza por via enzimatica, utilizando enzimas
digestivas del pancreas, papaina y/o bromelina.

Se prepara en el reactor una suspension de polvo de alga triturada, proveniente del paso
anterior, a una concentracién de 100g/l, a la cual se le inocula la enzima seleccionada en la
cantidad de 15 a 20g/l, inmediatamente después de la ruptura celular. La suspensién se
mantiene de 4 a 6 horas en el reactor bajo agitacion constante a la temperatura y PH que
especifica la enzima que ha sido utilizada.

iii. - Obtencion del extracto y los aminoacidos.

El extracto y los aminoacidos libres se obtienen después del proceso de hidrélisis, respetando
el tiempo de fermentacion y las cantidades de enzimas referidas, el 80 % de todas las
proteinas contenidas en la materia prima son hidrolizadas, obteniéndose un extracto rico en
aminodcidos libres, péptidos de bajo peso molecular, vitaminas, acidos grasos esenciales,
minerales, pigmentos y enzimas.

Finalmente se eleva la temperatura del reactor cinco minutos para desactivar las enzimas y
finalizar el proceso de hidrdlisis.

iv. - Evaporacion y concentracion.

El extracto obtenido, puede ser utilizado tal y como se obtiene en la etapa anterior, pero
también puede ser sometido a un proceso de evaporacion al vacio, utilizando un rota
evaporador al vacio u otros métodos de concentracién, siempre que la temperatura no exceda
de los 50 °C, para evitar descomponer las vitaminas y los pigmentos termo sensible, con este
proceso se obtiene un extracto concentrado, con un contenido de materia seca de 25%.

v. - Conformacion, estabilizacion y preservacion.

Finalmente tanto al extracto diluido, obtenido en la etapa numero iii, como el extracto
concentrado obtenido en la etapa numero iv, se le adicionan sales minerales para lograr su
estabilizacion y reforzar su accion como fertilizante, también se le afiade 0.01% de preservante
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de origen natural y lograr su estabilidad por un afio sin que se degraden sus componentes,
siempre que se almacene en un lugar donde no le de la luz solar directamente.

2. Procedimiento de obtencidén del extracto enzimatico, segun reivindicacion 1, caracterizado
porque el paso i, ruptura celular, también se puede conseguir mediante la utilizacion de
enzimas para debilitar o lisar la pared celular antes de la hidrdlisis, la enzima utilizada para este
fin es la lisozima. Esto se logra suspendiendo la jalea de algas en una solucion buffer de
fosfato de sodio 0.1 Molar a PH-7 que contenga de 40 a 60 microgramo por mililitros de
lisozima y 10mM de EDTA, la suspensién se mantiene bajo agitacién a 30 °C o a temperatura
ambiente por un tiempo de 6 a 8 horas.

3. Extracto enzimatico obtenido a partir del procedimiento descrito segun reivindicaciones 1y 2,
caracterizado porque puede ser aplicado a todo tipo de cultivo diluido en el agua de riego en
dosis que pueden ir desde 3 a 7 cm? por litro y la via de aplicacion puede ser tanto radicular
como foliar, se recomienda también dar de tres a cinco aplicaciones durante el ciclo de cultivo,
dependiendo del tipo de suelo y cultivo.
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