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DESCRIPCION
Uso de un preparado de acido humico para el tratamiento de animales de sangre caliente

La invencion se refiere al uso de un preparado de acido himico aislado de celu-ligno-carbono para la aplicacién en el
tratamiento de enfermedades causadas por glifosato en animales de sangre caliente, en particular cuando el herbicida
esta presente en piensos.

El herbicida total glifosato, cominmente conocido por el nombre de marca Roundup®, es un desarrollo de la década
de 1970. El glifosato es el nimero uno en el mundo en términos de frecuencia de uso y en nimero de ventas. Desde
1996, las habas de soja RR (Roundup Ready) importadas han sido aprobadas en Europa como pienso y producto
alimenticio sin obligacion de etiquetado. No fue hasta 2004 que la obligacién de etiquetado se convirtié en "OMG"
(organismo modificado genéticamente). El ingrediente activo es universalmente utilizable. El mismo inactiva la enzima
5-enolpiruvil-acido shikimico-3-fosfato sintasa (EP-SPS) y, por tanto, evita la sintesis de aminoacidos aromaticos
(fenilalanina, tirosina, triptéfano) en plantas y algunos microorganismos, que luego mueren.

Una parte de estos microorganismos también pertenece a la microflora autéctona y a la fauna o microbiota del tracto
gastrointestinal de humanos y animales. La reduccion o ausencia completa de las denominadas bacterias promotoras
de la salud (por ejemplo, lactobacilos, bifidobacterias, bacilos, enterococos) o sus productos metabdlicos conducen a
desequilibrios microbianos en este sistema organico, lo que puede tener graves consecuencias para la salud, ya que
algunos microorganismos como Clostridium (C.) perfringens, C. tetani, C. botulinum, Salmonella Typhimurium son
tolerantes a resistentes al glifosato y, cuando la flora autéctona antagénica desaparece, pueden surgir enfermedades
con estos patdgenos.

Aunque se han establecido los valores limite de la UE para muchos piensos y alimentos, no proporcionan ninguna
informacién sobre el efecto de absorciones crénicas, a menudo durante toda la vida, del ingrediente activo en los
sistemas de érganos de humanos y animales. Aunque la absorcion diaria de glifosato compatible postulada por la UE
es de 0,3 mg/kg de masa corporal, faltan declaraciones sobre sus consecuencias en el sistema nervioso, hormonal,
metabdlico e inmunolégico en animales de sangre caliente.

Hasta ahora, se describen los siguientes efectos a largo plazo de glifosato de distintos grupos de trabajo:
genotoxicidad, carcinogenicidad, citotoxicidad y teratogenicidad, asi como procesos de degradacion hormonal. Otros
efectos del glifosato en los mamiferos se refieren al citocromo p450, a la aromatasa, a los receptores de
estrégeno/testosterona, asi como al sistema respiratorio, hepatico y reproductor.

La descripcion quimica del herbicida y sus derivados es conocida. Se utiliza para tratar plantas Utiles para la proteccién
contra plagas y malezas. A este respecto se efectlia una aplicacion generalizada sin medidas de proteccion especiales
y, al mismo tiempo, la influencia involuntaria de la calidad de los productos crudos cosechados y, con ello, de los
piensos y alimentos producidos a partir de ellos por la contaminacién con el herbicida. Se describen los dafos a la
salud en humanos y animales, la reduccion de las calidades de los alimentos, piensos y productos crudos, asi como
danos consecuentes en la cadena alimentaria.

En particular, las concentraciones absorbidas en el cuerpo de animales de sangre caliente se excretan a través de
productos de excrecion del metabolismo y contaminan el ciclo de nutrientes adicionalmente, por lo que se producen
dafios duraderos en microorganismos en el suelo y en mamiferos. La inclusién en el ciclo de los nutrientes conduce a
una intervencion destructiva en el equilibrio de la salud de las plantas y a una contaminacién del ciclo natural de las
sustancias en la naturaleza viva.

En la literatura no se conocen hasta ahora informes de investigacién que describan un procedimiento o similar para la
inactivacion del grupo de sustancias al que pertenece el glifosato. Un agente o un procedimiento que inhibe o previene
los efectos mencionados anteriormente, en particular en animales de sangre caliente o su microflora autéctona y su
fauna o microbiota, es actualmente desconocido segun el estado de la técnica.

Los acidos humicos son conocidos segun el estado de la técnica. El documento DE 196 50 317 C2 describe un aislado
de celu-ligno-carbono CLK-GA, también llamado Leonardide, cuya fraccién principal son acidos himicos naturales.
Son cada porcion amorfa de sustancias de color marron oscuro a marrén en los suelos, lignitos, turbas y carbones
marrones, que surgen en el curso de la denominada humificacion de material organico en descomposicién. Son
solubles en bases diluidas, pero insolubles en acidos minerales. Los acidos humicos naturales (nativos) no pueden
clasificarse como sustancias claramente definidas en el sentido de la quimica estructural clasica. Esto se refleja en el
hecho de que hasta hoy solo existen modelos de aproximacion para la estructura quimica. A los bloques de
construccion pertenecen ademas de estructuras de celulosa y lignina también estructuras poliiénicas con por ejemplo
grupos de éster de acido carboxilico, grupos hidroxilo, carbonilo y carboxilo fendlicos. Estan presentes también
estructuras de quinoides y flavonoides. Por el estado de la técnica se conocen, ademas, numerosas consideraciones
sobre el &cido humico, su aparicion y sus efectos.

El documento US 2009/204187 A1 se refiere generalmente al uso de un tipo de arcilla curativa, que ademas de otros
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componentes también generalmente contiene acidos humicos para la eliminacién de toxinas del cuerpo de un
mamifero. En la medida en que los acidos humicos aislados forman parte de la preparacion, el aislamiento se efectda
desde un suelo (véase el parrafo 0015 y siguientes), posiblemente también a partir de turba (véase la seccion 0023),
pero no como aislado de celu-ligno-carbono.

Ademas, el amplio espectro de toxinas representado en el documento US 2009/204187 A1, que deben eliminarse,
simplemente no comprenden glifosato, ya que este no aparecid explicitamente en el momento de la publicacion como
toxina en relacién con criaturas animales. Mas bien, se considera que se degrada rapidamente y sin residuos, de modo
que no se tuvieron en cuenta los efectos secundarios en alimentos o piensos, y no hubo razén alguna para tomar
medidas contra esto.

En las publicaciones PIERLUIGI MAZZEI ET AL 2012 (PIERLUIGI MAZZEI ET AL: "Quantitative Evaluation of
Noncovalent Interactions between Glyphosate and Dissolved Humic Substances by NMR Spectroscopy”,
ENVIRONMENTAL SCIENCE & TECHNOLOGY, tomo 46, N.2 11, 5 de junio de 2012 (05/06/2012), pp. 5939-5946,
XP055099825, ISSN: 0013-936X, DOI: 10.1021/es300265a) y MADHUN Y A ET AL 1986 (MADHUN Y A ET AL:
"BINDING OF IONIC AND NEUTRAL HERBICIDES BY SOIL HUMIC-ACID", SOIL SCIENCE SOCIETY OF AMERICA.
JOURNAL, SOIL SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, EE. UU., tomo 50, n.2 2, 1 de enero de 1986 (01-01-1986),
paginas 319-322, XP009175942, ISSN: 0361-5995) se informa sobre estudios para la interaccién entre glifosato y los
acidos fulvicos solubles y acidos humicos o un efecto de uniéon. Como resultado, se encontr6 que el glifosato es capaz
de unirse de manera espontanea y significativa a sustancias himicas solubles (véase resumen PIERLUIGI MAZZEI
ET AL 2012). Esto se traduce en la realizacién de que un peligro de agua resulta de estas sustancias himicas cuando
migran a través del perfil del suelo hacia una masa de agua.

Al mismo tiempo, sin embargo, se establece de acuerdo con la evaluacion generalmente aceptada que el glifosato era
un herbicida comparativamente menos toxico y que solo la entrada constante en la masa de agua es problematica
(comparese con PIERLUIGI MAZZEI ET AL 2012, p. 5939, columna 1 abajo). Esto no afecta a los problemas debidos
a residuos en pequerias dosis, que estan lejos de tener un efecto tdxico directo, en sus efectos indirectos adversos
por la influencia sobre la microbiologia.

Las investigaciones descritas en la publicacién ALBERS C N ET AL 2009 (ALBERS C N ET AL: "The influence of
organic matter on Sorption and fate of glyphosate in soil - Comparing different soils and humic substances",
ENVIRONMENTAL POLLUTION, BARKING, Gran Bretaria, tomo 157, N.2 10, jueves, 1 de octubre de 2009
(01/10/2009), paginas 2865-2870, XP026423000, ISSN: 0269-7491 [encontrado el 17-05-2009]) se dirigen a la
absorcion de glifosato en suelos y sustancias hiumedas, que también contienen acidos humicos. Los acidos humicos
aislados también se han investigado y se ha encontrado que tienen un mecanismo de unién. Dado que en la
publicacion no se incluyen indicaciones de los efectos de los acidos humicos aislados en general, y mucho menos del
aislado de celu-ligno-carbono, se aplica correspondientemente lo explicado anteriormente en PIERLUIGI MAZZEI ET
AL 2012.

La publicacion A. PICCOLO ET AL 1992 (A. PICCOLO ET AL: "Adsorption of the herbicide glyphosate onametal-
humicacidcomplex”, SCIENCE OFTHETOTAL ENVIRONMENT, tomo 123-124, 1 de agosto de 1992 (01-08-1992),
paginas 77-82, XP055099787, ISSN: 0048-9697, DOI: 10.1016/0048-9697(92)90134-E) se refiere especialmente a
compuestos metalicos de acido humico, en particular hierro, en relacién con la adsorcién de glifosato. En particular,
no se considera, sin embargo, el uso de acidos humicos especiales, tal como aislado de celu-ligno-carbono.

W WU ET AL 1997 (W WU ET AL: "Effect of Natural Dissolved Humic Material on Bioavailability and Acute Toxicity of
Fenpropathrin to the Grass Carp, Ctenopharyngodon idellus", ECOTOXICOLOGY ANO ENVIRONMENTAL SAFETY,
tomo 42, N.2 3, jueves, 6 de marzo de 1997 (06/03/1997), pp. 203-206, XP055099875, ISSN: 0147-6513, DOI:
10.1006/ee-sa.1998.1743) y DOBRANSKYTE A ET AL 2006 (DOBRANSKYTE A ET AL: "Effect of humic acid on water
chemistry, bioavailability and toxicity of aluminium in the freshwater snail, Lymnaea stagnalis, at neutral pH",
ENVIRONMENTAL POLLUTION, BARKING, Reino Unido, tomo 140, N.? 2, 1 de marzo de 2006 (01/03/2006), paginas
340-347, XP028011988, ISSN: 0269-7491, DOI: 10.1016/J.ENVPOL.2005.06.030 [encontrado el 2006-03-01]) no se
ocupan en relacién con el efecto de acido himico con una reduccion de una actividad antimicrobiana. Porque a
diferencia de fenpropatrina, el glifosato no se considera antibacteriano. Ademas, se estan investigando los &cidos
hdmicos acuosos, pero sin especificar y en el sentido de una simulacién de masas de agua naturales que presentan
un contenido de sustancias humicas disueltas. A este respecto se demostré que cuanto mas alto es el contenido de
sustancias humicas disueltas y mas fenpropatrina se une, menos fenpropatrina es absorbida por los peces que viven
en el agua.

Por RITI SHARAN ET AL 2010 (RITI SHARAN ET AL: "Inactivation and sub-lethal injury of Escherichia coli in a copper
water storage vessel: effect of inorganic and organic constituents”, ANTONIE VAN LEEUWENHOEK, KLUWER
ACADEMIC PUBLISHERS, DO, tomo 98, N.2 1, jueves, 1 de abril de 2010 (01/04/2010), paginas 103-115,
XP019786541, ISSN: 1572-9699), los derivados del cobre y su actividad antimicrobiana se consideran con mayor
detalle. Sin embargo, a diferencia de los derivados de Cu, el glifosato no se considera antibacteriano. Por lo demas,
las investigaciones se dirigen a un espectro muy amplio de sustancias organicas (véase pagina 1, columna derecha,
lineas 6 y 7), que pueden tener efectos muy diferentes en la bacteria investigada E. coli. Ademas, no se puede sugerir
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un efecto complejo considerando una sola bacteria.

En la publicacion NTL TORSTENSEN ET AL 1977 (N. T. L. TORSTENSSON ET AL: "Detoxification of glyphosate in
soil", WEED RESEARCH, tomo 17, N.2 3, 1 de junio de 1977 (01-06-1977), paginas 209-212, XP055100018, ISSN:
0043-1737, DOI: 10.1111/j. 1365-3180.1977.1b00468.x) la evaluacion representada de los estudios en el resumen
sugiere que la degradacién del glifosato en el suelo se debe esencialmente a una degradacion bacteriana y que la
adsorcion es responsable de la rapida inactivacion inicial.

Especialmente, los acidos humicos producidos a partir de productos vegetales, a los que pertenecen también los
acidos humicos de carbén marrén, presentan ademas de su estructura basica aromatico-fendlica estructuras de
flavona (fisetina, quercetina, flavonas, xantinas).

Como material de partida para obtener los aislamientos de CLK de acuerdo con la invenciéon se utilizan
preferentemente mezclas de alcali-huminato-acido humico, segln estén disponibles, por ejemplo, de acuerdo con las
indicaciones del documento DD 44 155 a partir de las sustancias naturales que contienen sustancias hdmicas en
cantidades suficientes. Ademas, las sustancias naturales que contienen sustancias humicas deberian presentar un
contenido lo mas bajo posible, preferentemente cercano a cero, de constituyentes nocivos para humanos y animales.
Tales constituyentes pueden ser, por ejemplo, toxicos agudos o crénicos, asi como genotoxicos, teratogénicos,
mutagénicos o carcinogénicos. Los acidos humicos del tipo descrito anteriormente son acidos humicos naturales
procesados fisicoquimicamente, que se obtienen a partir de un depésito de carbén marrén especialmente
seleccionado, preferentemente carbén marrén de ubicaciones que presentan poco o ningun contenido de los
constituyentes nocivos mencionados anteriormente. Ademas, también se pueden utilizar sedimentos de turba,
pantanos y lagos.

Otra publicacion A. Piccolo ET AL: "Adsorption of Glyphostae by Humic Substances +", Journal of Agricultural and
Food Chemistry, tomo 44, n.2 8, 1 de enero de 1996 (01-01-1996), pp. 2442-2446, XP055323294, EE. UU., ISSN:
0021-8561, DOI: 10.1021 / jf950620x se refiere a acidos humicos aislados a partir de lignito que pueden unirse al
glifosato. Sin embargo, no se describen los efectos que en este sentido se pueden lograr.

Una contribucién adicional al estado de la técnica que subyace en la presente invencién se proporciona por la
publicacion Monika Kriiger ET AL: "Glyphosate suppresses the antagonistic effect of Enterococcus spp. on Clostridium
botulinum”, ANAEROBE, tomo 20, 6 de febrero de 2013 (06-02-2013), paginas 74-78, XP055323223, GB, ISSN: 1075-
9964, DOI: 10.1016/j.anaerobe.2013.01.005. En él se aclaran los efectos microbianos, que conducen a enfermedades
en particular del tracto gastrointestinal después de la absorcién de glifosato.

El objetivo de la presente invencion es reducir o neutralizar el efecto del glifosato que se encuentre en el pienso y sus
derivados en el cuerpo, en productos de desecho metabdlicos y en el suelo, pero sobre todo en la microbiosis
gastrointestinal asi como en otros sistemas corporales, para obtener la actividad microbiolégica en el cuerpo, en el
suelo y en el tratamiento de productos de desecho metabdlicos de todo tipo.

El objetivo se soluciona mediante la aplicacién de un preparado de acido humico aislado de celu-ligno-carbono para
el tratamiento de enfermedades en animales de sangre caliente, que fueron causadas por el agente fitoprotector
glifosato, en donde el agente fitoprotector glifosato se une al preparado de acido humico y el efecto inhibidor del
crecimiento del agente fitoprotector glifosato se reduce a gérmenes fisiolégicos en el tracto gastrointestinal, en donde
el agente fitoprotector glifosato esta presente en productos alimenticios y piensos. El preparado de acido humico esta
previsto de esta manera para la absorcién oral, de modo que conduce a una mejora o para el mantenimiento del estado
de salud del tracto gastrointestinal.

Para demostrar el efecto neutralizante del glifosato de CLK-GA se usaron los gérmenes indicadores Enterococcus
faecalis y Bacillus badius. El patbgeno Enterococcus faecalis se aisl6 de la microalga Chlorella vulgaris en agar citrato-
azida-tween-carbonato (CATC). Se inocularon colonias sospechosas (cocos gram positivos, catalasa negativos) en
placas de agar sangre (oxoide) y se diferenciaron mediante pruebas bioquimicas. La diferenciacién de especies se
confirmé por medio de MALDI-TOF-MS. El aislamiento del patégeno Bacillus badius se efectudé Chlorella vulgaris en
agar sangre (oxoide).

La diferenciacion de especies se llevd a cabo basandose en parametros bioquimicos. La confirmacion se efectud
mediante MALDI-TOF-MS. Para la investigacion se utilizé el preparado comercial de glifosato Roundup UltraMax®
(450 g/l de glifosato como sal de isopropilamina en la formulacién de SL). La concentracion minima de inhibidor de
glifosato para los gérmenes indicadores (MHK) se determiné por medio de procedimientos de microdilucion (MIO) de
acuerdo con las directrices actuales del Comité Nacional de Estandares de Laboratorio Clinico (NCCLS). Se llevo a
cabo en E. faecalis y B. badius en caldo RCM (SIFIN). La determinacion del efecto neutralizante del producto de acido
hiamico CLK-GA para el glifosato se efectué por el glifosato MHK. Las determinaciones de MHK para glifosato y
glifosato CLK-GA se efectuaron en caldo RCM como se describi6é anteriormente. CLK-GA se us6 en concentraciones
de 1,0; 0,5 y 0,25 mg/ml. La neutralizacion de glifosato se mezcl6 en las concentraciones de 300 pg/ml, 600 pg/ml,
1200 pg/ml y 2400 ug/ml con 1 mg/ml, 0,5 pg/ml y 0,25 pg/ml CLK-GA en caldo RCM y se llevd a cabo durante la
noche a 37 C. Después de la centrifugacion (3000 rpm) y filtracion de las preparaciones individuales a través de un
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filtro centrifugo (3 Kda, VWR, México), se anadieron E. faecalis y B. badius a estos 104/ml de KbE. Después del
crecimiento durante la noche a 37°C, el contenido de cada tubo se esparcié en agar CATC o agar sangre y se evalué
después de 48 horas.

Las investigaciones arrojaron los siguientes resultados. El MHK de E. faecalis es de 200 pg/ml, el valor de MHK es B.
badius es de 150 pg/ml de glifosato. Los valores MHK de glifosato y las mezclas de glifosato CLK-GA para E. faecalis
y B. badius se representan en la Tabla 1. Estos valores se incrementaron por el producto de acido humico CLK-GA en
la concentracion de 1 mg/ml a 2400 pg/ml para ambas especies bacterianas. Con 0,5 mg/mly 0,25 mg/ml de CLK-GA,
las concentraciones de glifosato de 600 pug/ml todavia eran neutralizables. La adicion de una mezcla de glifosato-CLK-
GA con una concentracion final de 300 pg/ml de glifosato y 1 mg/ml de CLK-GA a una suspensién de enterococos o
bacilos de 10* KbE/ml no condujo en ambas suspensiones de patdgenos a una eliminaciéon de los gérmenes. En los
controles de glifosato, el crecimiento no se materializé y los controles de crecimiento CLK-GA sin glifosato contenian
recuentos de gérmenes similares a los de las mezclas de glifosato-CLK-GA.

Los efectos y ventajas de la invencion se muestran en la aplicacién de preparados de acido humico en general, pero
de manera especialmente clara cuando como preparado de acido humico se usa un aislado de celu-ligno-carbono
(CLK-GA), obtenido de acuerdo con la descripcion anterior (véase también DE 196 50 317 C2).

La Tabla 1 muestra los valores de MHK de glifosato y la mezcla de glifosato CLK-GA para Enterococcusfeacalis y
Bacillus badius.

gérmenes indicadores valores de MHK

glifosato mezcla de glifosato CLK-GA
E.fecalis 200 pg/ml 2400 pg/ml
Bacillus badius 150 pg/ml 2400 pg/ml

Los valores de MHK para E. faecalis aumentan en mezclas de glifosato-CLK-GA de 200 pg/ml hasta 2400 pug/ml (12
veces) y para B. badius de 150 pug/ml hasta 2400 ug/ml (16 veces). La unién del glifosato al producto de acido himico
CLK-GA depende de la concentracion.

Los efectos son especialmente claros cuando el agente fitoprotector es un herbicida total del grupo de los fosfanatos
y sus derivados, en particular glifosato. Esto se demostré con las investigaciones descritas anteriormente. El glifosato
se usa de manera especialmente amplia.

Es especialmente ventajoso que se use como preparado de &acido humico un aislado de celu-ligno-carbono, cuya
preparacion ya se ha establecido y esta por tanto disponible a bajo coste.

Se ha demostrado que es especialmente eficaz que el preparado de acido humico esté previsto de esta manera para
la ingestion oral, de modo que conduzca a la mejora o al mantenimiento del estado de salud del tracto gastrointestinal
(mucosa). Este efecto ocurre, por ejemplo, en rumiantes, cerdos, aves de corral y otros animales de sangre caliente.
Después de varias semanas de agregar el preparado de &cido humico al pienso, un estado general en conjunto malo
de los animales adultos y jévenes del ganado asi como una mala calidad de la leche se mejoran en la medida en que
pueden registrarse un estado de salud normal y una calidad normal de la leche. En particular, mediante el tratamiento
también se mejora la calidad de alimentos que se derivan de mamiferos contaminados, en este caso por ejemplo la
leche.

Lo correspondiente se aplica al uso en enfermedades humanas, que se deben al consumo de alimentos contaminados.
Sin embargo, una aplicacion también esta prevista para la profilaxis, la metafilaxis, la terapia y la regeneracién en
medicina humana y veterinaria. En este sentido se asegura el mantenimiento de la actividad microbiana en el cuerpo,
que se ve afectada por los efectos del agente fitoprotector glifosato.

Ha demostrado ser especialmente ventajoso que el preparado de acido himico ya se use en la produccion de
alimentos o piensos para mejorar los productos crudos y el agente fitoprotector se una al preparado de acido humico.
Con ello pueden suministrarse lotes contaminados con agentes fitoprotectores, no obstante, al uso como pienso o
alimento sin tener que temer consecuencias adversas. Se incrementa la calidad de los alimentos, piensos o productos
crudos. Es especialmente favorable un uso ya en este punto de la cadena alimentaria, porque se evitan dafos
consecuentes en la cadena alimentaria.

Un uso ventajoso adicional consiste en que el preparado de acido himico se suministra a los productos de desecho
metabdlico o sus productos secundarios o etapas de procesamiento y el agente fitoprotector se une al preparado de
acido humico. Dado que los productos de excrecion del metabolismo de los animales de granja se aplican por regla
general como fertilizantes de nuevo al suelo, este se contamina adicionalmente con los agentes fitoprotectores que
llegan a través de la alimentacion al ciclo. Esta contaminacion con agentes fitoprotectores perjudican la vida del suelo,
porque se alteran los microorganismos responsables de los procesos en el suelo, por ejemplo la formacién de humus
como un factor importante de la fertilidad del suelo. Sin embargo, cuando el agente fitoprotector indeseado se
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"neutraliza" en su accién al unirse por el &cido humico en los productos de excrecién, este efecto adverso se elimina
con la consecuencia de un desarrollo natural y saludable de la vida del suelo.

El efecto de los productos de excrecidn, por ejemplo estiércol crudo, en la vida del suelo después de la aplicacion se
corresponde con el de los productos secundarios, tal como estiércoles tratados en una instalacion de biogas
(estiércoles de biogas), en relacién con el contenido de agentes fitoprotectores que han llegado al ciclo. Por tanto, en
el interés de un producto fertilizante de alta calidad, también la suspension de biogas debe someterse a un tratamiento
por el preparado de acido humico.

De manera ventajosa se efectla, sin embargo, el tratamiento antes de que los productos de excrecion lleguen a la
instalacion de biogas. Porque incluso alli, la poblacion sensible de microorganismos puede verse afectada por la
influencia del agente fitoprotector y de este modo la funcién, pero al menos la productividad y la estabilidad del proceso
de biogas se perjudican. Esto se evita mediante un tratamiento de acuerdo con la invencion de los productos de
excrecién de antemano con el preparado de acido himico. Como alternativa, el preparado de acido humico se aplica
directamente a suelos contaminados y el agente fitoprotector se une al preparado de acido himico. El efecto en la
vida del suelo se corresponde con el anterior, pudiendo esperarse una mejora incluso en la vida del suelo ya danada.
Otros detalles, caracteristicas y ventajas de la invencion se haran evidentes a partir de la siguiente descripcion de
ejemplos de realizacion con referencia a los dibujos correspondientes. Muestran:

la Figura 1: neutralizaciéon dependiente de la concentracion de glifosato por el producto de acido hiumico CLK-GA
en el sistema indicador E. faecalis;

la Figura 2: neutralizacion dependiente de la concentracion de glifosato por el producto de acido himico CLK-GA
en el sistema indicador B. badius y

la Figura 3: resultado del cultivo de suspensiones enteroctcicas (104/ml) después de cultivar con filtrados de una
mezcla de 600 pg/ml de glifosato -1 mg/ml de CLK-GA en la concentracion final de 300 pg de glifosato/ml.

La Figura 1 muestra la neutralizacién dependiente de la concentracion de glifosato por el producto de acido humico
CLK-GA (en las figuras de manera correspondiente al material de la serie de ensayos documentada denominado
"RB4") en el sistema de indicadores E. faecalis y la Figura 2 muestra la neutralizacién dependiente de la concentracién
de glifosato por el producto de acido himico CLK-GA en el sistema indicador B. badius. La indicacion CLK-
GAO0,12 mg/ml en el grupo "Concentracion de glifosatos 0" de la Figura 1 se refiere a la penultima barra, la indicacion
CLK-GA 0 mg/ml en la ultima barra. En la Figura 2, la indicacién CLK-GA 0,12 mg/ml se refiere a la penultima barra,
la indicacion CLK-GA 0 mg/ml a la ultima barra del grupo "Concentracion de glifosatos 0".

El valor para la concentracidon minima de inhibidor (MHK) de E. faecalis es de 200 ug/ml, el valor de MHK para B.
badius es de 150 ug/ml de glifosato. Estos valores se incrementaron por el producto de acido humico CLK-GA en la
concentracién de 1 mg/ml a 2400 ug/ml para ambas especies bacterianas. Con 0,5 mg/ml y 0,25 mg/ml de CLK-GA,
las concentraciones de glifosato de 600 ug/ml todavia eran neutralizables.

La Figura 3 muestra el resultado del cultivo de suspensiones enterocdcicas (104/ml) después de cultivar con filtrados
de una mezcla de 600 pg/ml de glifosato-1 mg/ml de CLK-GA en la concentracion final de 300 ug de glifosato/ml. La
adicion de una mezcla de glifosato-CLK-GA con una concentracion final de 300 pg/ml de glifosato y 1 mg/ml de CLK-
GA WH67® a una suspension de enterococos o bacilos de 104 KbE/ml no condujo en ambas suspensiones de
patégenos a una eliminacion de los gérmenes.

En los controles de glifosato, el crecimiento no se materializ6 y los controles de crecimiento CLK-GA sin glifosato
contenian recuentos de gérmenes similares a los de las mezclas de glifosato-CLK-GA.

Los ensayos de laboratorio muestran que el efecto neutralizante de CLK-GA para la accion antimicrobiana del glifosato
en E. faecalis en mezclas de glifosato-CLK-GA WH67® (1 mg/ml de CLK-GA) y distintas concentraciones de glifosato
son detectables.

En una aplicacién in vivo con el uso de CLK-GA en una granja de ganado lechero gravemente dafiada en la salud
debido a pienso contaminado con glifosato se mostré el siguiente estado inicial:

» mal estado general de los animales adultos y jovenes,

* mal estado a pesar del cuidado regular de las pezufas,

* mala fertilidad,

» calidad de la leche muy limitada (numero de salmonela >70),
» estado exterior de los animales sucio, peludo,

animales jovenes propensos a diarreas,

falta de apetito y diarreas,

muertes y

deficiencias neurolégicas neuronales.

e o o o

El tratamiento se efectu6 mezclando CLK-GA en el pienso durante 4-6 semanas.

6
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A continuacion se mostraron los siguientes resultados clinicos:

* los animales comian normalmente otra vez,

» la condicion externa se mejoro (piel lisa y brillante),

» la salud de las pezuias se mejor6 y se aumentaron los intervalos de atencion,
» animales jovenes y viejos ya no tenian diarrea,

* no hay muertes,

» comportamiento social normalizado,

* no se observan deficiencias neuroldgicas neuronales y

* numero de salmonela <5.

En pruebas de laboratorio también se mostraron valores hepaticos normalizados.

Lista de referencias

1 Crecimiento en mezcla de glifosato CLK-GA
2 Crecimiento en control de CLK-GA
3 Crecimiento en control de glifosato
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REIVINDICACIONES

1. Preparado de acido hamico aislado de celu-ligno-carbono para la aplicacién en el tratamiento de enfermedades
causadas por un agente fitoprotector glifosato en animales de sangre caliente, caracterizado por que el agente
fitoprotector glifosato se une al preparado de acido humico y se reduce el efecto inhibidor del crecimiento del agente
fitoprotector glifosato en gérmenes fisioldgicos en el tracto gastrointestinal, en donde el agente fitoprotector glifosato
esta presente en productos alimenticios y piensos y el preparado de &cido humico esta previsto de esta manera para
la ingestién oral, de modo que conduce a la mejora o al mantenimiento del estado de salud del tracto gastrointestinal.

2. Preparado de &cido humico para la aplicacion segun la reivindicacion 1, en donde el agente fitoprotector glifosato
esta presente en productos alimentarios y piensos y el preparado de acido humico se usa ya en la produccién de
productos alimenticios o piensos para mejorar la calidad de los productos crudos y el agente fitoprotector obtenido
glifosato se une al preparado de acido humico.

3. Preparado de acido humico para la aplicaciéon segun la reivindicacion 1, en donde el preparado de acido himico se
suministra a los productos de desecho metabdlicos o sus productos derivados y el agente fitoprotector glifosato se une
al preparado de acido humico.

4. Preparado de acido humico para la aplicacion segun la reivindicacion 1, en donde el preparado de acido humico se
aplica a un suelo contaminado y el agente fitoprotector glifosato se une al preparado de acido himico.
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