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WO 2009/134118 PCT/NL2008/050258

RESUMEN

La presente invencidn se relaciona con composiciones antimicrobianas que

se pueden agregar ventajosamente al agua de florero de flores cortadas con el

5 proposito de evitar el crecimiento bacteriano, especialmente en agua de florero
que contiene nutrientes para flores cortadas y/o estimulantes del consumo de

agua.

Un aspecto de la invencion se relaciona con el uso de una oxido-reductasa

10 EC 1.1.3 como un aditivo antimicrobiano para agua de florero de flores cortadas.

Otro aspecto de la invencidn concierne a un método para poner flores

cortadas en agua de florero, dicho método comprende sumergir los tallos de una o

mas flores cortadas en agua de florero y agregar una composicion antimicrobiana

15 que contiene una oxido-reductasa EC 1.1.3 al agua de florero antes, después o al

mismo tiempo que las flores cortadas se sumergen en el agua de florero.
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ADITIVO ANTIMICROBIANO PARA USO EN AGUA DE FLORERO

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con composiciones antimicrobianas que
se pueden afadir ventajosamente al agua del florero de flores cortadas, para
prevenir del crecimiento microbiano, especialmente en el agua de floreros que
contienen nutrientes anadidos para las flores cortadas y/o estimulantes del

consumo de agua.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Se sabe que la vida del florero de flores cortadas se puede extender
mediante el uso de nutrientes y/o estimulantes del consumo de agua en
combinacién con ciertos preservativos quimicos. Ejemplos de tales nutrientes
incluyen carbohidratos como sacarosa, fructosa, glucosa, lactosa y maltosa.
Ejemplos de estimulantes del consumo de agua incluyen acidulantes, tales como
acido citrico, acido glicélico, acido malico y sulfato de aluminio, y surfactantes
anionicos y no idnicos. Actualmente los pfeservativos guimicos que se usan
incluyen biocidas, tales como isotiazolinonas, bronopol y sales de amonio
cuaternario. Algunas composiciones acondicionadoras de flores que contienen
varias mezclas, se encuentran disponibles comercialmente, e.g., Chrysal®. Estas
composiciones son efectivas para prolongar la vida del florero de flores cortadas
por varios dias. Doi y Reid, Hort. Science 30: 1058-1060 (1995) describen una
solucion para florero que contiene Physan (un desinfectante benzalconio) vy
sacarosa, que prolonga la vida de los floretes pero también promueve la abertura

de los botes (yemas).
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Se han empleado biocidas para inhibir el crecimiento de miro-organismos
tales como bacterias y algas. El crecimiento microbiano tiene un efecto
desfavorable sobre la efectividad de los nutrientes para las flores cortadas y los
estimulantes del consumo de agua que se han disuelto en el agua del florero, por
lo tanto afecta adversamente la longevidad de las flores, ademas de volver el agua

turbia y con olor desagradable.
RESUMEN DE LA INVENCION

Los presentes inventores han descubierto inesperadamente que el
crecimiento de micro-organismos en el agua de floreros de ﬂoreé cortadas se
puede inhibir muy efectivamente adicionando al agua del florero una oxido-
reductasa EC 1.1.3. El efecto anti-microbiano de la oxido-reductasa es
particularmente pronunciado en el caso del agua de florero que contiene nutrientes
que favorecen el crecimiento de micro-organismos. La adicion de la oxido-
reductasa EC 1.1.3. al agua del florero es ventajosa cuando se agrega al mismo
tiempo que las flores cortadas se sumergen en ella. Asi, se asegura que el agua
del florero se mantenga limpia por un periodo de tiempo prolongado.
Adicionalmente, la introduccion de la oxido-reductasa evita el desarrollo de malos

olores y ayuda alargar la vida de las flores cortadas.

Las oxido-reductasas a ser utilizadas en el aditivo antimicrobiano de la
invencion se seleccionan de oxido-reductasas de la Clasificacion de Enzimas (EC)
1.1.3, i.e., oxidasas que usan grupos hidroximetileno (>CH-OH) como donantes de
hidrégeno (donantes de electrones) y oxigeno molecular como aceptor de

hidrégenos. Ejemplos de éstas son las glucosa oxidasas (EC 1.1.3.3.), hexosa
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oxidasas (EC 1.1.3.4), galactosa oxidasas (EC 1.1.3.9) y alcohol deshidrogenasa
(EC 1.1.3.13). Estas oxidasas son capaces de catalizar la oxidacién de un
sustrato particular (e.g., glucosa hasta &-gluconolactona en el caso de la glucosa
oxidasa, etanol a acetaldehido en el caso de la alcohol deshidrogenasa) y la

reduccion concurrente del oxigeno a perdxido de hidrogeno.

Sin el animo de estar unidos a la teoria, los inventores creen que el modo
de accién antibacteriano se debe probablemente tanto al potencial de oxidacion
del perbxido de hidrogeno y a la presencia de los productos de oxidacién, tales
como O-gluconolactona que se conoce como un inhibidor de la glicosiltransferasa.
En adicion, la oxidacidon del sustrato (e.g., hexosa o etanol) reduce los niveles de
oxigeno en el agua del florero, con lo cual inhibe el crecimiento de micro-

organismos aerobios.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.

En consecuencia un aspecto de la invencion se refiere al uso de una oxido-
reductasa EC 1.1.3 como un aditivo antimicrobiano para el agua de floreo de flores

cortadas.

De acuerdo con una implementacion preferida de la presente invencion, la
oxido-reductasa EC 1.1.3 se selecciona del grupo que consiste de glucosa
oxidasas (EC 1.1.3.3.), hexosa oxidasas (EC 1.1.3.4), galactosa oxidasas (EC
1.1.3.9) y alcohol deshidrogenasa (EC 1.1.3.13) y combinaciones de éstas. Cada

una de estas oxidasas se puede emplear efectivamente para evitar el crecimiento
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microbiano en el agua de florero, la eficacia depende de los niveles de sustrato en

el agua de florero.

La oxido-reductasa EC 1.1.3, empleada en al aditivo antimicrobiano, mas
preferida es la glucosa oxidasa. La unidad de oxidasa por lo general se expresa
como la actividad en términos de conversién del sustrato. Para la glucosa oxidasa
una unidad adecuada es la SRU (Unidad Sarett), en la que 1 SRU equivale a la
conversion de 0.43 pmol de glucosa a acido glucénico o su lactona por minuto a

30 °C en amortiguador de fosfatos a pH 5.1.

La glucosa oxidasa se agrega preferiblemente al agua de florero en una
cantidad de por lo menos 1 Unidad Sarett (SRU) por litro, aun mas preferiblemente
de por lo menos 5 SRU por litro y lo mas preferido de por lo menos 10 SRU por
litro. Tipicamente, la cantidad de actividad de glucosa oxidasa que se agrega al
agua de florero no excede las 200 SRU por litro. Mas preferiblemente, la cantidad

de glucosa oxidasa no excede 100 SRU por litro.

Las oxidasas EC 1.1.3 pueden ser de cualquier origen, preferiblemente
microbiano. Se pueden obtener glucosa oxidasas adecuadas de origen fungico,

e.g., Aspergillus niger.

El efecto antimicrobiano de la presente oxido-reductasa se manifiesta
cuando el agua de florero contiene el sustrato que puede ser transformado por la
oxido-reductasa. Puesto que, estos sustratos por lo general son nutrientes para la
mayoria de los micro-organismos, la accion antimicrobiana de la oxido-reductasa
serad clara cuando se necesite, i.e., cuando las condiciones sean tales que el

crecimiento microbiano se favorezca.
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Como se menciond anteriormente en este documento, el presente aditivo
antimicrobiano es particularmente efectivo si se usa para prevenir el crecimiento
microbiano en el agua de florero que también contiene nutrientes para flores
cortadas y/o estimulantes del consumo de agua. Estos componentes por lo
general estimulan el crecimiento bacteriano como micro-organismos que pueden
metabolizarlos. Al mismo tiempo, estos mismos compuestos se pueden utilizar
como sustrato para la oxido-reductasa, con los que ejercera su accion anti-

microbiana.

De acuerdo con una implementacion particularmente preferida, el presente
aditivo antimicrobiano, ademas de la oxido-reductasa EC 1.1.3, contiene uno o
mas nutrientes para flores cortadas y/o uno o mas estimulantes del consumo de
agua. Ejemplos de los nutrientes que pueden ser empleados adecuadamente
incluyen sacarosa, fructosa, glucosa, lactosa, maltosa y combinaciones de éstas.
Ejemplos de estimulantes del consumo de agua que se pueden incorporar
ventajosamente en el aditivo antimicrobiano incluyen &cido citrico, acido glicolico,
acido maélico, sulfato de aluminio, surfactantes aniénicos, surfactantes no idnicos y

combinaciones de éstos.

El presente aditivo antimicrobiano, preferiblemente también contiene un
biocida seleccionado del grupo que consiste de fungicidas, antibidticos,
bactericidas, inhibidores de levaduras y combinaciones de éstos. Se encontr6é que
el uso de biocidas ademas de la oxido-reductasa EC 1.1.3 mejora

significativamente el efecto anti-microbiano de la oxido-reductasa.
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Otro aspecto de la invencién se relaciona con un método para poner las
flores cortadas en agua de florero, dicho método comprende sumergir los tallos de
una o mas flores cortadas en el agua de florero y agregar una composicién
antimicrobiana que contiene una oxido-reductasa EC 1.1.3 al agua de florero antes

de o al mismo tiempo que se sumergen las flores cortadas en el agua de florero.

La composicion antimicrobiana empleada de acuerdo con la presente
invencion preferiblemente es muy soluble en agua. Mas particularmente, se
prefiere que por lo menos el 80% en peso, mas preferiblemente por lo menos e>I
90% en peso de la composicién antimicrobiana se disuelva en agua destilada a

20°C cuando se agrega a la misma en una cantidad de 5 g/L.

La composicién antimicrobiana se agrega ventajosamente al agua de florero
en forma de una tableta, un polvo, una pasta o de un fluido que tiene un contenido
de materia seca de por lo menos 5 g/L. Lo mas preferido es que dicha

composicion se agregue en forma de tableta o polvo.

Preferiblemente, la composicidén antimicrobiana empleada de acuerdo con
la invencion contiene glucosa oxidasa en una cantidad de 0.1-200 SRU por gramo
de materia seca, lo mas preferido es que contenga de 0.5-100 SRU por grao de

materia seca.

De acuerdo con wuna implementacion preferida, la composicion
antimicrobiana contiene por lo menos 5% en peso de materia seca de un
carbohidrato seleccionado del grupo que consiste de glucosa, fructosa, sacarosa,

lactosa, maltosa y combinaciones de éstas. Aun mas preferiblemente, el
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carbohidrato se selecciona de glucosa, sacarosa o combinaciones de éstas. Lo

mas preferido es que el carbohidrato sea glucosa.

De acuerdo con otra implementacién de la invencion, la composicidn
antimicrobiana contiene uno o mas acidulantes. Se encontré que La incorporacion
de acidulantes en la composicién antimicrobiana mejora la accién antimicrobiana
de la oxido-reductasa. Ejemplos de acidulantes tipicos que se pueden emplear
adecuadamente incluyen acido glucodnico, gluco-deltalactona, acido citrico, acido
tartarico, acido propiénico, acido glicolico, acido fumarico, acido sorbico, acido
malico, sulfato de aluminio y combinaciones de éstos. De acuerdo con una
implementacion particularmente preferida, el acidulante empleado en el presente
método se selecciona del grupo que consiste de acido glucénico, glucono-
deltalactona y combinacfones de éstos. Lo mas preferido es que la composicion
contenga glucono-deltalactona. A diferencia del acido glucénico, la glucono-
deltalactona es solida a temperatura ambiente, lo que hace mas facil la
incorporacion del acidulante en formulaciones soélidas tales como polvos vy
tabletas. Cuando se agrega la glucono-deltalactona al agua de florero,
gradualmente se va convirtiendo en acido glucénico con lo cual baja el pH del

agua de florero.

Ventajosamente, el pH del agua de florero se reduce por lo menos a 1.0
unidades de pH, mas preferiblemente por lo menos 1.5 unidades de pH y lo mas
preferido es 2.0 — 4.0 unidades de pH como resultado de la adiciéon de la presente

composicion antimicrobiana.

El presente método emplea ventajosamente una composicion

antimicrobiana que contiene un biocida seleccionado del grupo que consiste de
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fungicidas, antirbiéticos, bactericidas, inhibidores de levaduras y combinaciones de
éstos. Aun mas preferiblemente dicho biocida se selecciona del grupo que
consiste de compuestos de amonio cuaternario que contienen por lo menos un
residuo hidrocarbonado Cg-C,4, compuestos guanidina que contienen al menos un
residuo hidrocarbonado Cs-Ca4, derivados bromo-nitrogeno, isotiazolinonas,
hidroxiquinolinas, 1,3-dihalo-5,5-dimetilidantoinas, cloranfenicol, espectinomicina,
alquil parabenos, acidos salicilicos y sales de éstos, acidos benzoicos y sales de
éstos, sorbatos, tiabendazol 1,3-dicloro-5,5-dimetilidantoina, N-clorosulfonamidas,
isocianuratos, lisozimas y combinaciones de éstos. Lo mas preferido es que el
biocida se seleccione del grupo que consiste de compuestos de amonio
cuaternario que contengan por lo menos un residuo hidrocarbonado Cg-Coa,
compuestos guanidina que contengan al menos un residuo hidrocarbonado. Cg-Co4
y combinaciones de éstos. Los biocidas que pertenecen al ultimo grupo mejoran

efectivamente la accion antimicrobiana de la oxido-reductasa en el agua de florero.

Tipicamente, el biocida que contiene la composicién antimicrobiana se
agrega al agua de florero para entregar el biocida en una concentracion de 0.5 -
1000 mg/L. Lo mas preferido, en el presente método es que el biocida se agregue

al agua de florero en una concentracion de 1-200 mg/L..

Con el propdsito de lograr los beneficios de la presente invencion, la
composicion antimicrobiana se agrega generalmente al agua de florero en una
cantidad de 0.1-40 g/L. Mas preferiblemente, la composicién antimicrobiana se

agrega en la cantidad de 0.5-20 g/L, lo mas preferido es que sea de 1 -15 g/L.

Aun otro aspecto de la invencidn se relaciona con un recipiente que aloja

una cantidad de agua y una o mas flores cuyos tallos estan por lo menos
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parcialmente sumergidos en dicha agua, en donde el agua contiene glucosa
oxidasa en una concentracion de 1-200 SRU por litro. Preferiblemente la glucosa
oxidasa esta presente en el agua en una concentracion de 5 -100 SRU por litro, lo

mas preferido es que esté en una concentracion de 10-50 SRU por litro.

De acuerdo con otra implementacién preferida el florero contiene un biocida
seleccionado del grupo que consiste de fungicidas, antibioticos, bactericidas,
inhibidores de levadura y combinaciones de éstos. Los biocidas se seleccionan
ventajosamente del grupo que consiste de compuestos de amonio cuaternario que
contienen por lo menos un residuo hidrocarbonado Cs-C,4, compuestos guanidina
que contienen por lo menos un residuo hidrocarbonado Cg-C,4, derivados bromo-
nitrégeno, isotiazolinonas, hidroxiquinolinas, 1,3-dihalo5,5-dimetilidantoinas,
cloranfenicol, espectomiéina, alquil parabenos, acidos salicilicos y sales de éstos,
acidos benzoicos y sales de éstos, sorbatos, tiabendazol1,3-dicloro5,5-
dimetilidantoinas, N-clorosulfonamidas, isocianuratos, lisozimas y combinaciones

de éstos.

El biocida en el agua de florero, preferiblemente esta en una concentracion
de 0.5-1000 mg/L, mas preferiblemente de 0.8-500 mg/L, lo mas preferido es que

esté de 1-200 mg/L.

El agua de florero tiene ventajosamente un pH menor de 5.5, mas

preferiblemente un pH de 3.0 — 5.0 y lo mas preferidos es de 3.5 a 4.8.

Los diversos componentes de la composicién antimicrobiana se describen
detalladamente mas adelante. Las cantidades se refieren a una unidad de

dosificacion unica de la composicion antimicrobiana, las cuales se disefan
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tipicamente para uso en un litro de solucién de preservativo (agua de florero).
Tipicamente, una unidad de dosificacién uUnica de la presente composicidon
antimicrobiana contiene 0.1-40 g de materia seca, mas preferiblemente 0.5-220 g

de materia seca, lo mas preferido es 10 g de materia seca.

Si la unidad de dosificacién unica es una cantidad medida de liquido, las
cantidades dadas por unidad de dosificacion se pueden convertir a peso por litro
de una manera similar, dependiendo de la cantidad de liquido de la unidad de
dosificacion.

La presente composicion antimicrobiana contiene preferiblemente 1-200
SRU, preferiblemente de 5 — 100 SRU, lo mas preferido 10 a 50 SRU de glucosa

oxidasa por unidad de dosificacién.

El efecto antimicrobiano de la oxido-reductasa en la presente composicion
antimicrobiana depende de la presencia del sustrato correspondiente en el agua
de florero. Tal sustrato puede ya estar presente en alguna extension en el agua de
florero o se puede proporcionar a través de la presente composicion
antimicrobiana o se pude agregar separadamente. La cantidad total de sustrato
para la enzima (alcohol o carbohidrato, e.g., glucosa) puede estar entre 100 mg en
50 g por litro de la solucién del agua de florero. Preferiblemente, la cantidad de
sustrato para la enzima esta en el rango de 0.2 a 20 g/L. El sustrato para la
enzima preferiblemente es un carbohidrato seleccionado del grupo que consiste
de glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, lactosa, maltosa y combinaciones de

éstos, la glucosa es la mas preferida.

En una implementacion ventajosa, la presente composicién antimicrobiana

contiene por lo menos 100 mg, mas preferiblemente 0.2-50 g y lo mas preferido

_\/5



10

15

20

25

WO 2009/134118 PCT/NL2008/050258

0.2-20 g de carbohidrato por unidad de dosificacion, dicho carbohidrato que se
selecciona del grupo que consiste de glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa,
lactosa y combinaciones de estos. En una unidad de dosificacién de 10 g un
sustrato de la composicién sélida antimicrobiana, tal como glucosa, se puede
incorporar en una cantidad de hasta 9.99 g de materia seca. Preferiblemente, 0 g

a 9.8 g de sustrato se incorporan en una composicion seca de 10 g.

Los compuestos de amonio cuaternario que se pueden usar de acuerdo con
la invencion son compuestos de amonio que tienen cuatro grupos organicos
unidos covalentemente a un atomo de nitrdégeno, por lo menos uno de los cuales
tiene al menos 6 atomos de carbono. Generalmente se pueden representar por la
formula R'R?R®R*N"X", en donde:

-R' es un grupo hidrocarbonado Cg-C,4, que puede estar heterosustituido,
e.g., con uno o mas atomos de halégeno;

-R? es un grupo hidrocarbonado C+-Cy4, que puede estar heterosustituido,
e.g., con uno o mas atomos de halégeno;

R®y R* son grupos alquiloC-Cg;

-alternativamente, R' y R? o R® y R* pueden, junto con el atomo de
nitrégeno, formar un anillo saturado o parcialmente insaturado o R' y R?, R® y R*
pueden estar conectados a un segundo atomo de nitrégeno en la forma de
alquilenoC,-Cs, cicloalquileno del grupo piperazina, formando asi compuestos de
amonio cuaternario diméricos o poliméricos;

- X es haldégeno o el residuo de un acido organico o inorganico.

Ejemplos de sales de amonio cuaternario son el cloruro de benzalconio

(cloruro de alquilC4,-C1g dimetil bencil amonio), cloruro de alquilC42-C+g dimetil etil
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bencil amonio y cloruro de dideceil dimetil amonio. También se pueden usar

combinaciones.

Preferiblemente, los compuestos de amonio cuaternario estan presentes en
la composicidn antimicrobiana de la invencion en un nivel de 2-500 mg por unidad
de dosificacion, preferiblemente 5-250 mg por unidad de dosificacion, lo mas

preferido es de 10-100 mg por unidad de dosificacion.

Los compuestos guanidina a ser usados de acuerdo con la invencion son
compuestos orgénicos que contienen el grupo guanidina (-NR®-C (=NRP)-NR%-), en
donde R® R° y R°® son hidrégeno, o un grupo hidrocarbonado Ci-Cos,
opcionalmente sustituido e.g., con halégeno. Por lo menos preferiblemente un
grupo sobre los atomos de nitrdgeno debe contener por lo menos 6 atomos de
carbono. Ejemplos de compuestos guanidina incluyen clorhexidina (A-NCH3-C
(=NH) -NH-C (=NH)-NH-(CH)s-NH-C (=NH) -NH-C (=NH)-NCHs-A, en donde A es
p-clorofenilo y especificamente poli-hexametileno-biguanida (PHMB: [-(CHy)e-NH-

C (=NH) -NH-C (=NH)-NH-],).

Preferiblemente, el compuesto guanidina (biguanida) esta presente en la
composicion antimicrobiana de la invencién en un nivel de 1-100 mg por unidad de
dosificacion, mas preferiblemente 2- 60 mg y lo mas preferido 2.5 — 20 mg del

compuesto guanidina por unidad de dosificacion.

En una implementacion preferida, la composicion comprende
adicionalmente una cantidad de acidulante que es efectiva para ajustar el pH de la
solucién (agua de florero) producida de la composicién entre 3 y 5.5,

preferiblemente entre 3.5 y 5.0. En otras palabras, cuando se agrega una unidad
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de dosificacion de la presente composicion a 1 litro de agua a temperatura
ambiente, los acidulantes presentes en ella reducen ventajosamente el pH del

agua de florero a los rangos mencionados anteriormente.

La cantidad de acidulante que se necesita para lograr la disminucion
deseada de pH depende de la capacidad amortiguadora de la composicidon
antimicrobiana de la invencién y del agua que se use para hacer la solucion. Un
rango tipico es entre 10 y 1000 mg por unidad de dosificacion, preferiblemente

entre 50 y 700 mg por unidad d dosificacion.

La presente composicidon puede contener un surfactante anionico o no
ionico adecuado, e.g., en una cantidad de 1-500 mg por unidad de dosificacion.
Los materiales surfactantes no idnicos utiles para los propdsitos de esta invencion
incluyen, pero no se limitan a, surfactantes no idnicos tales como anhidridos
hexitol (hexitanos y hexidas) derivados del sorbitol esterificado parcialmente con
acidos grasos comunes (e.g., acidos palmitico, estearico y oléico). Otros
surfactantes no idnicos adecuados incluyen los materiales derivados de los uUltimos
surfactantes por eterificacion de tres grupos hidroxilo con grupos poli (oxietileno).
Adicionalmente, también se usan octil o nonil fenoles polietoxilados. Los
surfactantes no idénicos comprenden alcoholes etoxilados de cadenas lineales, asi
como también se pueden usar los surfactantes no idnicos que comprenden
copolimeros de bloque de éxido de propileno y 6xido de etileno. Adicionalmente,
también se pueden utilizar surfactantes no iénicos que son polimeros de bloque de
derivados de polioxialquilenos de etilendimina. Los surfactantes anidnicos
adecuados incluyen sales de metales alcalinos de ésteres del acido sulfosuccinico

tale como dioctil sulfosuccinato de sodio.

o
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La composicion antimicrobiana de la presente invencion, puede tener
adecuadamente la forma de un liquido, una pasta, un polvo, una tableta, etc.
Tipicamente, el contenido de agua de la presente composicién es menor del 90%
en peso, mas preferiblemente el contenido de agua es menor del 50 % en peso.
Las oxido-reductasas que se usan preferiblemente en las composiciones
antimicrobianas tienen baja actividad de agua, puesto que la estabilidad de las
enzimas en presencia de agua a menudo es limitada. Por lo tanto, de acuerdo con
una implementacién particularmente preferida, la presente composicion contiene

incluso menos del 10 % en peso de agua, e.g., en el caso de polvos o tabletas.

La presente composicion se puede agregar ventajosamente al agua de
florero para asegurar que el agua se mantenga limpia por un periodo de tiempo
prolongado. La composicién, produce preferiblemente una  solucion
completamente transparente cuando se dispersa en agua a 20 °C en una cantidad
de por lo menos 0.1 g de materia seca por litro de agua, en particular entre 0.2 y
50 g por litro, especialmente entre 0.5 y 20 g por L. El requerimiento mencionado
anteriormente no implica necesariamente que la presente composicion se disuelva
completamente cuando se agrega en las cantidades mencionadas anteriormente.
Sin embargo, cualquier material no disuelto no debe afectar la calidad
transparente del agua de florero, e.g., porque forma una capa de sedimento en el
fondo del florero. De acuerdo con una implementacion particularmente preferida, la

composicion es altamente soluble en agua.

De acuerdo con una implementacion de la invencion, la presente
composicidn es un polvo o una tableta. Cuando las formulaciones de esta
invencion estan en forma de polvos secos, se empacan adecuadamente a granel

para el uso final, en contenedores que tienen tapa ajustada herméticamente, como



10

15

20

25

WO 2009/134118 PCT/NL2008/050258

tapa de rosca, o botellas de ajuste instantaneo o, preferiblemente se empacan en
sobres plasticos de papel de aluminio o papel, (Ver EP-A 1 289 854) que
contengan la cantidad requerida del material para uso Unico. Se pueden
incorporar, ventajosamente, ingredientes efervescentes para acelerar la dispersion
y la disolucion de la composicion. Tipicamente las tabletas de la presente

composicién tienen un peso de 0.1 - 20 g, preferiblemente de 0.5-10 g.

De acuerdo con otra implementacién, a composicién antimicrobiana de la
presente invencion es un liquido concentrado, que comprende preferiblemente por
lo menos 10 g de materia seca por litro hasta e.g., 900 g/L, mas preferiblemente
comprende 25-800 g de materia seca por litro. En el caso que dicho liquido
contenga tanto la oxido-reductasa como el sustrato de la oxido-reductasa, por lo
menos uno de los dos componentes, especialmente la oxido-reductasa,
preferiblemente se encapsula o0 se empaca separadamente para evitar la

oxidacion prematura del sustrato.

La presente composicion antimicrobiana se disuelve adecuadamente en el
agua de florero a una concentracion en el rango entre cerca de 0.5 g/litro a cerca
de 40 g/litro, preferiblemente de cerca de 2 g¢l/litro a 20 g/litro, también
dependiendo del peso y la naturaleza fisica de la unidad de dosificacién. Para un
arreglo tipico de flores cortadas, el volumen de agua en el florero o ramo es de
cerca de medio a cuatro litros. Por lo tanto, el empaque preferido que comprende
una unidad de dosificacion de la presente composicion es una bolsita que contiene
cerca de 0.5 — 40 gramos de la composicion, calculados como materia seca,

especialmente 1-40 gramos, mas particularmente 2-20 gramos.
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De acuerdo con una implementacion preferida, dicha bolsita consiste de por
lo menos materiales parcialmente permeables al agua tal que por inmersion en
agua, esta entra rapidamente a la bolsita y hace contacto directo con la
composicion antimicrobiana. Por inmersion de tal bolsita en el agua de florero, el
contenido de la bolsita se disolvera y el agua entra y difunde hacia fuera de la
bolsita en el agua del florero. Alternativamente, las bolsitas pueden estar hechas
de materiales impermeables al agua, y pueden abrirse y desocuparse para usarlas
en el florero.

La presente composicion, en los niveles a los cuales se emplea en el agua
de florero, tiene un efecto antimicrobiano pronunciado, pero esencialmente no

tiene efecto fitotdxico.
La invencion se ilustra ademas por medio del siguiente ejemplo.
EJEMPLO

Un ramo mezclado de 12 flores compuesto como sigue:

Rosa “Pasiéon” (2 tallos)

Crisanfemo santini “Noki” (2 tallos)

Crisantemo santini “Quinty” (2 tallos)

Gerbera “Baya” (2 tallos)

Gerbera “Sardana” (2 tallos)

Antirrhinum (1 tallo)

Solidago “Tara” (1 tallo)

Se colocaron eh un florero con un litro de solucién. La solucion era agua de la

llave o una solucién acuosa base que contenia 10 g/L de una composicion que
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contiene 94.66% de glucosa, 5% de acido citrico, 0.34 % de biocidas

convencionales.

Loé siguientes componentes se agregaron o no a la solucién base
(cantidades por litro de solucion):

- BZC: 0 a 30 ppm de cloruro de benzalconio.

- GOX: 0 a 100 SRU de glucosa oxidasa.
Los resultados se dan en términos de vida de la flor (LF en dias), limpieza del
agua despues de x dias (WCx, evaluado de 1 pobre a 5 bueno) y la
contaminacién bacteriana después de 7 dias (CFU, en 1000 CFU/g de tallo: por
debajo 10 apenas o no contaminada, 10-100 moderadamente contaminada, 100-
1000 contaminada, por encima de 1000 altamente contaminada). Los floreros con

las flores se colocaron bajo 12 por 24 horas de 1000 lux, a 20 °C.

Tabla: Resultados de los tratamientos con diferentes soluciones

preservativas

Base | BZC | GOX FL |WC7 WC10| CFU

ppm | (SRU) | (dias) (x1000)
-(agua) | O 0 5.1 1.0 1.0 - nd
+ 0 0 125 | 1.5 1.0 .24600
+ 0 100 | 12.7 | 4.0 3.0 4400

+ 30 0 120 | 2.5 1.5 900
+ 30 100 125 | 3.0 3.0 16

n.d. = no determinada

1

Los resultados muestran que los componentes individuales tienen un claro
efecto sobre cada parametro. La glucosa oxidasa tiene un efecto fuerte sobre la

limpieza o transparencia del agua, mientras que la glucosa oxidasa, asi como
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tambien el BZC, tiene un efecto fuerte sobre la contaminacién bacteriana.
Ademas, estos resultados demuestran un efecto sinérgico resultante del uso

combinado de la glucosa oxidasa y el biocida de amonio cuaternario (BZC).
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REIVINDICACIONES

El uso de una oxido-reductasa EC 1.1.3 como un aditivo antimicrobiano

para agua de floreo de flores cortadas.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la oxido-reductasa

es glucosa oxidasa.

Un método para poner flores cortadas en agua de florero, dicho método
comprende, sumergir los tallos de una o mas flores cortadas en agua de
florero y adicionar una composicion antimicrobiana que contiene una
oxido-reductasa EC 1.1.3 al agua de floreo antes, después o al mismo

tiempo que se sumergen las flores cortadas en al agua de florero.

El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la composicion
antimicrobiana contiene por lo menos 5% en peso de materia seca de
un carbohidrato seleccionado del grupo que consiste de glucosa,

fructosa, sacarosa, lactosa, maltosa y combinaciones de éstos.

El método de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4, en donde la oxido-

reductasa es glucosa oxidasa.

El método de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde la glucosa
oxidasa se agrega al agua de florero en una cantidad de 1- 200 SRU por

litro.
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El método de acuerdo con la reivindicacion 5 o 6, en donde la
composicion antimicrobiana contiene glucosa en una cantidad de por lo

menos 5% en peso de materia seca.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en
donde la composicion antimicrobiana contiene un biocida seleccionado
del grupo que consiste de compuestos de amonio cuaternario que
contienen por lo menos un residuo hidrocarbonado Cg-Co4, compuestos
guanidina que contienen por lo menos un residuo hidrocarbonado Cg-Co4

y combinaciones de éstos.

El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en
donde la composicidn antimicrobiana contiene un acidulante
seleccionado del grupo que consiste de acido glucénico, glucono-
deltalactona, &cido citrico, acido tartarico, acido propidnico, acido
glicdlico, &cido fumarico, acido soérbico, acido malico, sulfato de aluminio
y combinaciones de éstos, y en donde la adicién de la composicion
antimicrobiana al agua de florero causa un disminucion del pH de por io

menos 1.0 unidades de pH.

10.Un recipiente que aloja una cantidad de agua y una o mas flores cuyos

tallos estan por lo menos parcialmente sumergidos en dicha agua, en
donde el agua contiene glucosa oxidasa en una concentracion de 1-200

SRU por litro.
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inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.2),
should the problems which led to the Article 17(2)PCT declaration be
overcome.
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Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los requisitos exigidos por los articulos
63 y subsiguientes del Cddigo de Procedimiento Civil. Adicionaimente, deberd presentar el documento que
acredita la existencia y representacion legal de ia sociedad solicitante, cuando ésta fuere persona juridica.

2. El solicitante debe aclarar si la solicitud corresponde ai capitulo | o Il del PCT por que la indicacién en el
petitorio no corresponde a los documentos del expediente, en caso necesario adjuntar los documentos que
corresponden. '

3. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesion del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Codigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 i) del Tratado de Cooperacién en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinard segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion.

Continua en la pagina siguiente...
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Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del capitulo quinto del titulo
primero de ta Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA PEDES DF VERGEL
Directora de Nuevas Creaciones (¢)
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