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P-2020/30298

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: Expediente No. NC2018/0008176
Solicitud de patente a nombre de ACTAGRO, LLC.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pie de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, obrando como apoderada de la sociedad
ACTAGRO, LLC, solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No.
16092 notificado electronicamente el 19 de octubre de 2021, relacionado con los
requerimientos de fondo de la solicitud, atentamente me permito presentar la siguiente

informacion:

1. Titulo

El examinador indica que el titulo inicialmente presentado se relaciona con materia no
patentable. En vista de lo anterior, el solicitante desea modificar el titulo asi:

“PROCEDIMIENTO DE PRODUCCION DE UN MATERIAL SEMI-HUMICO A PARTIR DE
LEONARDITA Y UNA FUENTE DE CARBONO ORGANICO NO HUMICO"

El cual se relaciona con el objeto reclamado y no se refiere a usos. En vista de lo
anterior, amablemente solicito que se retire la objecién en este sentido.

2. Modificacion a las reivindicaciones

Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision 486 al
solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,

presento junto a este memorial un nuevo capitulo reivindicatorio, el cual consta de trece
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(13) reivindicaciones y reemplaza completamente el presentado el 1 de agosto de 2018.

Especificamente, se realizaron las siguientes modificaciones:

2.1. Se eliminaron las reivindicaciones 1 a 8, 12, 13, 23, y 26 a 47.

2.2. Se modificd la redaccién de la antigua reivindicaciéon 9 (nueva reivindicacion 1),
de modo que ahora se refiere a un proceso para preparar un material semi-
himico, en donde ademas se define la fuente de carbono organico como una sal
de acido organico. Esta modificacion encuentra soporte en la descripcidon de la
solicitud como fue originalmente presentada, en particular en las
reivindicaciones.

2.3. El término “aproximadamente” fue eliminado del capitulo reivindicatorio.

2.4. Se realizaron las conversiones de las unidades de temperatura de acuerdo con el
sistema internacional de unidades.

2.5. Se integraron las caracteristicas técnicas mencionadas en las antiguas

reivindicaciones 20 y 23 en la nueva reivindicacion 9.

Estas modificaciones no amplian de ninguna manera la materia objeto de la presente
solicitud, y se realizan con el fin de definir la materia reclamada de forma clara y superar

las objeciones planteadas por la examinadora en su concepto técnico.

3. Materia no patentable

La examinadora sefiala que las antiguas reivindicaciones 27 a 47 no serian patentables
porque se refieren a usos, es decir, a materia considerada exceptuada de patentabilidad

de acuerdo con lo establecido en el Art. 14 de la Decision 486.

Al respecto, me permito manifestar que el solicitante ha decidido eliminar las antiguas
reivindicaciones 27 a 47. Por lo tanto, amablemente solicito que se retire la objecién al

respecto.

4. Pago de tasas
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Considerando que el presente memorial se presenta junto con modificaciones a las
reivindicaciones y la descripcion, se adjunta recibo por concepto de pago de tasa de

modificacion a la solicitud, segun lo establecido en la Resolucién 59669 de 2020.

Ahora, en relacién con el niumero de reivindicaciones, atentamente me permito resaltar
que junto a la presente respuesta no se realiza el pago de la tasa por concepto de
reivindicaciones adicionales, toda vez que el nuevo capitulo reivindicatorio tiene un

numero de cldusulas menor que el presentado anteriormente.

5. Claridad y concision de las reivindicaciones

El solicitante manifiesta que mediante la presentacion del nuevo capitulo reivindicatorio
quedan subsanadas la totalidad de las objeciones presentadas por la examinadora en
su concepto técnico, de modo tal que las nuevas reivindicaciones reclaman de manera
clara y concisa la invencion descrita. Con respecto a las objeciones especificas de la

examinadora, me permito manifestar lo siguiente:

5.1 La examinadora sefiala que el capitulo no es conciso, ya que cuenta con un

numero excesivo de reivindicaciones independientes.

Al respecto, me permito sefalar que el capitulo reivindicatorio presentado junto a este
memorial contiene Unicamente una reivindicacién independiente de método. Por lo

tanto, considero que la objecidén ha sido superada.
5.2 De otro lado, la examinadora afirma que las reivindicaciones 1 a 8 no son claras
porque definen el material semi-humico con respecto a los resultados obtenidos

por una técnica analitica en particular.

En este sentido, por favor tenga en cuenta que el nuevo capitulo reivindicatorio no

incluye las reivindicaciones objetadas. De esta manera, la objecién ya no es aplicable.

5.3 Asimismo, la examinadora indica que la reivindicaciéon 8 no es clara por cuanto

hace referencia a la descripcion de la solicitud.
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Al respecto me permito resaltar que la reivindicacion 8 fue eliminada del capitulo

reivindicatorio.

5.4 La examinadora sefala que las reivindicaciones 1, 3, 4, 6, 9 no son claras porque
emplean términos o expresiones generales que abarcan una gran cantidad de

posibilidades.

Con respecto a lo anterior, amablemente me permito reiterar que las reivindicaciones
1, 3, 4 y 6 fueron eliminadas del capitulo reivindicatorio.

”

Ahora bien, en lo que respecta a la expresidn “fuente de carbono organico no humico
encontrada en la antigua reivindicacién 9 (nueva reivindicacion 1), me permito resaltar
gue dicha expresion ha sido complementada, de modo que ahora se indica que dicha
fuente comprende una sal de acido organico.

En vista de lo anterior, amablemente solicito que se de por superada la objecién al
respecto

5.5 La examinadora sefiala que la reivindicacidon 20 presenta una falsa dependencia

porque se refiere a un proceso, pero abarca una composicién.
Al respecto me permito sefalar que, siguiendo las amables sugerencias de la
examinadora, se ha modificado la redaccién de la nueva reivindicacién 9 (antigua

reivindicacion 20), de modo que ahora se caracteriza como un método.

5.6 De otro lado, la examinadora objeta el término “aproximadamente” por

considerarlo impreciso.

En este sentido, por favor tenga en cuenta que el término objetado fue eliminado del

capitulo reivindicatorio modificado, por lo tanto, la objecidn ha sido superada.
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5.7 La examinadora sefala que la reivindicacion 9 se refiere a un producto
caracterizado por un proceso, y sugiere redactarla de modo que se refiera a un

proceso.

Frente a esta objecion, el solicitante ha decido seguir las sugerencias de la examinadora
y modificar la redaccién de la antigua reivindicacion 9 (nueva reivindicacién 1) de modo

gue ahora se refiere a un método.

5.8 Finalmente, la examinadora sefala que Las reivindicaciones 9, 10, 26 no son
claras porque mencionan la expresion “(...) y ademas en el que la fraccion de tipo
fulvico de la segunda porcion liquida muestra un porcentaje de aumento de
carbono de al menos aproximadamente 5% en peso en comparacion con la
fraccion de acido fulvico de la primera porcion liquida”, la cual se considera un

resultado a alcanzar que no define el método.

Al respecto, me permito sefalar en primera medida que la frase objetada no hace parte
de la antigua reivindicacién 9 (nueva reivindicacion 1). Por su parte, la reivindicacidn

26 fue eliminada del capitulo reivindicatorio.

En tercer lugar, con respecto a la antigua reivindicacién 10 (nueva reivindicacion 2) la
cual mantiene la frase objetada, me permito referirme a las disposiciones del numeral
2.6.5.8 de la Guia para examen de solicitudes de patente de invencion y modelo de

utilidad de la Superintendencia de Industria y Comercio, el cual sefala:

“2.6.5.8 Reivindicaciones definidas por el resultado a alcanzar

Como se menciona anteriormente, las reivindicaciones deben definir la invencion
por sus caracteristicas técnicas esenciales, estructurales. El examinador no
admitira que la reivindicacion defina la invencion por el resultado a alcanzar (del
tipo: “Aparato de destilacion caracterizado porque tiene un rendimiento del 99%"),
puesto que en realidad equivaldria a definir el problema técnico a resolver y el
alcance de la reivindicacion, incluiria no sdlo la solucion propuesta por el
solicitante, sino todas las alternativas presentes o futuras que lleguen a ese

resultado.
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El resultado a alcanzar no es una caracteristica técnica de la invencion. Puede

aparecer _en la reivindicacion, pero siempre acompafando las caracteristicas

técnicas que definen la invencion.” (Enfasis anadido)

Asi, es claro que incluir un resultado a alcanzar en una reivindicacién es permitido
siempre que se acompafie de las caracteristicas técnicas que definen la invencién, las
cuales son las que efectivamente permiten diferenciar la materia reclamada de las

alternativas presentes o futuras que lleguen al mismo resultado.

Visto lo anterior, y teniendo en cuenta que la reivindicacién 2 es una reivindicacidon

dependiente, es decir, incluye todas las caracteristicas técnicas mencionadas en la

reivindicacion 1, me permito resaltar que la nueva reivindicacion 2 es totalmente clara.

Por lo tanto, amablemente solicito que se retire la objecidn al respecto.

En vista de lo anterior, las objeciones relacionadas con la claridad, la concision y el
soporte en la descripcion del capitulo reivindicatorio, han quedado completamente

superadas.

6. Descripcion

La examinadora indica que la descripcién contiene unidades que no hacen parte del

Sistema Internacional, por lo que solicita hacer las correcciones necesarias.

Teniendo en cuenta esta objecidn, el solicitante presenta junto a este memorial una
descripcion modificada en la que se han modificado las unidades de modo que ahora se
encuentran de acuerdo con el sistema internacional.

Esta modificacién no constituye ampliacién de materia, toda vez que se realiza con el
fin de cumplir con el requerimiento formulado por la examinadora, y corresponde

Unicamente a correcciones de forma.

En consecuencia, amablemente solicito que se retire la objecién al respecto.
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7. Novedad y nivel inventivo

7.1 Novedad

La examinadora establece en su concepto técnico que las antiguas reivindicaciones 1 a
8 carecerian de novedad a la luz de las ensefianzas técnicas descritas en el documento
D1 (EP 0164908).

A este respecto, me permito resaltar que el articulo 16 de la Decision 486 de la Comision
de la Comunidad Andina establece que la invencion se considera nueva cuando no esta
comprendida en el estado de la técnica. Es decir, de acuerdo con el espiritu de la norma
legal indicada, la invencidon no se considera como nueva si esta “"comprendida” en el
estado de la técnica, dicha norma se esta refiriendo, naturalmente, al invento en su
totalidad y no a sus componentes de manera aislada.

Al respecto, considero pertinente recalcar que, para considerar que el objeto de la
solicitud carece de novedad, se debe contemplar como minimo los siguientes aspectos:

- El objeto de la invencidn en estudio debe estar contenida de forma TOTAL y
ABSOLUTA en el documento que se menciona como anterioridad; y

- La comparacién del objeto de la invencidn en cuestién y el estado del arte no
debe centrarse o limitarse a los elementos de esta que son previamente
conocidos, sino de lo inédito y novedoso que la caracteriza. Esto quiere decir que
debe analizarse el valor agregado que aporta la invencidon con sus nuevas
caracteristicas al campo técnico al cual pertenece la solicitud en estudio.

Lo anterior significa que para que un documento del estado de la técnica pueda afectar
la novedad de una solicitud, debe revelar todas y cada una de las caracteristicas técnicas
que la definen.

Aplicando lo anterior al caso concreto, para que las razones que aduce ese Despacho
para desvirtuar la novedad fuesen ciertas, seria forzoso que se demostrara que la
invencion esta totalmente comprendida en el estado de la técnica, es decir, de forma
individual en el documento D1, lo cual no sucede en este caso.

En particular, se hace notar que las antiguas reivindicaciones 1 a 8 no hacen parte del
capitulo presentado junto a este memorial. Asimismo, el solicitante desea resaltar que
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las antiguas reivindicaciones 9 a 25, en las cuales se basa el nuevo capitulo
reivindicatorio, habian sido reconocidas como novedosas por la examinadora en el Oficio
No. 16092.

Asi, dado que el documento D1 no divulga de forma TOTAL Y ABSOLUTA las
caracteristicas técnicas esenciales de la materia definida en la reivindicacién
independiente de la presente solicitud, es posible concluir que la presente solicitud
cumple con el requisito de novedad estipulado en el articulo 16 de la Decision 486.

7.2 Nivel Inventivo

De otro lado, la examinadora establece en su concepto técnico que las antiguas
reivindicaciones 9 a 26 no cumplirian con el requisito de nivel inventivo a la luz de la
combinacién de las ensefianzas de los documentos D1 (EP 0164908) y D2
(US2008216534).

Con respecto, a lo anterior, me permito resaltar las disposiciones del articulo 18 de la
Decision 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, que establecen que “se
considerara que la invencion tiene nivel inventivo, si para una persona del oficio
normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubiese
resultado obvia ni se hubiese derivado de manera evidente del estado de la técnica”.

Lo anterior significa que el anadlisis de nivel inventivo NO es simplemente una
comparacién de los objetos de las anterioridades y la solicitud en estudio. Por el
contrario, el analisis de nivel inventivo debe demostrar la obviedad de la invencién y
establecer cémo ésta no contiene un salto cualitativo que demuestre su altura inventiva.
Es decir, para concluir que la materia reclamada no es inventiva, el analisis debe
necesariamente demostrar que la invencién estudiada hubiese sido obvia para una
persona versada en la materia en vista del estado de la técnica.

En vista de lo anterior, me permito presentar los argumentos que demuestran que ni

las caracteristicas técnicas de la materia reclamada ni el efecto técnico asociado a las
mismas, pueden ser derivados de manera obvia o evidente a partir del arte previo.

La materia reclamada es inventiva a la luz de D1 y D2

En primer lugar, me permito referirme a las caracteristicas de la materia reclamada.
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La reivindicacién 1 del capitulo reivindicatorio presentado junto a este memorial se
refiere a un proceso para preparar un material semi-himico que comprende las etapas
de:

(a) calentar una composicién acuosa que comprende mineral de leonardita y
una fuente de carbono organico no humico que comprende una sal de acido
orgdnico a una temperatura de entre 60°C a 72°C para proporcionar una
primera porcion liquida que tiene una fraccion de acido fulvico y una primera
porcion sélida;

(b) separar la primera porcién liquida de la primera porcion sdlida;

(c) ajustar el pH de la primera porcion liquida a 8,5 o superior; y

(d) envejecer la primera porcién liguida durante al menos 45 dias a una
temperatura de 26°C a 30°C de manera que la primera porcién liquida se
separe en una segunda porcion liquida que tiene una fracciéon acida de
componente tipo fulvico aumentada y una segunda porcién sélida, en donde
el pH de la segunda porcién liquida no es ajustado y tiene un pH de 5a 7;

y separar la segunda porcidon sélida de la segunda porcién liquida para
proporcionar el material semi-hdmico.

De esta forma, se puede observar que la etapa de envejecimiento de la primera porcién
liguida a una temperatura entre 26°C y 30°C es una caracteristica esencial de la materia
reclamada.

Esta etapa no es anticipada por las ensefianzas del documento D1. El documento D1 no
incluye ninguna ensefianza o sugerencia para almacenar la composicién acuosa de D1
a una temperatura de 26°C a 30°C. Del mismo modo, no existe ninguna razén técnica
para concluir que las propiedades del material semi-himico formado a partir del proceso
de la reivindicacion 1 serian las mismas o incluso similares a las de D1.

Con el fin de demostrar lo anterior, se adjunta la declaracion de inventor Taha Rezai, la
cual fue presentada ante la USPTO durante el tramite de la solicitud estadounidense
relacionada que fue posteriormente concedida como US 10,315,962. En dicha
declaracién, particularmente en los puntos 13 a 16, se puede observar que las
composiciones obtenidas de acuerdo a la presente invencién y de acuerdo a D1,
presentan diferencias significativas debido a la etapa de envejecimiento caracteristica
de la invencion.
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Esta diferencia no puede ser superada mediante las ensefianzas de D2. Si bien D2

menciona un rango de temperatura, D2 se refiere a un proceso mediado por
microorganismos, mientras que el método reclamado no depende de dicha intervencion.

Por tanto, la persona normalmente versada en la materia no llegaria al método definido
en las reivindicaciones adjuntas a partir de las ensefanzas de D2.

Ademas, D2 especifica un pH de 5 a 8 para la mezcla. Por el contrario, el método de la
presente invencidn requiere que el pH se ajuste a 8,5 o superior. Dado que la presente
invencion esta dirigida al aislamiento de un material acido, esta diferencia evitaria que
una persona normalmente versada en la materia busque en el método de D2 una guia.
Por lo tanto, D2, solo o en combinacion con D1, no ensefia ni sugiere la materia
reclamada.

Por tanto, respetuosamente solicito tener en cuenta los argumentos aqui presentados
donde se demuestra que la invencion de la presente solicitud es novedosa y tampoco
se habria derivado de manera obvia del estado de la técnica, por lo que cumple con los
requisitos de los articulos 14, 16 y 18 de la Decisién 486 de 2000.

4. Conclusion

Con las modificaciones introducidas y los argumentos presentados puede concluirse
que:

i) El nuevo pliego reivindicatorio se ajusta a las disposiciones del Articulo 34 de
la Decisién 486/00;

i) La descripcidon modificada cumple con los requisitos establecidos en el Articulo
28 de la Decision 486/00;

iii) La invencion de la presente solicitud es clara y cuenta con el debido sustento
en el capitulo descriptivo, a la vez que se encuentra divulgada de manera
suficientemente completa, cumpliendo asi con los requerimientos de los
Articulos 30 y 28 de la Decision 486;

iv) La invencion de la presente solicitud no habia sido divulgada previamente en

el estado de la técnica cumpliendo asi con los requerimientos del Articulo 16
de la Decisidon 486, y

clarkemodet.com



Carrera 11 No. 86-53, Piso 3

Edificio Segovia
Clarke + 110221 Bogota, Colombia
MOdet T (+57) 1618 10 88
F (+57) 1 635 08 24
V) La invencion de la presente solicitud no resulta obvia ni se derivada de manera

evidente del estado de la técnica, cumpliendo asi con los requerimientos del
Articulo 18 de la Decision 486.

Por tanto, atentamente me permito solicitar a ese Despacho otorgar el privilegio de
patente solicitado a la solicitud en estudio, toda vez que cumple a cabalidad con los
requerimientos de la Decisién 486 de 2000.

Asimismo, respetuosamente solicito a ese Despacho pronunciarse en relacion con todos
los argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucidn Nacional.

5. Anexos
- Nuevo capitulo reivindicatorio conformado por trece (13) reivindicaciones.
- Descripcién modificada.
- Copia de la declaracion del inventor Taha Rezai, presentada ante la USPTO.

- Recibo de pago por concepto de modificaciones voluntarias.

Sefora Directora,

LN \\ iJnL\’r
CAROLINA DAZA ALVO

C.C. 66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CSJ
notificaciones@clarkemodet.com.co
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LO QUE SE REIVINDICA ES:
1. Un proceso para preparar un material semi-humico en donde el proceso comprende:

(a) calentar una composicion acuosa que comprende mineral de leonardita y una fuente de
carbono organico no himico que comprende una sal de acido organico a una temperatura de entre
60°C a 72°C para proporcionar una primera porcion liquida que tiene una fraccion de acido falvico

y una primera porcion solida;
(b) separar la primera porcion liquida de la primera porcion solida;
(c) ajustar el pH de la primera porcién liquida a 8,5 o superior; y

(d) envejecer la primera porcion liquida durante al menos 45 dias a una temperatura de 26°C
a 30°C de manera que la primera porcién liquida se separe en una segunda porcién liquida que tiene
una fraccion &cida de componente tipo fulvico aumentada y una segunda porcion sélida, en donde el

pH de la segunda porcion liquida no es ajustado y tieneun pHde 5a 7;

y separar la segunda porcion solida de la segunda porcion liquida para proporcionar el material

semi-hUmico.

2. El proceso de la reivindicacion 1 en donde la fraccion de tipo fulvico de la segunda porcion
liquida muestra un porcentaje de aumento de carbono de al menos 5% en peso en comparacion con

la fraccidn de acido fulvico de la primera porcion liquida.

3. El proceso de la reivindicacion 2, en donde el componente de tipo fulvico de la segunda porcién
liquida es al menos 10%, o al menos 15%, al menos 20%, al menos 25%, al menos 30%, en peso

mayor sobre una base de carbono que el componente de tipo fulvico de la primera porcion liquida.

4. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el pH de la composicion acuosa de la etapa (a) es de 5
a8,0de5a7,0de5a6.

5. El proceso de la reivindicacion 1, en donde la sal de &cido organico se selecciona del grupo que
consiste en una sal de sodio, potasio, amonio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, calcio,
litio, rubidio o cesio del &cido tetraacético de etilen diamina, &cido triacético de
hidroxietilendiamina, &cido pentaacético de dietilen triamina, acido triacético de nitrilo, etanol
diglicina, acido citrico, &cido galactérico, acido gluconico, acido glucoheptoico, acido glutarico,

acido glutéarico, acido glutamico, acido tartarico o acido tartrénico.

6. El proceso de la reivindicacion 1, en donde el pH de la segunda porcion liquida es de 5 a 6.



7. El proceso de la reivindicacion 1, que comprende ademas la adicion de macronutrientes a la

composicion liquida.

8. El proceso de la reivindicacion 1, que comprende ademas la adicion de micronutrientes a la
composicion liquida.
9. El proceso de la reivindicacion 1, que comprende ademas la adicion de una sustancia que

restringe el agotamiento de nutrientes (NDRS) al material semi-humico.

10. El proceso de la reivindicacién 1, en donde la composicion acuosa comprende de 1% a 10% en

peso del material semi-humico.

11. El proceso de la reivindicacion 10 en donde la composicion acuosa comprende al menos 5% del

material semi-himico y al menos una sustancia que restringe el agotamiento de nutrientes (NDRS).

12. El proceso de la reivindicacién 11, en donde la composicion acuosa comprende un NDRS en

una cantidad de 30% a 99% en peso.

13. El proceso de la reivindicacion 12, en donde la composicion acuosa comprende un NDRS en

una cantidad de 90% a 99% en peso.
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MEMORIA DESCRIPTIVA

REFERENCIA CRUZADA A SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio bajo 35 U.S.C. 119 (e) a la Solicitudes Provisionales de
los Estados Unidos, Ser. Nos. 62/290,879, presentada el 3 de Febrero de 2016 y 62/445,686,
presentada el 12 de Enero de 2017, donde los contenidos de cada una se incorporan aqui

como referencia en su totalidad.
CAMPO

Esta descripcion se refiere a un material semi-hiimico y a composiciones semi-himicas
que comprenden el mismo, en donde el material semi-himico comprende un componente de tipo
falvico y opcionalmente grupos funcionales bioactivos incrementados, y otro carbono organico,
y métodos de uso del mismo, y un proceso para obtener el mismo. También se describen
métodos para mantener mas nitrogeno y fésforo disponibles en la zona de la raiz de la planta y
minimizar la lixiviacion prematura y la pérdida de nitrogeno y/o fosforo en la atmosfera, las

aguas superficiales y/o las aguas subterraneas.
ANTECEDENTES

Los fertilizantes agricolas cominmente incluyen los macronutrientes de la planta
nitrégeno y fosforo. Después de que el fertilizante se aplica al suelo de un campo agricola, estos
constituyentes a menudo se agotan prematuramente, lo que puede tener efectos perjudiciales

sobre el medio ambiente y reducir significativamente el conjunto de nutrientes disponibles.

Una causa principal de la pérdida de nitrégeno es la volatilizacion de la superficie. Esto
ocurre cerca de la superficie del suelo. La urea es un fertilizante nitrogenado importante. El
nitrégeno de la urea reacciona con la enzima ureasa en el suelo y se descompone para formar gas
de amoniaco. En o cerca de la superficie, normalmente hay poca agua en el suelo para absorber
estos gases y, como resultado, escapan a la atmdsfera. Esta condicion empeora cuando las
formas de urea del nitrégeno se aplican al campo pero no estan en contacto directo con el suelo,
como cuando la urea se disemina sobre residuos de maiz o una solucion de nitrato de amonio
urea se aplica sobre residuos pesados de tallo de maiz o un cultivo de cobertura. La velocidad de
volatilizacion de la superficie generalmente depende del nivel de humedad, la temperatura y el
pH de la superficie del suelo. Si la superficie del suelo esta himeda, el agua del suelo se evapora
en el aire. El amoniaco liberado por la urea es capturado por el vapor de agua y se pierde en la



atmosfera. Las temperaturas del aire superiores a 10 °C y un pH del suelo superior a 6.5
aumentan significativamente la velocidad de conversion de la urea a los gases de amoniaco y la

volatilizacién resultante de la superficie.

En ciertas aplicaciones, el amoniaco gaseoso se aplica al suelo de un campo agricola
mediante varillas de aplicacion metalica que se introducen en el suelo. Si el suelo no esta
completamente cubierto y empacado detras de las espigas, el amoniaco y su nitrégeno
constituyente se pierden de la superficie del suelo antes de ser absorbidos en el agua del suelo y

convertidos en amonio, que se adsorbe en las particulas del suelo.

La volatilizacion superficial del nitrégeno también puede ocurrir cuando se aplican
formas amonicas de nitrogeno (por ejemplo, sulfato amoénico, fosfato diamonico, etc.) a la
superficie de suelos calcéareos que tienen un pH superior a 7,5. Los productos de reaccion
formados cuando tales fertilizantes de amonio reaccionan con el carbonato de calcio tienden a

volatilizarse y disiparse en la atmoésfera.

Otra causa de la deplecion de nitrégeno de los fertilizantes agricolas es la
desnitrificacion. Esto ocurre cuando el nitrato (NO3") esta presente en el suelo, pero no hay
suficiente oxigeno para satisfacer las necesidades de las bacterias y microorganismos en el suelo.
Si los niveles de oxigeno son demasiado bajos, dichos microorganismos eliminan el oxigeno del
nitrato. Esto produce gas nitrégeno (N2) u 6xido nitroso (N20), que se volatilizan facilmente
desde el suelo. La desnitrificacion aumenta cuando el suelo esta himedo o compacto o cuando se

encuentran temperaturas excesivamente calidas.

La lixiviacion de nitratos es otra causa mas de pérdida de nitrégeno no deseada. Esto
ocurre cuando el suelo recibe mas agua entrante (ya sea por lluvia o por irrigacion) de la que
puede contener contra la fuerza de la gravedad. A medida que el agua migra hacia abajo a través
del suelo, el nitrato-N, que es soluble en agua, se mueve con el agua y se pierde en las aguas
subterraneas, desde donde no puede viajar contra la gravedad hacia el perfil del suelo. Aunque
las formas de nitrégeno amonico (NH4*) tienden a lixiviar muy poco en la mayoria de los suelos,
la lixiviacion con amonio puede ser significativa en arenas de textura gruesa y en algunos suelos

de suciedad.

Tanto el nitrdgeno como el fésforo también pueden estar sujetos a un agotamiento
prematuro por escorrentia. Tal escorrentia tiende a ocurrir cuando el suelo recibe mas agua
entrante a través de la lluvia o el riego de lo que el suelo puede acomodar. A medida que el agua

se mueve sobre el suelo, parte del suelo puede aflojarse y moverse con el agua. El exceso de
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agua puede transportar el suelo desalojado y cualquier nitrégeno y fésforo fertilizante adsorbido
lejos del sitio agricola. EI movimiento fuera del sitio de tal nitrégeno y fésforo debido a la

escorrentia puede ser particularmente severo en terrenos inclinados o montafiosos.

El agotamiento de nitrogeno y fosforo descrito anteriormente presenta una serie de
problemas y desventajas. Debido a que se pierde una porcion significativa de los nutrientes que
mejoran las plantas, muchos tratamientos de fertilizantes agricolas tienden a ser ineficientes y no
son optimamente efectivos. Una cantidad considerable de nutrientes activos de nitrégeno y
fésforo aplicados al campo se desperdician, el crecimiento de la planta puede disminuir y/o
puede producirse un cultivo inferior. Aplicar fertilizantes adicionales para compensar la
deplecion de nitrogeno/fésforo puede agregar un costo considerable, tanto para el productor
como para el consumidor, puede aumentar las pérdidas y no siempre es efectivo. Otro problema
asociado con el agotamiento de nitrégeno y fosforo de los fertilizantes agricolas son los efectos
ambientales adversos que con frecuencia resultan. En particular, la lixiviacion de nitratos y urea,
asi como la escorrentia de nitrogeno y fosforo que llevan sedimentos pueden contaminar las
aguas superficiales cercanas (por ejemplo, arroyos, rios, lagos, océanos, etc.) y las aguas
subterraneas (por ejemplo, acuiferos). La lixiviacion de nitratos es un problema ambiental
significativo, porque por encima de ciertos niveles, el nitrato en el agua potable es toxico para

los humanos.

Ademas, se sabe que los 6xidos de nitrogeno volatiles, como el éxido nitroso (N20),
contribuyen al gas de efecto invernadero (GEI), lo que puede afectar negativamente al medio
ambiente. La escorrentia de fertilizantes puede causar contaminacion por fésforo en las aguas
superficiales. Cuando se aumenta la cantidad de fertilizante aplicado a un sitio para compensar el
agotamiento, esto solo aumenta el volumen de nutrientes de cultivos potencialmente

contaminantes introducidos en el medio ambiente.
RESUMEN

La presente descripcion se refiere a un material semi-himico obtenido a partir de mineral
de leonardita, y a composiciones que comprenden el mismo. El material semi-himico descrito en
la presente tiene propiedades quimicas unicas tales como, pero sin limitacion a, mayor
solubilidad en agua y opcionalmente mayores grupos funcionales bioactivos, y otro carbono
organico, que ayuda a reducir el agotamiento de nutrientes en suelos agricolas a través de vias

bioldgicas y/o quimicas.



En una realizacion, se proporciona un material semi-himico caracterizado por tener mas
de aproximadamente 55% de moléculas clasificadas como lipido, proteina y otro alifatico por
FTICR-MS. En algunas realizaciones, el material semi-himico se caracteriza adicionalmente por
tener un valor superior a aproximadamente el 9% de las moléculas clasificadas como lignina por
FTICR-MS. En algunas realizaciones, el material semi-himico se caracteriza ademas por
FTICR-MS que tiene menos de aproximadamente 16% de moléculas clasificadas como

Aromaticas Condensadas.

En una realizacion, se proporciona un material semi-himico caracterizado por tener mas
de aproximadamente 55% de moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 1,5y

aproximadamente 2,2, y que presenta un O:C de entre 0 y aproximadamente 0,6 por FTICR- MS.

En ciertas realizaciones, se proporciona un material semi-himico obtenido por un

proceso que comprende:

(a) calentar una composicion acuosa que comprende mineral de leonardita y una fuente
de carbono organico no himico a una temperatura de aproximadamente 60°C a
aproximadamente 72 °C para proporcionar una primera porcion liquida que tiene una fraccion de

acido falvico y una primera porcion solida;
(b) separar la primera porcion liquida de la primera porcion solida;
(c) ajustar el pH de la primera porcién de liquido a aproximadamente 8,5 o superior; y

(d) envejecer la primera porcion liquida durante al menos aproximadamente 45 dias de
manera que la primera porcién liquida se separe en una segunda porcion liquida que tiene una
fraccion de acido fulvico y una segunda porcion solida, en donde el pH de la segunda porcion

liquida no se ajusta y tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 7.

Realizando el proceso como se describe en este documento, la fraccion de acido fulvico
de la segunda porcion liquida muestra un porcentaje de aumento de carbono de al menos
aproximadamente 5% en peso en comparacion con la fraccién de acido fulvico de la primera
porcion liquida. Se contempla que el % de aumento en carbono de la segunda parte liquida se
debe a la formacion de un componente de tipo falvico y, opcionalmente, a grupos funcionales
bioactivos aumentados. En algunas realizaciones, el porcentaje de aumento de carbono es al

menos aproximadamente 25% en peso.

Como tal, se proporciona aqui un material semi-himico, y composiciones que

comprenden el mismo, que se puede obtener mediante los procesos descritos en este documento.
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La presente descripcion se refiere a métodos para controlar la tasa de agotamiento de
nutrientes en el suelo. Ademas, los métodos también reducen en gran medida el impacto

ambiental adverso previamente causado por dichos fertilizantes.

Otras caracteristicas y ventajas se evidenciaran a partir de la siguiente descripcion y las

figuras adjuntas.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra el proceso de fabricacion para una composicion semi-hdmica

obtenida a partir de mineral de leonardita (es decir, AG-3FL).

La Figura 2 muestra un aumento en el carbono atribuido (al menos en parte) al

componente de tipo fulvico (como % de peso).

La Figura 3 muestra todas las fracciones himicas en el sobrenadante combinado y el

concentrado como % de carbono.
La Figura 4 muestra la fraccion falvica del sobrenadante como % de carbono.
La Figura 5 muestra la fraccion de humin del concentrado como % de carbono.
La Figura 6 es un esquema del aparato de camara de suelo.

La Figura 7 muestra el porcentaje de distribucion total de nitrogeno después de 216

horas.

La Figura 8 muestra la evolucion del dioxido de carbono durante 6 dias después del

tratamiento.

La Figura 9 muestra la diferencia en las formas de nitrogeno disponibles 7 dias después

del tratamiento.

La Figura 10 muestra el efecto de una composicién que comprende el material semi-

hamico (es decir, SP-4) sobre fésforo (por ejemplo, fosfato) en el suelo superficial.

La Figura 11 muestra el efecto de una composicion que comprende el material semi-

hamico (es decir, SP-4) sobre amonio en el suelo superficial.

La Figura 12 muestra la reduccion de la volatilizacion de NHs asociada con una
composicion que comprende el tratamiento de material semi-himico (es decir, SP-4) en la

ubicacion del campo de Ohio.

La Figura 13 muestra el efecto de una composicién que comprende la velocidad del

material semihimico (es decir, SP-4) sobre el contenido de N en el grano. Bajo, Medio y Alto se
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refieren a las 3 tasas de SP-4 como se describe en el Ejemplo 6. Los tratamientos con letras

diferentes son significativamente diferentes con el LSD de Fisher al nivel del 5%.

La Figura 14 muestra la reduccion de la volatilizacion de NHz asociada con el
tratamiento usando una composicion que comprende el material semi-himico (es decir, SP-4) en

la ubicacion del campo de Indiana (sin cultivo).

La Figura 15 muestra el efecto de una composicion que comprende el material semi-
hamico (es decir, SP-4) sobre la reduccion en los niveles de NOs en el suelo en Indiana (sin
cultivo). Los medios de tratamiento etiquetados con letras diferentes fueron significativamente
diferentes dentro de ese tiempo de muestreo (los valores de p se muestran en el texto de

Ejemplo).

La Figura 16 muestra el efecto de una composicién que comprende el material semi-
hamico (es decir, SP-4) sobre la lixiviacion de nitrato en un campo sin cultivos en Indiana,
medido por lisimetros. Los datos mostrados se tomaron 9 semanas después de la aplicacion. Los
medios seguidos por letras diferentes son significativamente diferentes por el LSD de Fisher en
el nivel del 5%.

La Figura 17 muestra un diagrama de Venn que muestra el nimero de formulas

moleculares superpuestas y Unicas asignadas a cada tipo de muestra.

La Figura 18 muestra un espectro ESI positivo de una serie de metilacion de clase LPOA

asignada de forma Unica a AG-3FL.

La figura 19A muestra un diagrama de Van Krevelen de AG-3FL. La figura 19B muestra
una superposicién de los diagramas de Van Krevelen de acido humico (HA), AG-3FL pre-
envejecido y AG-3FL.

La Figura 20A muestra el efecto de AG-3FL sobre la concentracion de nitrato en el suelo
frente al control, 7 dias después del tratamiento. Ambos tratamientos recibieron 112,085 kg
N/ha. La reduccion porcentual fue del 9,6%. Las columnas etiquetadas con letras diferentes son

diferentes segun t-test en p = 0.10. Los errores estandar se muestran para cada media (n = 4).

La Figura 20B muestra el efecto de AG-3FL sobre el carbono en la biomasa microbiana
del suelo frente al control solo de N, 14 dias después del tratamiento. Ambos tratamientos
recibieron 112,085 kg N/ha. El porcentaje de aumento fue del 73%. Las columnas etiquetadas
con letras diferentes son diferentes segun t-test en p = 0.10. Los errores estandar se muestran

para cada media (n = 4).



La Figura 21A muestra las concentraciones de nitratos del suelo de 7 a 42 dias despues
de la aplicacion (DAA) para SP-4 en comparacion con el control. Ambos tratamientos recibieron
112,085 kg N/ha. En 14 DAA, las concentraciones de nitrato fueron significativamente
diferentes entre los tratamientos a p = 0,10. Los errores estdndar se muestran para cada media (n

= 4) en cada fecha de muestreo.

La Figura 21B muestra las concentraciones de carbono de biomasa microbiana del suelo
de 7 a 42 dias después de la aplicacion (DAA) para SP-4 en comparacion con el control solo de
N. Ambos tratamientos recibieron 112,085 kg N/ha. En 14 DAA, los tratamientos fueron
significativamente diferentes en p = 0,10. Los errores estandar se muestran para cada media (n =

4) en cada fecha de muestreo.

La Figura 22 muestra que tanto las concentraciones de nitrato del suelo como las de
lixiviados se redujeron cuando se aplicé SP-4 con UAN.

La Figura 23 muestra los resultados de lixiviacién medidos a partir de los lisimetros.
Estos datos confirman que SP-4 reduce las concentraciones de nitratos en el suelo y las pérdidas
por lixiviacion.

La Figura 24 muestra los nitratos del suelo a las concentraciones maximas de la
temporada junto con los nitratos del suelo promedio de la temporada, el suelo de amonio y el
nitrégeno mineral total del suelo (NO3- + NH4 +). Las letras que son diferentes son

significativas a p < 0.05.

La Figura 25 muestra el contenido de N de la planta en hojas, tallos o tejidos de las hojas
individuales y el brote completo de la planta. El contenido de nitrégeno se tabulé a partir de la
planta DM y la concentracion de N de 10 plantas recolectadas al azar del centro de cada
tratamiento cerca de los puntos que se usaron para el muestreo del suelo y luego se promediaron

por tejido o planta completa. Las letras que son diferentes son significativas a p < 0.05.

La Figura 26 muestra el peso de los granos por tratamiento para 15 espigas muestreadas
al azar del centro de cada parcela cerca de los puntos que se usaron para el muestreo del suelo.

Las letras que son diferentes son significativas a p < 0.05.
DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

Debe entenderse que esta descripcion no esta limitada a realizaciones particulares
descritas, ya que, por supuesto, pueden variar. También debe entenderse que la terminologia
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utilizada en este documento tiene el proposito de describir realizaciones particulares solamente,
y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la presente divulgacién estara limitado solo por

las reivindicaciones adjuntas.

Lista de abreviaciones

ac Acre

ha Hectérea

NDRS Sustancia gue restringe el agotamiento de los
nutrientes

wt Peso

Lbs/Lb Libras

mM Millimolar

Gal/gal Galén

N Nitrogeno

Y Volumem

IPA Isopropanol

h hora

UAN Nitrato de amonio urea (UAN 28 contiente 28 %
de N en peso)

kg kilogramos

L litros

Debe observarse que tal como se usa en el presente documento y en las reivindicaciones

adjuntas, las formas singulares "un”, "una" y "el" incluyen referentes en plural a menos que el

contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a ""un nutriente

incluye una pluralidad de nutrientes.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en la
presente memoria tienen el mismo significado que entiende cominmente un experto habitual en
la técnica a la que pertenece esta descripcién. Como se usa en la presente memoria, los

siguientes términos tienen los siguientes significados.

Como se usa en el presente documento, el término "que comprende™ o "comprende"
pretende significar que las composiciones y métodos incluyen los elementos enumerados, pero
no excluye otros. "Consistir esencialmente en™ cuando se usa para definir composiciones y
métodos, significara excluir otros elementos de importancia esencial para la combinacién para el
propdsito establecido. Por lo tanto, una composicion que consiste esencialmente en los
elementos tal como se definen en la presente memoria no excluiria otros materiales o etapas que
no afectan materialmente a la (s) caracteristica (s) basica (s) y nueva (s) reivindicada (s).

"Consistir en" significara excluir mas elementos traza de otros ingredientes y pasos sustanciales
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del método. Las realizaciones definidas por cada uno de estos terminos de transicion estan dentro

del alcance de esta descripcion.

El término "aproximadamente™ cuando se utiliza antes de una designacion numérica, por
ejemplo, temperatura, tiempo, cantidad y concentracién, incluido el rango, indica

aproximaciones que pueden variar en (+) o (-) 10%, 5% o0 1%.

Las sustancias humicas (HS) estan definidas por el IHSS (International Humic
Substances Society) como mezclas complejas y heterogéneas de materiales polidispersos
formados por reacciones bioquimicas y quimicas durante la descomposicion y transformacion de
plantas y restos microbianos (un proceso llamado humificacién). HS estan presentes de forma
natural en el suelo, el agua, las turbas, las brasas y las lutitas. Tradicionalmente, estas sustancias
se han aislado en tres fracciones: &cido humico, acido fulvico y humina. Estas fracciones se
definen operativamente en base a la solubilidad en soluciones bésicas y cidas. Leonardita, un

carbén marrén, es conocido por ser rico en acido humico.

El término "semi-hdmico” pretende referirse a una composicion que comprende tanto
moléculas de carbono organico himicas como no himicas que se han transformado en nuevas

moléculas que contienen carbono de ambas fuentes.

El término "componente de tipo fulvico" se refiere a la fraccién exactamente analoga a
una extraccién de acido fulvico a partir de una sustancia himica genuina obtenida mediante el
Método de Acido Himico CDFA, o prueba analoga. El término "parecido a un fulvulo™ en lugar
de "falvico" se usa cuando las sustancias de prueba son de naturaleza "semi-himica" en lugar de
"humica".

El término "grupos funcionales bioactivos"” pretende referirse a compuestos que tienen
grupos funcionales que contienen oxigeno, por ejemplo, acidos carboxilicos, alcoholes (por
ejemplo, fenoles), éteres, ésteres, etc. En ciertas realizaciones, los compuestos que tienen grupos
funcionales que contienen oxigeno son en gran parte aromatico. En ciertas realizaciones, los

grupos funcionales bioactivos se refieren tanto a &cidos carboxilicos como a fenoles.

El término "fertilizante™ se refiere a cualquier material de origen natural (organico) o
sintético (que no sea cal) que se aplica a los suelos o a los tejidos vegetales (generalmente hojas)
para suministrar uno o mas nutrientes de plantas esenciales para el crecimiento de las plantas. En
un fertilizante de tipo "organico", la base es descomposicion o subproductos vegetales y/o
animales procesados (por ejemplo, estiércol o emulsion de pescado). En ciertas realizaciones, el

fertilizante comprende uno o0 méas de un componente de urea, un componente de amonio, un
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componente de nitrato, un componente de amoniaco, un componente de nitrégeno organico y/o
un componente de fosforo. El fertilizante puede comprender componentes liquidos y/o sélidos y
puede contener uno 0 mas micronutrientes, como hierro, manganeso, molibdeno, zinc y/o cobre.
En ciertas realizaciones, el fertilizante no es un fertilizante a base de calcio (por ejemplo, CAN

17). En ciertas realizaciones, el fertilizante tiene un pH mayor que aproximadamente 4.

El término "nutriente” se refiere a uno 0 mas macronutrientes, como nitrégeno (N),
fésforo (P) o potasio (K); y/o micronutrientes tales como calcio (Ca), magnesio (Mg), (S), zinc
(Zn), etc.

El término "aplicar” o "aplicado™ al suelo pretende referirse a cualquier método adecuado
para aplicar un fertilizante y/o un NDRS al suelo. El término pretende abarcar métodos para
aplicar liquidos, s6lidos u otra forma o mezcla de los mismos al suelo. En ciertas realizaciones,
la "aplicacion™ o "aplicado" al suelo comprende uno 0 mas de pulverizacion, inundacion,
inyeccion de suelo y/o quimigacion. En ciertas realizaciones, la aplicacion directa de soluciones
puede hacerse en sistemas de riego por goteo o por microaspersion. En ciertas realizaciones, las
soluciones pueden aplicarse a través de sistemas de riego de pivote central. En ciertas

realizaciones, la "aplicacion" comprende inyeccion directa en el &rea de la zona de raiz.

El término "tasa de agotamiento” se refiere a la velocidad a la que un fertilizante (o uno o
mas nutrientes) se agota del suelo. En ciertas realizaciones, el fertilizante se agota a una
velocidad de o menos de aproximadamente 50%, o menos de aproximadamente 40%, 0 menos
de aproximadamente 30%, o0 aproximadamente 20%, o menos de aproximadamente 10% en
comparacion con el fertilizante solo. En ciertas realizaciones, la cantidad de nutriente (por
ejemplo, nitrégeno) usado para fertilizar un cultivo puede reducirse en al menos
aproximadamente 25%, o al menos aproximadamente 40-50%. En ciertos casos, el nitrégeno
empobrecido del suelo se recupera en la biomasa del cultivo resultante cultivado en el mismo. En
ciertas realizaciones, se puede recuperar al menos aproximadamente 56,04 kg/ha de nitrégeno en
la biomasa del cultivo resultante. EIl cultivo puede ser cualquier cultivo, como, pero no limitado
a, cultivos de hortalizas, cultivos en hileras, arboles de hoja caduca y nueces, uvas, aceitunas,

citricos, césped, pastos y plantas ornamentales.

El término "reduccion de la contaminacion del agua y/o del aire" pretende referirse a la
reduccién en una o mas de las pérdidas de nutrientes por volatilizacion, lixiviacion y/o
escorrentia superficial. En ciertas realizaciones, la contaminacion del agua y/o del aire se reduce

en al menos aproximadamente 50%, o al menos aproximadamente 40%, o al menos
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aproximadamente 30%, o al menos aproximadamente 20%, o al menos aproximadamente 10%

en comparacion con fertilizante solo.

El término "disponibilidad de nutrientes" pretende referirse a la proporcion de la cantidad
total de nutrientes en el suelo que las plantas pueden aprovechar y utilizar. Esta fraccion se
denomina fraccion disponible y depende de la naturaleza quimica del nutriente en cuestion, asi
como del tipo de suelo y otras influencias del entorno del suelo (véase, por ejemplo, Marscher,

P. Mineral Nutrition of Higher Plants (Tercera edicion)), 2012, Elsevier, Amsterdam).

Un material semi-hamico que tiene un mayor componente de &cido fulvico y un

aumento de grupos funcionales bioactivos

Aqui se divulga un material semi-htimico y composiciones que comprenden el mismo. El
material semi-humico descrito en la presente memoria se obtiene a partir de mineral de
leonardita, aunque se puede usar otro carbono organico. EI material semi-hdmico tiene un
componente incrementado similar al acido falvico y opcionalmente grupos funcionales
bioactivos aumentados. En una realizacion, los grupos funcionales bioactivos aumentados son

grupos funcionales que contienen oxigeno, tales como acidos carboxilicos y fenoles.

En una realizacion, se proporciona un material semi-hlmico que se caracteriza por tener
mas de aproximadamente 55% de moléculas clasificadas como lipido, proteina y otro alifatico
por FTICR-MS. El lipido, proteina y otra region alifatica de un diagrama de Van Krevelen se
define tipicamente como aquellas moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 1,5
y aproximadamente 2,2, y que exhibe un O:C de entre 0 y aproximadamente 0,67 por FTICR-
MS. Por consiguiente, también se proporciona aqui un material semi-himico caracterizado por
tener méas de aproximadamente un 55% de moléculas que exhiben una H:C de entre
aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,2, y que presenta un O:C de entre 0 y
aproximadamente 0,67 por FTICR- SRA. En ciertas realizaciones, se proporciona un material
semi-hamico caracterizado por tener mas de aproximadamente 56%, 0 mas de aproximadamente
57%, o mas de aproximadamente 58%, 0 mas de aproximadamente 59%, o mas de
aproximadamente 60%, o alrededor del 59% de las moléculas clasificadas como lipidos,
proteinas y otras alifaticas por FTICR-MS.

En algunas realizaciones, el material semi-himico se caracteriza por tener mas de
aproximadamente 9% de moléculas clasificadas como lignina por FTICR-MS. La regién de
lignina de un diagrama de Van Krevelen se define tipicamente como aquellas moléculas que

exhiben una H:C de entre aproximadamente 0,7 y aproximadamente 1,5, y que exhibe un O:C de
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entre 0,1 y aproximadamente 0,67 mediante FTICR-MS. Por consiguiente, también se
proporciona aqui un material semi-humico caracterizado por tener mas de aproximadamente 9%
de moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 0,7 y aproximadamente 1,5, y que
presenta un O:C de entre 0,1 y aproximadamente 0,67 por FTICR- SRA. En ciertas
realizaciones, se proporciona un material semi-himico caracterizado por tener mas de
aproximadamente 10%, o aproximadamente 10, 5% de moléculas clasificadas como lignina por
FTICR-MS.

En algunas realizaciones, el material semi-himico se caracteriza por tener menos de
aproximadamente 16% de moléculas clasificadas como aromaticas condensadas por FTICR-MS.
La region aromatica condensada de un diagrama de Van Krevelen se define tipicamente como
aquellas moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 0,2 y aproximadamente 0,7,
y que exhibe un O:C de entre 0 y aproximadamente 0,67 mediante FTICR-MS. Por consiguiente,
también se proporciona aqui un material semi-hiimico caracterizado por tener menos de
aproximadamente 16% de moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 0,2 y
aproximadamente 0,7, y que exhibe un O:C de entre 0 y aproximadamente 0,67 por FTICR-
SRA. En ciertas realizaciones, se proporciona un material semi-htmico caracterizado por tener
menos de aproximadamente 17%, o menos de aproximadamente 16%, o menos de
aproximadamente 15%, o menos de aproximadamente 14%, o menos de aproximadamente 13%,
0 aproximadamente 12% o aproximadamente 13% de las moléculas clasificadas como
Aromaticas Condensadas por FTICR-MS.

En algunas realizaciones, el material semihimico se caracteriza por tener
aproximadamente 4-5% de moléculas clasificadas como carbohidratos por FTICR-MS. La
region de carbohidratos de un diagrama de Van Krevelen se define tipicamente como aquellas
moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,4, y que
exhibe una O:C de entre 0,67 y aproximadamente 1,2 por FTICR-MS. Por consiguiente, también
se proporciona aqui un material semi-hiimico caracterizado por tener entre aproximadamente 4 -
5% de moléculas que exhiben una H:C de entre aproximadamente 1,5 y aproximadamente 2,4, y
que exhibe una O:C de entre 0,67 y aproximadamente 1,2 por FTICR-MS. En ciertas
realizaciones, se proporciona un material semi-himico caracterizado por tener mas de 1%, o mas
de aproximadamente 2%, o mas de aproximadamente 3%, o0 mas de aproximadamente 4%, 0 mas
de aproximadamente 5%, o aproximadamente 4 % o aproximadamente 5%, o de
aproximadamente 4 a aproximadamente 5% de moléculas clasificadas como carbohidratos por
FTICR-MS.
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El material semi-humico descrito en este documento comprende un aditivo de
carbohidrato que se agrega durante el proceso de fabricacion (véanse los ejemplos a
continuacion). En consecuencia, el material semi-hiimico contiene un mayor porcentaje de
moléculas clasificadas como carbohidratos por FTICR-MS en comparacion con el &cido himico
(véase la Figura 19B y el Ejemplo 2). Sin embargo, sorprendentemente, el nimero de formulas
moleculares de los compuestos que caen dentro de esta region aumenta con la etapa de
envejecimiento, dando como resultado una composicion molecular diferente en comparacion con
el material pre envejecido. En ciertas realizaciones, el namero de férmulas moleculares de los
compuestos que caen dentro de la region de carbohidratos es mayor que 20, 0 mayor que 25, 0

aproximadamente 29 o aproximadamente 30.

En algunas realizaciones, el material semi-hdmico se caracteriza por tener
aproximadamente un 3% de moléculas clasificadas como hidrocarburo insaturado por FTICR-
MS. La region de hidrocarburo insaturado de un diagrama de Van Krevelen se define
tipicamente como aquellas moléculas que presentan un H:C de entre aproximadamente 0,7 y
aproximadamente 1,5, y que exhibe un O:C de entre 0 y aproximadamente 0,1 mediante FTICR-
MS. De acuerdo con esto, también se proporciona aqui un material semi-himico caracterizado
por tener entre aproximadamente 4-5% de moléculas que exhiben una H:C de entre
aproximadamente 0,7 y aproximadamente 1,5, y que exhibe un O:C de entre 0 y
aproximadamente 0,1 por FTICR- SRA. En ciertas realizaciones, se proporciona un material
semi-himico caracterizado por tener menos de aproximadamente 5%, o0 menos de
aproximadamente 4% o entre aproximadamente 2 a aproximadamente 3%, o0 aproximadamente
2% o aproximadamente 3% de moléculas clasificadas como hidrocarburo insaturado por FTICR-
MS.

En una realizacion, se proporciona un material semi-hdmico caracterizado por tener
aproximadamente 58-59% de moléculas clasificadas como lipido, proteina y otro alifatico y
aproximadamente 4-5% de moléculas clasificadas como carbohidratos por FTICR-MS. En una
realizacion, se proporciona un material semi-humico caracterizado por tener aproximadamente
58-59% de moléculas clasificadas como lipidos, proteinas y otras alifaticas, aproximadamente
10-11% de moléculas clasificadas como lignina, aproximadamente 11-12% de compuestos
clasificados como condensado aromatico, y alrededor del 4-5% de las moléculas clasificadas
como carbohidratos por FTICR-MS. En una realizacion, se proporciona un material semi-
himico caracterizado por tener aproximadamente 58-59% de moléculas clasificadas como

lipidos, proteinas y otras alifaticas, aproximadamente 10-11% de moléculas clasificadas como

-13-



lignina, aproximadamente 11-12% de compuestos clasificados como condensado aromatico,
alrededor del 4-5% de las moléculas clasificadas como carbohidratos, y alrededor del 2-3% de

las moléculas clasificadas como hidrocarburo insaturado por FTICR-MS.

En ciertas realizaciones, se proporciona un material semi-himico obtenido mediante un

proceso que comprende:

(a) calentar una composicion acuosa que comprende mineral de leonardita y una fuente
de carbono orgénico no himico a una temperatura de aproximadamente 60°C a
aproximadamente 72 °C para proporcionar una primera porcion liquida que tiene una fraccion de

acido falvico y una primera porcion solida;
(b) separar la primera porcion liquida de la primera porcion solida;
(c) ajustar el pH de la primera porcién de liquido a aproximadamente 8,5 o superior; y

(d) envejecer la primera porcion liquida durante al menos aproximadamente 45 dias de
manera que la primera porcién liquida se separe en una segunda porcion liquida que tiene una
fraccion de acido fulvico y una segunda porcion solida, en donde el pH de la segunda porcion

liquida no se ajusta y tiene un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 7;

y adicionalmente en donde el componente de tipo fulvico de la segunda porcién liquida
muestra un porcentaje de aumento de carbono de al menos aproximadamente 5% en peso en
comparacion con la fraccion de acido fulvico de la primera porcion liquida. En algunas
realizaciones, la segunda porcion liquida es al menos aproximadamente 10%, o al menos
aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 25%, al
menos aproximadamente 30%, en peso mayor sobre una base de carbono que la fraccion de
acido falvico de la primera porcion liquida en peso mayor que la fraccion de acido falvico de la
primera porcidn liquida. En ciertas realizaciones, el proceso comprende adicionalmente separar

la segunda porcidn solida de la segunda porcion liquida.

Realizando el proceso descrito en la presente memoria, el peso de la fraccion de acido
fUlvico se incrementa segun se determina mediante el Método de Acido Himico CDFA (véase,
por ejemplo, el Ejemplo 1). En ciertas realizaciones, ademas del peso de la fraccion de cido
falvico, se aumenta el % de carbono de la fraccion de cido fulvico (véanse, por ejemplo, las
Figuras 3y 4). En ciertas realizaciones, el % de carbono de la fraccion de acido fulvico se
incrementa en al menos aproximadamente 5 %, al menos aproximadamente 10 %, al menos
aproximadamente 20 % o al menos aproximadamente 30 % realizando el proceso descrito en
este documento. Se considera que el aumento en el contenido de carbono del componente de tipo
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falvico se debe al menos en parte a la conversion de la fraccion de humina y/o a la
recombinacion de carbono himico y no himico (véanse, por ejemplo, las Figuras 3 y 5). Se
contempla ademas que esta conversion se debe, al menos en parte, a la presencia de microbios
durante la etapa de envejecimiento. Por consiguiente, otras composiciones que contienen humin
y/u otros componentes derivados de humina, no forman el material semi-hdmico descrito en este

documento simplemente por envejecimiento (por ejemplo, en un estante).

El componente de tipo fulvico se deriva del componente semi-htimico en el mineral de
leonardita y de otro carbono orgénico agregado. Ademas, se contempla que los compuestos que
contribuyen al componente de tipo falvico aumentado tienen un aumento en los grupos
funcionales bioactivos. Se contempla que los efectos beneficiosos del material semi-humico
descrito en el presente documento y las composiciones que los comprenden se atribuyen al
componente de tipo fulvico aumentado y, opcionalmente en algunas realizaciones, a los grupos
funcionales bioactivos incrementados. En una realizacion, los grupos funcionales bioactivos
aumentados son grupos funcionales que contienen oxigeno, tales como acidos carboxilicos y
fenoles. En ciertas realizaciones, el porcentaje de &cidos carboxilicos y fenoles en el material
semi-himico es tipicamente de aproximadamente 6-7% o aproximadamente 6.5% en peso. El
porcentaje de acidos carboxilicos y fenoles en el material semi-hdmico se cuantifica como una
concentracion molar que luego se convierte en porcentaje en peso usando el peso molecular del

acido formico y el fenol y la densidad del material.

En una realizacion, el pH de la primera porcién liquida en la etapa (c) se ajusta a
aproximadamente 8,5 o superior. El ajuste del pH se puede realizar usando cualquier base
adecuada, tal como hidroxido de sodio o potasio, pero sin limitarse a esta. En ciertas
realizaciones, el pH de la primera porcion liquida en la etapa (C) se ajusta a aproximadamente
8,5, 0 aproximadamente 9, o aproximadamente 9,5, o aproximadamente 10, o aproximadamente

10,5, o aproximadamente 11.

En una realizacion, el pH de la composicion acuosa de la etapa (a) es de aproximadamente 5 a
aproximadamente 8, o de aproximadamente 5 a aproximadamente 7, o de aproximadamente 5 a

aproximadamente 6.

En ciertas realizaciones, la fuente de carbono organico no himico comprende una 0 mas
sales de acido organico. Se contempla que la sal de acido organico puede ser la sal de cualquier
acido organico. Por ejemplo, en ciertas realizaciones, la sal de acido organico se selecciona del
grupo que consiste en una sal de sodio, potasio, amonio, cobre, hierro, magnesio, manganeso,

zinc, calcio, litio, rubidio o cesio de &cido etilendiaminotetraacético, acido de hidroxietilen
_15_



diamina triacético, acido dietilen triamina pentaacético, acido nitrilo triacético, etanol diglicina,
acido citrico, acido galactérico, acido gluconico, acido glucoheptoico, acido glutarico, acido

glutérico, &cido glutamico, &cido tartarico o acido tartronico.

Al realizar el proceso descrito en la presente memoria, se observa una disminucion del
pH en ausencia de un ajuste del pH. En ciertas realizaciones, el pH de la segunda porcion liquida
varia de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, o de aproximadamente 5 a aproximadamente
6.

En ciertas realizaciones, el proceso comprende adicionalmente separar la segunda
porcion solida de la segunda porcion liquida. En consecuencia, se proporciona un material semi-
himico que comprende un componente de tipo falvico aumentado y grupos funcionales

bioactivos incrementados.

También se proporciona en la presente memoria una composicion acuosa que comprende
el material semi-hiimico obtenido mediante los procedimientos descritos en la presente memoria
y al menos una sustancia himica adicional. En ciertas realizaciones, la composicién acuosa
comprende de aproximadamente 1% a aproximadamente 95%, o aproximadamente 90%, o
aproximadamente 80%, o aproximadamente 70%, o aproximadamente 60%, o aproximadamente
50%, o aproximadamente 40%, o aproximadamente 30 %, o aproximadamente 20%, o
aproximadamente 10%, o aproximadamente 5%, o de 1% a aproximadamente 90%, de
aproximadamente 1% a aproximadamente 80%, de aproximadamente 1% a aproximadamente
70%, de aproximadamente 1% a aproximadamente 60%, de aproximadamente 1% a
aproximadamente 50%, de aproximadamente 1% a aproximadamente 40%, de aproximadamente
1% a aproximadamente 30%, de aproximadamente 1% a aproximadamente 20%, de
aproximadamente 1% a aproximadamente 10%, en peso de la composicion semi-himica
obtenida por los procesos descritos en este documento. En ciertas realizaciones, la sustancia
himica adicional es una sustancia que restringe el agotamiento de nutrientes (NDRS), y puede
estar presente en una cantidad que varia de aproximadamente 30% a aproximadamente 99% en
peso, 0 de aproximadamente 90% a aproximadamente 99% en peso. En una realizacion, el
porcentaje de acidos carboxilicos y fenoles en la composicion acuosa que comprende el material
semi-hamico es de aproximadamente 9-10%. EIl porcentaje de acidos carboxilicos y fenoles en la
composicidn acuosa se cuantifica como una concentracién molar luego se convierte en
porcentaje en peso usando el peso molecular de acido formico y fenol y la densidad de la
composicion. La sustancia que restringe el agotamiento de los nutrientes (NDRS) incluye una

formulacion liquida que contiene al menos uno o ambos de los siguientes componentes:
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(1) una composicion estimulante del crecimiento de las plantas producida tal como se
describe en Marihart, patente de los Estados Unidos 4.698.090 y/o 4.786.307 (las descripciones

de las cuales se incorporan aqui como referencia en su totalidad);
(2) un extracto humico de una fuente himica genuina, por ejemplo, leonardita.

En algunas realizaciones, el NDRS comprende una combinacion de un material vegetal
extraido de al menos uno del grupo que consiste en algas marinas, algas y sus derivados; y el
Componente 1, cada uno de una a tres partes en peso. En otra realizacion, el NDRS comprende
una combinacion de Componente 1 y Componente 2, en una parte cada uno en peso. En otra
realizacion, el NDRS comprende una combinacion del material vegetal de una a tres partes en
peso, el Componente 1 de una a tres partes en peso y el Componente 2 de una a tres partes en
peso. El extracto himico (Componente 2 anterior) puede comprender cualquier sustancia
hamica, incluido el Componente 1. Por ejemplo, puede comprender una o mas de una
composicidn estimulante del crecimiento de la planta producida como se describe en Marihart
(véanse las Patentes de Estados Unidos N° 4.698.090 y 4.786.307, la cuyas descripciones se
incorporan aqui como referencia), o una sustancia humica (HS) que comprende &cido humico,

acido falvico y humina.

En ciertas realizaciones, el NDRS puede comprender opcionalmente uno o0 mas agentes
quelantes (por ejemplo, carbohidratos). El agente quelante puede ser cualquiera 0 mas sales de
sodio, potasio, amonio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, calcio, litio, rubidio o cesio de
acido etilendiaminotetraacético, acido hidroxietilendiaminotetracético, acido
dietilentriaminopentaacético, acido nitrilo triacético, o etanol diglicina. En una realizacion, el
agente quelante es un carbohidrato o un acido carboxilico, tal como uno seleccionado del grupo
que consiste en una sal de amonio o0 metal de una variedad de &cidos organicos. Los ejemplos no
limitantes de &cidos orgéanicos incluyen acido citrico, acido galactérico, acido gluconico, &cido
glucoheptoico, &cido glutarico, acido glutarico, cido glutamico, acido tartarico y acido

tartronico.

Un NDRS representativo para ser utilizado en los métodos proporcionados en la presente
memoria puede prepararse de acuerdo con la patente de los Estados Unidos N° 4.698.090. Por
ejemplo, un NDRS ejemplar se puede preparar afiadiendo 9 partes (en peso) de mineral de
leonardita a 75 partes de agua, previamente calentadas a una temperatura de 76,6°C - 90,5°C
pero a no mas de 107,2 °C. Se agrega un carbohidrato o un acido carboxilico, tal como uno
seleccionado del grupo que consiste en una sal de amonio o metal de diversos acidos organicos

(como se describid anteriormente), tal como tartrato de potasio (15 partes en peso), y la
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composicion liquida se mezcla durante cinco horas y luego se le permitio establecerse en
multiples etapas. Dependiendo del entorno de plantacion deseado, el liquido extraido se puede
usar en su condicion &cida resultante. Alternativamente, el pH puede ajustarse agregando
hidroxido de sodio o hidroxido de potasio.

En una realizacién, una sustancia de restriccion de agotamiento de nutrientes ejemplar
(NDRS) comprende humina desagregada (por ejemplo, de aproximadamente 2% a
aproximadamente 5%) en una suspension coloidal, asi como acido humico, &cido fulvico y
opcionalmente ciertas composiciones de modificacion de crecimiento de plantas y/o extractos de

material vegetal adicional.

En ciertas realizaciones, la composicion acuosa también puede comprender otra fuente de
nutriente (por ejemplo, micro o macro), tal como un material vegetal extraido de al menos uno
del grupo que consiste en algas marinas, algas y derivados de los mismos. En una realizacion, la

composicidn acuosa también comprende algas marinas.

En cualquier realizacion, cualquier composicion como se describe en este documento
puede comprender ademas un fertilizante. El fertilizante puede comprender cualquier fertilizante
que contenga nitrogeno y/o fosforo usado para fines agricolas o de mejoramiento del crecimiento
de otras plantas. El fertilizante como se usa en este documento puede comprender uno 0 mas de
un componente de urea, un componente de amonio, un componente de nitrato, un componente de
amoniaco, un componente de nitrégeno organico y/o un componente de fosforo. En ciertas
realizaciones, el fertilizante no es un fertilizante a base de calcio (por ejemplo, CAN 17). En

ciertas realizaciones, el fertilizante tiene un pH mayor que aproximadamente 4.

En ciertas realizaciones, el fertilizante y un material semi-hiimico o composicién acuosa
como se describe en la presente memoria se premezclan en solucién antes de la adicion al suelo,
tal como en una planta de mezcla. Sus concentraciones respectivas pueden variar desde 1 %
hasta aproximadamente 20 %, o desde 1 % hasta aproximadamente 15 %, o desde 1 % hasta
aproximadamente 10 % en peso de cualquiera de las composiciones descritas en este documento
para fertilizar. En ciertas realizaciones, la relacion peso/peso de cualquiera de las composiciones
descritas aqui para fertilizar es de aproximadamente 1:100 a aproximadamente 2:1. Las
relaciones a modo de ejemplo incluyen ademas aproximadamente 1:90, aproximadamente 1:75;
alrededor de 1:60; alrededor de 1:50; alrededor de 1:25; alrededor de 1:10; y alrededor de 1:1.

De acuerdo con esto, se proporciona en esta memoria una composicion que contiene

nitrégeno que comprende un fertilizante a base de nitrogeno y el material semi-humico, o una
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composicién acuosa que comprende el mismo, como se describe en este documento. Los
fertilizantes nitrogenados adecuados incluyen nitrato de amonio y urea (UAN), nitrato de amonio
(AN) o soluciones de agua amonia. En ciertas realizaciones, el material semi-humico esta
presente en la composicion que contiene nitrégeno como una composicion acuosa con una
sustancia humica (por ejemplo, un NDRS). En ciertas realizaciones, la composicion acuosa que
comprende el material semi-hdmico descrito aqui esta presente en una cantidad de al menos
aproximadamente 9,09 litros, o aproximadamente 9,09 litros, o aproximadamente 13,64, o
aproximadamente 18,18, o aproximadamente 22,73, o0 aproximadamente 27,28, 0
aproximadamente 31,82 , o alrededor de 36,37, o alrededor de 40,92, o alrededor de 45,46 L por
cada 45,36 kg de fertilizante nitrogenado.

En ciertas realizaciones, el material semi-himico o la composicion acuosa como se
describe en este documento se premezclan con un pesticida y un fertilizante antes de la adicién al

suelo.
Métodos

En un aspecto, la presente descripcion implica tratar el suelo de un campo de césped
agricola, césped o césped u otro sitio de plantacion con el material semi-hdmico, una
composicién semi-himica obtenida mediante los procesos descritos en este documento, o0 una
composicién acuosa que comprende el mismo. En ciertas realizaciones, el tratamiento
comprende el uso de un fertilizante basado en nitrégeno y/o fosforo. En ciertas realizaciones, el
tratamiento comprende el uso de un pesticida. En ciertas realizaciones, el material semi-humico
o la composicién acuosa tal como se describe en la presente memoria funciona para retener

nitrégeno mientras se mantiene la biodisponibilidad del nitrégeno para el cultivo.

El suelo a tratar puede ser de cualquier tipo de suelo, incluidos, entre otros, arcilla, marga,
arcilla-marga, limo-marga, y similares. En algunas realizaciones, el suelo comprende
aproximadamente 30-70% de arena, aproximadamente 20-60% de limo, aproximadamente 10-
25% de arcilla y aproximadamente 0,5 a 3% de materia organica. En algunas realizaciones, el
suelo comprende aproximadamente 20-40% de arena, aproximadamente 30-50% de limo,
aproximadamente 20-40% de arcilla y aproximadamente 0,5 a 5% de materia organica. En
algunas realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 30-35% de arena, aproximadamente
40-45% de limo, aproximadamente 25-30% de arcilla y aproximadamente 1-5% de materia
organica. En algunas realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 15-20% de arena,
aproximadamente 35-40% de limo, aproximadamente 35-40% de arcilla y aproximadamente 1-

5% de materia organica. En algunas realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 30-
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35% de arena, aproximadamente 45-50% de limo, aproximadamente 20-25% de arcilla'y
aproximadamente 1-5% de materia organica. En algunas realizaciones, el suelo comprende
aproximadamente 35-40% de arena, aproximadamente 40-45% de limo, aproximadamente 15-
20% de arcilla y aproximadamente 1-5% de materia organica. En algunas realizaciones, el suelo
comprende aproximadamente 65-70% de arena, aproximadamente 20-25% de limo,
aproximadamente 10-15% de arcilla y aproximadamente 0,5-1% de materia organica. En algunas
realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 25-30% de arena, aproximadamente 40-
45% de limo, aproximadamente 30-35% de arcilla y aproximadamente 0,5-1% de materia
organica. En algunas realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 5-10% de arena,
aproximadamente 30-35% de limo, aproximadamente 60-65% de arcilla y aproximadamente 1-
5% de materia orgénica. En algunas realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 40% de
arena, aproximadamente 45% de limo, aproximadamente 17% de arcilla y aproximadamente 3%
de materia organica, o aproximadamente 40% de arena, aproximadamente 45% de limo,
aproximadamente 17% de arcilla y aproximadamente 3% de materia organica. o
aproximadamente 30% de arena, aproximadamente 40% de limo, aproximadamente 29% de
arcilla y aproximadamente 1% de materia organica, o aproximadamente 65% de arena,
aproximadamente 20% de limo, aproximadamente 14% de arcilla y aproximadamente 1% de
materia organica, o aproximadamente 33% de arena aproximadamente 42% de limo,
aproximadamente 25% de arcilla y aproximadamente 3% de materia organica, o
aproximadamente 20% de arena, aproximadamente 40% de limo, aproximadamente 40% de
arcilla y aproximadamente 4% de materia organica, o aproximadamente 30% de arena,
aproximadamente 50% de limo, aproximadamente 20% de arcilla y aproximadamente 2% de
materia organica, o aproximadamente 40% de arena, aproximadamente 45% de limo,
aproximadamente 15% de arcilla y aproximadamente 3% de materia organica, o
aproximadamente 65% de arena, aproximadamente 20% de limo, aproximadamente 15% de
arcilla y aproximadamente 0.5 % de materia organica, o aproximadamente 10% de arena,
aproximadamente 30% de limo, aproximadamente 60% de arcilla y aproximadamente 2% de
materia organica. En ciertas realizaciones, el suelo no esta severamente hidratado o no tiene

agua.

Se pueden emplear técnicas de aplicacion convencionales tales como pulverizacion,
fertirrigacion o inyeccion de vastago. En ciertas realizaciones, el suelo ha sido fertilizado (es
decir, el fertilizante puede haberse aplicado previamente al suelo). En ciertas realizaciones, la
aplicacion directa del material semi-himico, o una composicion acuosa que comprende el

mismo, puede hacerse en sistemas de riego por goteo o0 por microaspersion. En ciertas
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realizaciones, el material semi-hdmico, 0 una composicion acuosa que comprende el mismo, se
puede aplicar a través de sistemas de riego por pivote central. En ciertas realizaciones, el
material semi-humico, 0 una composicion acuosa que comprende el mismo, se aplica mediante
inyeccion directa en el area de la zona de la raiz. En ciertas realizaciones, el material semi-
himico, o una composicion acuosa que comprende el mismo, se aplica a través de un vastago o

vestido lateral.

En ciertas realizaciones, la aplicacion se realiza temprano en el ciclo de vida del cultivo.
El material semi-himico, o una composicion acuosa que lo comprende, se puede aplicar antes de
la planta, como un iniciador, al costado, con fertirrigacion, con la parte superior vestida o pegada
al suelo, y se puede diluir con agua para asegurar una distribucion uniforme. En ciertas
realizaciones, la aplicacion se repite una 0 mas veces. En ciertas realizaciones, la aplicacion se
realiza en el suelo. En ciertas realizaciones, la aplicacion se realiza por fertirrigacion. Los
cultivos ejemplares incluyen, entre otros, cultivos de hortalizas y frutas, cultivos de campo y en

hileras, y huertos y vifiedos.

La cantidad de material semi-himico o composicién acuosa que comprende la misma a
aplicar puede calcularse de diversas maneras. Por ejemplo, la cantidad del material semihimico
puede expresarse en una variedad de unidades, incluyendo masa o volumen de material por masa
o volumen de suelo, area de tierra 0 masa de fertilizante. En una realizacion, la velocidad puede
ser la masa de la composicién acuosa (por ejemplo, una composicién acuosa que comprende el
material semihdmico y un NRDS) por masa de fertilizante o masa de nitrégeno o fésforo en el
fertilizante. Diversas relaciones para los componentes en la composicion acuosa se describen

anteriormente. Las velocidades adecuadas incluyen:

Unidades
Litros de composicion acuosa por ha | Litros de composicion acuosa
por 100 kgde No P

Extremo bajo del rango | 5 2
20, 30, 50, 80, 2000, 0 5,000 3,8, 10, 12, 30, 60, 100 0 500
Extremo alto del rango | 15,000 1000

En una realizacion, la composicidn acuosa se aplica en un intervalo de aproximadamente
20 a aproximadamente 50 litros por hectarea de tierra. En una realizacién, la composicién acuosa
se aplica en un intervalo de aproximadamente 2 a aproximadamente 12 litros por 100 kilogramos

de nitrogeno o fosforo en el fertilizante.
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El material semihumico, o una composicién acuosa que comprende el mismo, como se
describe en este documento es particularmente preferible a las sustancias conocidas para
restringir el agotamiento de nutrientes porque afecta el ciclo de nitrégeno estandar en maltiples
puntos, mientras que cada producto previo esté disefiado para actuar en un solo punto. El
presente método elimina por lo tanto la necesidad de usar multiples productos solapantes, que
son excesivamente caros y tienden a agravar los efectos ambientales adversos exhibidos

comunmente por cada uno de esos productos.

Los métodos descritos aqui controlan y reducen significativamente el agotamiento de los
nutrientes de la planta, como nitrogeno y fdésforo, presentes en el suelo, en aproximadamente un
10% a mas de aproximadamente 50% y hacen que esta porcion de esos nutrientes esté disponible
para el uso de la planta como cultivo madura en comparacion con el uso de un fertilizante solo.
En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a un método para controlar la tasa de
agotamiento de un nutriente en el suelo. La tasa de agotamiento puede ser una medida de la

pérdida de nitroégeno por cualquier método, por ejemplo, volatilizacion y/o lixiviacion.

En una realizacion, el método comprende aplicar un material semihimico o una composicion
acuosa que comprende el mismo y un fertilizante al suelo o aplicar un material semihimico o
una composicion acuosa que comprende el mismo al suelo que ha sido fertilizado, en donde el
agotamiento del nutriente se redujo en aproximadamente 20 a aproximadamente 80% en peso
aproximadamente 7 dias después de aplicar el material semihimico o una composicion acuosa

que comprende el mismo y/o fertilizante al suelo.

En otras realizaciones, el agotamiento del nutriente se redujo en aproximadamente 20%,
0 aproximadamente 25%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 35%, o
aproximadamente 40%, o aproximadamente 45%, o aproximadamente 50%, o0 aproximadamente
55%. , 0 aproximadamente 60% o aproximadamente 65%, o aproximadamente 70%, o
aproximadamente 75%, o aproximadamente 80% en peso aproximadamente 7 dias después de
aplicar el material semihumico o una composicion acuosa que comprende lo mismo y un
fertilizante para el suelo. En ciertas realizaciones, la temperatura es de aproximadamente 22 a

aproximadamente 35 °C.

En ciertas realizaciones, el fertilizante esta basado en nitrégeno y comprende amoniaco,
amonio, nitrato y/o urea. En ciertas realizaciones, el material semi-himico o una composicion
acuosa que comprende el mismo se aplica al suelo a una concentracion de menos de
aproximadamente 0,1 miligramos de composicion semi-hdmica por 100 gramos de suelo, 0

menos de aproximadamente 0,5 mililitros de composicidén semi-himica por 100 gramos de
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tierra, 0 menos de aproximadamente 0,1 mililitros de composicidn semi-himica o acuosa que

comprende la misma por 100 gramos de tierra.

En particular, como se muestra en la Figura 12, la combinacion del fertilizante y el
material semi-himico o una composicion acuosa que comprende la misma de acuerdo con los
presentes métodos, reduce significativamente la volatilizacion de amoniaco (NH3) después de la
aplicacion del fertilizante al campo agricola. Se descubrié que el material semi-himico tiene una
influencia mitigante significativa sobre la velocidad con que se libera amoniaco a la atmdsfera.
Como tal, se proporcionan métodos para reducir el agua y/o la contaminacion del aire causada

por el uso de un fertilizante en el suelo.

Como se representa en la Figura 12, el tratamiento del suelo como se describe en este documento
causé una reduccidn significativa en la cantidad de amoniaco liberado a la atmdsfera. Se
contempla que esto ocurre porque el material semihiimico, 0 una composicion acuosa que
comprende el mismo, proporciona una superficie de adsorcidn incrementada para el amoniaco
y/o interactda con la biota del suelo. Esto reduce la pérdida de gas de la superficie del suelo.
También retrasa la nitrificacion de la urea del fertilizante, de modo que la conversion a nitrato
lixiviable ocurre mucho mas cerca del momento en que el cultivo requerira el nutriente. En lugar
de lixiviarse a través del suelo y ser desperdiciado, el nitrdgeno se inmoviliza y estabiliza hasta
que la planta crece lo suficiente como para requerirlo como un nutriente. En una realizacion, se
proporciona un método para reducir la lixiviacién de nitratos en el suelo en al menos 10%
después de aproximadamente 9 dias, que comprende aplicar el material semihiimico o una

composicién acuosa que comprende el mismo y un fertilizante al suelo.

En una realizacion, se proporciona un método para aumentar la absorcion de nitrogeno
dentro de un cultivo, que comprende aplicar un material semihimico o una composicion acuosa
que comprende el mismo que tiene un componente de humina de bajo peso molecular, y
opcionalmente un fertilizante, al suelo o aplicar un material semi-h(mico o una composicion
acuosa que comprende el mismo al suelo que ha sido fertilizado. En ciertas realizaciones, el peso
de nitrégeno contenido en la biomasa del cultivo se incrementa en al menos aproximadamente
15%, o aproximadamente 50%, o aproximadamente 45%, o aproximadamente 40%, o
aproximadamente 35%, o aproximadamente 30%, o aproximadamente 25%, o aproximadamente
20%, o aproximadamente 15%, o aproximadamente 10%, o aproximadamente 5% en peso frente
al peso de nitrogeno contenido en la biomasa de un cultivo donde no se aplicé un material semi-
hamico al suelo. En ciertas realizaciones, la biomasa de nitrégeno en un cultivo se incrementa

mientras se mantiene o mejora la calidad y el rendimiento del cultivo.
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Se contempla que la aplicacion combinada de fertilizante y material semi-humico retrase
la reaccion del nitrogeno dentro del fertilizante con las enzimas ureasa en el suelo. Esto a su vez
ralentiza la conversidn de urea por ureasa, reduciendo asi las pérdidas de nitrégeno debido a la
volatilizacién de la urea. En cambio, el nitrégeno permanece como urea que se puede mover al
suelo con lluvia o riego. Cuando la urea se convierte en amonio en la zona de la raiz, el
nitrogeno es adsorbido por las particulas del suelo, estabilizado y utilizado eficazmente, segun
sea necesario, por las plantas en crecimiento. La adsorcion de nitrégeno subsuperficial también
minimiza la acumulacion de nitratos y amonio en la superficie del suelo, que de lo contrario
puede conducir a la desnitrificacion y la consiguiente volatilizacion del nitrégeno gaseoso u

oxido nitroso del suelo o la escorrentia con la lluvia.

En otro aspecto, se proporciona en la presente un método para potenciar la actividad
microbiana medida por la cantidad de CO- desprendido de la respiracion microbiana aerébica, o
medido directamente. La mayor liberacion de CO> indica que a medida que aumenta la
poblacién microbiana, el nitrégeno se inmoviliza o se almacena en la biomasa microbiana para
luego proporcionar nutrientes al cultivo en desarrollo (Figura 8). En efecto, la mayor produccion
de didxido de carbono indica que la biomasa microbiana esta aumentando y, por lo tanto,
requiere una mayor cantidad de nitrogeno que el control. La produccion de microbios de este
dioxido de carbono indica que el nitrogeno se inmoviliza de manera efectiva (se almacena dentro
de la biomasa microbiana) y se estabiliza en la zona de la raiz y no se pierde por lixiviacion. Se
sabe que la inmovilizacion es beneficiosa para el ciclo del nitrogeno del suelo y el crecimiento
del cultivo, ya que a medida que los microbios siguen sus ciclos de vida, el nitrogeno se libera

posteriormente a la forma mineral disponible para la planta.

El uso de fertilizante y una composicion himica como se describe en la presente
memoria inmoviliza de manera efectiva el nitrégeno a partir de fertilizantes granulares y liquidos
a base de nitrégeno, residuos de cultivos, abonos y suspensiones de estiércol/agua de lavado.
Esto ralentiza la nitrificacion y la desnitrificacion y retrasa la actividad de la ureasa, que a su vez
minimiza la acumulacion répida y/o larga de nitratos en el suelo. A medida que el nitrato-N del
suelo aparece mas lentamente, esto permite que la demanda de cultivos se sincronice y aumente
proporcionalmente con el aumento de la disponibilidad de nitrogeno. La actividad microbiana
inmoviliza el nitrégeno y con la mineralizacion posterior permite que el fertilizante funcione de
manera mucho mas efectiva y eficiente que en el pasado. Por consiguiente, en ciertas
realizaciones, la actividad microbiana se incrementa en al menos aproximadamente 20% después

de aproximadamente 6 dias en un suelo que se ha tratado con el material semi-humico frente a la
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actividad microbiana en un suelo en ausencia de material semi-humico afiadido que tenga un
componente humin de bajo peso molecular. EI material semi-humico puede aplicarse al suelo a
una concentracion de al menos aproximadamente 0,1 mg de material semi-humico por
aproximadamente 100 gramos de tierra, o entre aproximadamente 0,1 y 1 mg de material semi-

himico por aproximadamente 100 gramos de tierra.

Aunque los presentes métodos pueden usarse con cualquier tipo de suelo, en ciertas
realizaciones, el suelo comprende aproximadamente 65% de arena, y puede comprender ademas
aproximadamente 20% de limo, aproximadamente 14% de arcilla y aproximadamente 1% de
materia organica. En ciertas realizaciones, la actividad microbiana se mide por la evolucion del
dioxido de carbono del suelo. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la evolucion del dioxido de
carbono se incrementa en al menos aproximadamente 2 veces después de aproximadamente 45
dias, y el suelo comprende aproximadamente 30% de arena, y puede comprender ademas 40% de

limo, aproximadamente 29% de arcilla y aproximadamente 1% de materia organica.

En la préactica, los residuos organicos pueden agregarse al campo después de la cosecha.
La descomposicion de tales residuos y la liberacién de nitrégeno de los mismos (mineralizacion)
rara vez se sincroniza con el crecimiento del cultivo. El uso del presente método para tratar tales
residuos y tales suelos ayuda a promover la mineralizacién de nitrégeno de modo que el
nitrégeno en el residuo también esté disponible como un nutriente vegetal en un momento que
coincida beneficiosamente con la necesidad del cultivo de nitrogeno para un crecimiento dptimo.
Esto facilita la absorcion de N antes de que los nitratos se acumulen excesivamente en el suelo y
sean mas propensos a la lixiviacion. Periddicamente, la adicion de las formulaciones de esta
divulgacion a residuos organicos reduce el agotamiento considerablemente en comparacién con

las préacticas estandar.

Se proporciona en la presente un método para aumentar la inmovilizacion de nitratos en
el suelo en al menos aproximadamente un 20% después de aproximadamente 9 dias, que
comprende aplicar un material semi-humico, o una composicién que comprende el mismo, al
suelo. En ciertas realizaciones, la composicion semi-himica se aplica al suelo a una
concentracion de al menos aproximadamente 0,1 mg de material semi-himico por 100 gramos
de tierra, o entre aproximadamente 0,1 mg y 1 gramo de material semi-humico por
aproximadamente 100 gramos de tierra. En ciertas realizaciones, la inmovilizacién de nitrato se
incrementa en al menos aproximadamente 50%, o al menos aproximadamente 45%, o al menos

aproximadamente 40%, o al menos aproximadamente 35%, o0 al menos aproximadamente 30%, o
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al menos aproximadamente 25%, o al menos alrededor del 20% después de aproximadamente 9

dias.

En ciertas realizaciones, la inmovilizacion comprende inhibir y/o mitigar la
transformacion de nitrato (NO3") y/o amonio (NH4") en nitrégeno o gas de amoniaco. En ciertas
realizaciones, la relacion de NH4* / (NH4™ + NOs’) es mayor que al menos aproximadamente
0,02.

Como beneficio adicional, el material semi-himico que se utilizara en los métodos
descritos aqui generalmente es més seguro (por ejemplo, para los humanos y el medioambiente)
y ofrece ventajas de manejo sobre muchos otros productos que reducen la pérdida de nitrogeno,
algunos de los cuales estan etiquetados y autorizados para ser utilizados como pesticidas. Por el
contrario, la mayoria de los productos quimicos existentes utilizados para prevenir el
agotamiento de nutrientes presentan riesgos para la salud humana y el medio ambiente, segun el

nivel de exposicion.

AUln mas, los métodos descritos en este documento reducen los riesgos ambientales
debido a la escorrentia. Por ejemplo, el fosforo se pierde en el suelo durante la erosion causada
por la lluvia. Como se muestra en la Figura 10, al aplicar un material semi-himico como se

describe en este documento, se contempla que se reducira la escorrentia de fosforo.

Ciertos métodos descritos en este documento se realizan aplicando un fertilizante y un
material semi-himico al mismo tiempo o por separado, aproximadamente al mismo tiempo (por
ejemplo, dentro de aproximadamente 3, o aproximadamente 2, o aproximadamente 1 hora el uno
del otro), al suelo de el campo agricola que se esta tratando. En ciertas realizaciones de los
métodos descritos aqui, el material semi-hdmico se aplica al suelo con menos de
aproximadamente tres horas, 0 menos de aproximadamente dos horas, 0 menos de
aproximadamente una hora, 0 menos de aproximadamente 30 minutos, 0 menos que
aproximadamente 20 minutos, 0 menos de aproximadamente 10 minutos, 0 menos de
aproximadamente 5 minutos antes o después de aplicar el fertilizante. En ciertas realizaciones, el
fertilizante y el material semi-himico, o una composicion acuosa que comprende el mismo, se
premezclan y se aplican como una composicion Unica. La aplicacion del fertilizante y el material
semi-hGmico, o una composicion que los comprende, dentro de dicho intervalo de tiempo puede
evitar el agotamiento excesivo de nitrégeno y fosforo y lograr una distribucion de nutrientes mas

efectiva y eficiente a las plantas.
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En una realizacion, el material semi-hdmico (composicion humica que tiene un
componente de humina de bajo peso molecular), o una composicién acuosa que comprende el
mismo, y el fertilizante se premezclan en solucion antes de la adicion al suelo. Sus
concentraciones respectivas pueden variar de 1% a aproximadamente 20%, o de 1% a
aproximadamente 15%, o de 1% a aproximadamente 10% en peso de la composicion semi-
himica a fertilizante. En ciertas realizaciones, la relacion peso/peso de la composicion semi-
hdmica a fertilizante es de aproximadamente 1:100 a aproximadamente 2:1. Las relaciones a
modo de ejemplo incluyen ademas aproximadamente 1:90, aproximadamente 1:75; alrededor de
1:60; alrededor de 1:50; alrededor de 1:25; alrededor de 1:10; y alrededor de 2:1. En ciertas
realizaciones, la relacion es 1:1. En ciertas realizaciones, cuando el fertilizante se mezcla con
tiosulfato de amonio (AN-20) o polifosfato de amonio (10-34-0), el material semi-hdmico, o una

composicion acuosa que comprende el mismo, se diluye con un volumen igual de agua.

La cantidad de material semi-humico, o una composicién acuosa que comprende lo
mismo, aplicada al suelo puede variar, y tipicamente varia de aproximadamente 0,001 ml a
aproximadamente 100 ml de la composicion semi-himica por kilogramo de suelo, o
aproximadamente 0,1 ml del material semi-himico por kilogramo de suelo, o aproximadamente
0.03 mL por kilogramo de suelo, o aproximadamente 0.05 mL por kilogramo de suelo, o
aproximadamente 1 mL del material semi-himico por kilogramo de suelo, o aproximadamente
10 mL de material semi-humico por kilogramo de suelo, o aproximadamente 20 ml del material
semi-hamico por kilogramo de suelo, o aproximadamente 30 ml del material semi-himico por
kilogramo de suelo, o aproximadamente 40 ml del material semi-hdmico por kilogramo de suelo,
o aproximadamente 50 ml del material semi-htimico por kilogramo de suelo. En ciertas
realizaciones, la cantidad de material semi-himico aplicado al suelo varia de aproximadamente

0,001 ml a aproximadamente 50 ml del material semi-himico por kilogramo de suelo.
EJEMPLOS

En cada uno de los siguientes ejemplos, el material semi-himico y las composiciones que
comprenden el mismo, tal como se usan en la presente memoria, se preparan como se describe a

continuacion.

Ag-3FL se puede preparar de la siguiente manera. Se combinaron 5-20 partes de polvo de
leonardita con 50-75 partes de agua a una temperatura de 90,5 °C 0 méas. 10-20 partes de
carbohidrato o agente quelante (el carbohidrato o agente quelante puede ser una sal 0 mas de una
sal de sodio, potasio, amonio, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, calcio, litio, rubidio o

cesio, acido etilendiamintetraacético, acido hidroxietilendiamintriacético, acido
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dietilentriaminopentaacético, acido nitrilo triacetico o etanol diglicina, una sal de amonio o de
metal de una variedad de un &cido organico, como &cido citrico, acido galactérico, acido
gluconico, acido glucoheptoico, acido glucérico, acido glutarico, acido glutamico, acido tartarico
y &cido tartrénico) fue adicionado. Se mantuvo una temperatura de 65,56°C durante la posterior
adicion de carbohidrato o agente quelante. Los componentes se mezclaron durante 6 horas, se
colocaron en un recipiente adecuado durante 4 dias. El sobrenadante se eliminé luego y el pH se
ajusto con aproximadamente 1-3 partes de una base fuerte. Los componentes se mezclaron
durante 1 hora, se dejaron sedimentar en un recipiente adecuado durante 45 dias a una
temperatura de 26,7-29,4 °C, se elimino el sobrenadante, el liquido se bombed a través del

separador y se filtrg a través de un filtro de 100 mallas.

En cada uno de los siguientes ejemplos, donde una composicién acuosa que comprende
la composicion semi-humica y un NDRS, el NDRS usado es SP-1y puede prepararse como se

describe a continuacion.

SP-1 se puede preparar agregando 14 partes (en peso) de mineral de leonardita seco a 52 partes
de agua, previamente calentadas a una temperatura de 85 °C. Se agrega un carbohidrato o una sal
de metal carboxilato tal como tartrato de potasio (16 partes en peso) y se mezcla durante 2-3
horas. La composicién liquida se oxigena durante 270 minutos y se afiaden 10 partes de una base
fuerte seguido de la eliminacion de los componentes insolubles de mineral de leonardita. La
composicion liquida se aislo luego y se ajustd el pH con 1 parte de base fuerte. SP-1 se puede
usar para hacer la composiciéon de Ag-3FL que se describe a continuacion.

En cada uno de los siguientes ejemplos, los suelos utilizados se muestran en la tabla a

continuacion.

Ubicacién Nombre de la % de % de | %de % de pH
serie de suelo arena limo arcilla materia
organica

Ohio Lodo limoso 32.7 41.9 25.4 2.5 6.5

Crosby y lodo
arcilloso limoso

Brookston

Wisconsin Lodo arcilloso 20 40 40 41 6.6
limoso Milford

California Lodo arcilloso 29 25 46 1.1 7.7
Panoche

Indiana Lodo arcillososo 31 48 21 2.0 6.6

limoso tratado y
lodo limoso Croshy
Tulare Marga Colpien 39 44 17 3.1 7
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Ubicacién Nombre de la % de % de | %de % de pH

serie de suelo arena limo arcilla materia
organica

Kern Marga Exeter 66 21 13 0.58 6.2
Sandy

Fresno Marga arcillosa 29 41 30 0.37 7.9
Cerini

Monterey Marga arcillosa 31 41 28 1.1 7.4
Pacheco

McCurdy Acrcilla Tranquillity | 9 32 60 1.6 7.8

Ejemplo 1: Envejecimiento de 45 dias de AG-3FL resultados en un aumento en la

fraccion de tipo fulvico
Introduccion
El proceso AG-3FL es resumido en la Figura 1.
Métodos
Fraccion de tipo falvico

Los extractos de leonardita y otras sustancias humicas se definen como &cido himico,

acido falvico o humin segun las siguientes definiciones operacionales®:
1. Acido hiimico: la base extraida, fraccion de acido precipitado
2. Acido fulvico: la fraccion extraida de base, soluble en écido
3. Humin: la base extraida, fraccion insoluble

El Método de &cido himico CDFA2 es actualmente el tnico método ampliamente
aceptado para cuantificar el acido himico y esta disponible para los clientes en algunos
laboratorios de suelos y fertilizantes. En el método de &cido himico CDFA, las fracciones Acido
flavico y Humin se descartan. Durante el periodo de envejecimiento de 45 dias de AG-3FL, se
cuantifico la fraccion de tipo Fulvico, la fraccion similar a la extraccion de acido falvico de una
sustancia humica genuina. La fraccion de tipo falvico se midié en base al sobrenadante después
de la acidificacién y centrifugacién de la muestra. Esta fraccion, asi como las fracciones Hamica
y Humin se conocen como tipo humica, tipo humin y tipo fulvica porque la solucion inicial
contiene mas que solo materia organica humificada. Como es tipico del método acido humico
CDFA, la fraccion de tipo falvica se midio como un porcentaje de peso seco de la muestra

original.

Resultados
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Aumento de la fraccion de tipo falvico en la escala de produccién

La composicion resultante después del proceso de 45 dias se llama Ag-3FL. La fraccion
de tipo fulvico se cuantifico al comienzo y al final del periodo de envejecimiento AG-3FL de 45
dias usando el Método Acido Himico CDFA como se describe en Métodos. La Figura 2
contiene resultados de tres lotes de AG-3FL. Las desviaciones estandar y los valores de p que se
muestran en la Figura 2 se basan en cuatro preparaciones independientes al comienzo y al final
del proceso de envejecimiento de 45 dias para cada lote. El porcentaje de aumento en el
componente de tipo fulvico se representa en unidades de peso/peso de la muestra original.

Los resultados de tres lotes muestran un aumento promedio de 5,7% + 2,3% (p/p) de

fraccion de tipo falvico durante el periodo de envejecimiento de 45 dias.
Validacion a escala de laboratorio

Seis muestras duplicadas fueron recolectadas en frascos de 16 oz. al comienzo del
proceso de envejecimiento. En tres puntos de tiempo (inicial, 20 dias, 45 dias), dos jarras se
homogeneizaron vigorosamente y luego se centrifugaron a 4500 rpm durante 12 minutos. El
residuo que queda después de la centrifugacion (centrifugado) y el sobrenadante se aislaron, se
combinaron y se fraccionaron con el Método Acido Himico CDFA. En lugar de determinar la
fraccion de tipo falvico en peso por peso, cada fraccion humica se cuantifico en una base de %
de Carbono (Carbono/Peso). Al medir y comparar el aumento en una base de peso de carbono, se
eliminan todos los artefactos que pueden haber aparecido al medir en base p/p
(inorgénico/ceniza). El método analitico descrito esté disponible comercialmente en Huffman

Labs y fue codesarrollado con el USGS.

Los resultados de la Figura 3 muestran un aumento absoluto de 1,5 % de carbono que
equivale a un aumento porcentual de aproximadamente 31 % de carbono para la fraccion de tipo
falvico del sobrenadante y el concentrado combinados durante el periodo de envejecimiento de
45 dias. La fraccién de tipo himico permanece bastante estable, mientras que la fraccién de tipo
humin pierde 1.3 % de carbono o una disminucion porcentual de 74 % de carbono. Esto muestra

que la composicion Ag-3FL tiene un componente de humina de bajo peso molecular.

La Figura 4 muestra que el aumento en la fraccion de tipo fulvico se capta claramente en
el sobrenadante, lo cual es de esperar ya que la fraccidn de tipo falvico es soluble en agua. Este
aumento corresponde a una disminucion en la fraccion de tipo humin del Centro (Figura 5). Los
valores de ANOVA F fueron mayores que F criticos con una alfa de 0.05 para los resultados de
tipo fulvico y humin dentro de los grupos en la Figura 3 y entre los grupos para las Figuras 4 y 5.
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Las Desviaciones estandar mostradas en las Figuras 3, 4 y 5 se basan en ejecuaciones

cuadruplicadas de la misma muestra en un analizador de carbono total.
Conclusion

El envejecimiento de 45 dias de AG-3FL da como resultado un aumento en la Fraccion
de tipo fulvico, y proporciona asi una composicién semi-himica, que se puede obtener a partir
de mineral de leonardita, que tiene un componente de humina de bajo peso molecular. Hay
evidencia para apoyar que una conversion, recombinacion de carbono o alguna otra
transformacion de la fraccion de tipo humina en el residuo del proceso de envejecimiento se

correlaciona con el aumento en la fraccion de tipo fulvico en el sobrenadante.
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Ejemplo 2: Caracterizacion molecular de AG-3FL, AG-3FL pre-envejecido y un extracto

humico estandar

La espectrometria de masas de resonancia ion-ciclotrén con transformada de Fourier
(FTICR-MS) es una poderosa herramienta para la caracterizacion molecular de mezclas
organicas complejas. La resolucion de masa ultra alta y la precision de masa de FTICR-MS
permiten la identificacion de composiciones elementales para miles de especies, con una minima
preparacion de muestras. Para iones con carga Unica de <700 Da, se pueden asignar formulas
moleculares no ambiguas directamente a partir de la masa medida si se puede lograr una
precision de masa de ~1 ppm. En este ejemplo, AG-3FL pre-envejecido, AG-3FL y un extracto

hdmico estandar se caracterizaron con FTICR-MS.
Métodos

Preparacién de muestra e instrumentacion. Cada muestra se procesé en los modos de
ionizacion por electrospray positiva y negativa (ESI) e ionizacion por desorcion laser (LDI)
positiva y negativa. Debido a la baja intensidad de iones resultante de LDI positivo, esos
espectros no fueron procesados. Para ESI, las muestras se diluyeron al 0,01% (v/v) en una
solucion de acetonitrilo y agua 1:1 (v/v). Para LDI, se coloc6 una gota de muestra en una placa
LDI de acero inoxidable y se dej6 secar durante aproximadamente una hora. Las muestras se

corrieron luego en un 15T SolariXR FTICR-MS (Bruker Daltonics) que se calibro externamente
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con soluciones de calibracion estandar. Las condiciones de origen de ESI'y LDI se muestran en

las Tablas 1y 2.
Tabla 1
Veloci Compensa L . Temp.
. dad de Voltaje cion de la Presu_Jn del | Flujo de de FID
Polaridad . ) : nebulizador | gas seco Trans
flujo | capilar (V) | placa final (bar) (L/min) secado iente
(ul/hr) V) (O
ESI Positivo | 120 4500 -500 0.5 4 180 4M
ESI 120 4500 500 05 4 180 | 4M
Negativo
Tabla 2
Co”!'?en Placa Potenc | Disparos/ | Caminata
. . sacion . S FID
Polaridad | Laser deflectora | ia del escaneo inteligente :
de placa . , Transiente
V) V) laser | del Laser (um)
LDI Yag/N
: d, 351 -100 -200 30% 100 500 4AM
Negativo am

Analisis de los datos. Los espectros posteriores a la adquisicion se calibraron
internamente utilizando valores m/z determinados inequivocamente, incluidos los grupos de
carbono que se identificaron manualmente. Luego se filtraron las listas de masas para excluir
cualquier pico por debajo de un umbral de sefial a ruido de 9. Ademas, solo se usaron masas en
el rango de 120-500 m/z para determinar formulas moleculares ya que la precision de masa es
mas alta en el rango de masa inferior para FTICR- SRA. Para generar férmulas moleculares, el
error maximo permitido entre el m/z medido y el tedrico de la formula molecular calculada se
establecio en 1,0 ppm. Ademas, las formulas moleculares calculadas se cribaron para excluir las
proporciones de oxigeno a carbono de méas de 1,5y las relaciones de nitrégeno a carbono de
menos de 0,6, ya que es poco probable que ocurran en la materia organica natural. Los puntos de

corte O/C y N/C fueron similares a los determinados por Stubbins, et al. (2010)2.

Muestras. Las muestras en la Tabla 3 a continuacion se analizaron mediante los métodos
descritos anteriormente. Para cada tipo de muestra, se analizaron tres lotes por separado. Los tres
lotes de HA y AG-3FL se produjeron en la escala de produccion. Los lotes AG-3FL pre-

envejecidos se produjeron en el laboratorio como se describio previamente en el Ejemplo 1.
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Tabla 3

Tipo de o
Descripcion
muestra
HA Extracto humica disponible comercialmente, estandar

AG-3FL pre- AG-3FL al inicio del proceso de envejecimiento de 45

envejecido dias.
AG-3FL AG-3FL al final del proceso de envejecimiento de 45
dias.

Se determino que las formulas moleculares consistentemente identificadas en los tres
lotes asociados con cada tipo de muestra eran caracteristicas para el tipo de muestra. Si se
identificd una formula molecular en solo uno o dos de los tres lotes por tipo de muestra, la
férmula no se considerd caracteristica de ese tipo de muestra y no se le asigno. Las diferencias
observadas en los lotes dentro de los tipos de muestra se atribuyeron a la materia prima y la

variabilidad del procesamiento.
Resultados

La Tabla 4 a continuacion muestra el nimero de formulas moleculares asignadas a cada
tipo de muestra. El proceso de envejecimiento de 45 dias, que da como resultado AG-3FL,
produce mas formulas moleculares en comparacion con la muestra AG-3FL pre-envejecida. Para
los tres tipos de muestra combinados, se identificaron un total de 2030 férmulas moleculares,

con la mayoria de las asignadas a HA.

Tabla 4

Tipo de muestra | Numero de formulas moleculares
(120-500m/z)

HA 1184
AG-3FL pre- 226
envejecido
AG-3FL 620

La Figura 17 muestra un diagrama de Venn que muestra el nimero de férmulas
moleculares superpuestas y Unicas asignadas a cada tipo de muestra. Solo 52 de las formulas

moleculares de 2030 se comparten sistematicamente entre todos los lotes de HA y AG-3FL pre-
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envejecido y Ag-3FL. Ademas, a AG-3FL se le han asignado 441 férmulas moleculares Unicas

gue no estan consistentemente presentes ni en AG-3FL pre-envejecido ni en HA.

Las formulas moleculares determinadas por FTICR-MS pueden clasificarse en clases de

compuestos, con cierta superposicion, de acuerdo con las proporciones de oxigeno a carbono e

hidrogeno a carbono*. Los limites de clasificacion de los compuestos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5

Tipo de compuesto Relacion | Relacion

H:C 0O:C
Lipido, proteina y otros alifaticos (LPOA) | 1.5-2.2 | 0-0.67
Lignina 0.7-15 | 0.1-0.67
Aromatico condensado 0.2-0.7 | 0-0.67
Carbohidrato 15-24 |0.67-1.2
Hidrocarburo insaturado 0.7-1.5 |0-0.1

La Tabla 6 clasifica las formulas moleculares asignadas en clasificaciones compuestas

como un porcentaje de las formulas moleculares totales, para cada tipo de muestra. EI nimero

real de formulas moleculares asignadas se presenta entre paréntesis. Los porcentajes de

clasificacion de compuestos para el tipo de muestra HA son claramente muy diferentes en

comparacion con AG-3FL Pre-Envejecido y AG-3FL. HA tiene un mayor porcentaje de lignina,

hidrocarburo aromatico condensado e insaturado. Ademas, HA tiene solo 1 férmula molecular

asignada en la clase de carbohidratos.

Tabla 6*
) o Aromatico ] ] No
Tipo de Lignin Carbohidrat | Hidrocarbur ]
LPO condensad ) categorizad
muestra a 0 0 insaturado
A 0 0
HA 25.5% | 26.6% 28.1% 0.08% 12.2% 9.54%
(302) | (315) (303) (1) (144) (113)
AG-3FL
pre- 54.0% | 7.96% 18.6% 5.75% 1.76% 12.8%
envejecid | (122) (18) (42) (13) 4 (29)
0
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58.7% | 10.5% 12.4% 4.67% 2.90% 11.7%
(364) (65) (77) (29) (18) (73)

AG-3FL

* Los porcentajes de las clasificaciones de los compuestos para cada tipo de muestra no suman

100% debido a la superposicion de los limites de clasificacion de los compuestos

Los porcentajes de clasificacion de compuestos para AG-3FL son mas similares a AG-
3FL pre-envejecidos que a HA. Sin embargo, el 441 o el 71% de las formulas moleculares
asignadas para AG-3FL son Unicas. La clasificacion de los compuestos de las formulas
moleculares Unicas asignadas a AG-3FL se muestran en la Tabla 7. Més de la mitad de las

férmulas Unicas asignadas a AG-3FL se clasifican en la clase LPOA (lipidos, proteinas y otras

alifaticas).
Tabla 7*
Tipo de o Aromaético ) Hidrocarburo No
LPOA | Lignina Carbohidrato | )
muestra condensado insaturado | categorizado
441 Férmula
56.2% | 10.4% 13.6% 3.85% 3.62% 13.1%
AG-3FL
_ (248) (46) (60) (17) (16) (58)
Unica

* Los porcentajes de las clasificaciones de los compuestos para cada tipo de muestra no suman

100% debido a la superposicion de los limites de clasificacion de los compuestos

La Figura 18 es un ejemplo de espectros positivos ESI de una serie de metilacion de clase
LPOA asignada exclusivamente a AG-3FL. Los 2 picos que se muestran tienen formulas
moleculares calculadas que estan dentro de £+ 0.1 ppm de error, en comparacién con el m/z
medido. La diferencia de masa medida entre los 2 picos en la Figura 3 (222.18286 - 222.14644)
es 0.0364, que es un sello distintivo del reemplazo de O/CHa. La estructura real de las formulas

moleculares no puede determinarse ya que hay muchos isémeros posibles.

Comparado con los espectros crudos, los diagramas de Van Krevelen son una
representacion visual mas conveniente de los datos FTICR-MS. Cada punto en un diagrama de
Van Krevelen representa una formula molecular con una relacion H:C y O:C definida. La Figura
19A muestra un diagrama de Van Krevelen de AG-3FL como se describe en este documento. En
la figura 19B, se muestra un diagrama de Van Krevelen que incluye datos de AG-3FL, AG-3FL
prea Edad y tipos de muestra HA. Se define la region LPOA, que contiene la mayoria de las

férmulas moleculares Unicas asignadas a AG-3FL.
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Conclusién

La resolucion ultra alta y la precision de masa de FTICR-MS han permitido la
identificacion de formulas moleculares entre m/z 120-500 en tres lotes representativos de AG-
3FL pre-envejecido, AG-3FL y HA. Al asignar formulas moleculares que estan consistentemente
presentes en los 3 lotes para cada tipo de muestra, se caracterizaron las muestras. Los resultados
muestran que Ag-3FL y AG-3FL Pre-Envejecido tienen menos formulas moleculares asignadas
y porcentajes de clasificacién de compuestos muy diferentes en comparacion con HA. Ademas,
AG-3FL tiene méas formulas moleculares asignadas en comparacion con AG-3FL pre-
envejecido. Finalmente, aunque los porcentajes de clasificacion de los compuestos eran algo
similares en AG-3FL y AG-3FL pre-envejecidos, 441 formulas moleculares Unicas se asignan a
AG-3FL, de las cuales mas de la mitad son de la clase LPOA. Como puede verse en la Figura
19B, la composicion molecular del AG-3FL envejecido es diferente tanto del AG-3FL
envejecido como del acido himico (HA). Se contempla que al menos algunos de los efectos
beneficiosos del material semi-humico descritos en la presente memoria se deben a la

composicion molecular del AG-3FL envejecido.
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Ejemplo 3: Volatilizacion de amoniaco y mineralizacion de nitrogeno

Se desarrollé un ensayo de cdmara de suelo dindmico y cerrado para medir tanto la
volatilizacion del amoniaco del suelo como el contenido de nitrogeno mineralizado en el suelo.
Varios tratamientos se combinaron con urea, se aplicaron a tasas relevantes de campo y se

evaluaron.
Métodos

Se prepar6 una formulacion que contenia AG-3FL de la siguiente manera:

Nombre Materiales constituyentes (por peso)
SP-4 5% de Ag-3FL
95% de SP-1

Se tamizaron 100 gramos de suelo de Limo arcilloso Panoche con una densidad aparente
de aproximadamente 1,4-1,6 g/cm?® y se colocaron en un recipiente hermético provisto de un

septo.

Se utilizo una trampa de &cido borico con indicador para recolectar amoniaco libre.%23 El
flujo de aire en el sistema se control6 cuidadosamente para garantizar la consistencia. La Figura

6 describe el aparato de camara de suelo.

Se afladieron 10 ml de agua al suelo en cada camara y se dejo incubar durante 2 dias. A
continuacion, se aplicaron tratamientos experimentales a las camaras de suelo por triplicado.
Cada 48 horas la trampa de acido se titul6 con HCI diluido para determinar la cantidad de
volatilizacion de amoniaco.?® Una vez que la volatilizacion del amoniaco se redujo a un indice
insignificante, los suelos de cada experimento triplicado se combinaron, congelaron y enviaron a

un laboratorio analitico para cuantificacion de nitrato.
Resultados
Volatilizacion del Amoniaco del Suelo y Mineralizacion de Nitrégeno

Las tasas de aplicacion por diseminacion utilizadas en el ensayo se muestran en la Tabla

8. Se utilizo un total de 33,70 L/ha de cada tratamiento y 168.128 de Urea-Nitrégeno por
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hectarea para representar las tasas de campo esperadas. EI volumen total aplicado a cada camara

de suelo por tratamiento fue de 15 ml y cada tratamiento se realizo por triplicado.

Tabla 8
_ Velocidad de _ ) o
Tratamiento _ Relacion de urea Tipo de aplicacion
tratamiento
Sélo urea -- 168,128 kg de Urea-N/ha diseminacion
Urea + SP-4 33,70 L/ha 168,128 kg. de Urea-N/ha diseminacion
Urea + SP-1 33,70 L/ha 168,128 kg. de Urea-N/ha diseminacion

Los resultados en la Figura 7 muestran que los tratamientos con Urea + SP-4 y Urea +
SP-1 tienen menos nitrato en el suelo después de 216 horas (9 dias), en comparacién con el
tratamiento con Urea. Por otro lado, la volatilizacion de amoniaco de los tratamientos Urea + SP-

4y Urea + SP-1 es casi igual al tratamiento con urea.
Conclusion

Las tasas de aplicacion por diseminacién de SP-4 y SP-1 aplicadas con urea reducen las
concentraciones de nitratos del suelo en mas del 8% después de 216 horas (9 dias), en

comparacion con la urea sola.
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Ejemplo 4: Cambos en la evolucion del didxido de carbono y la inmovilizacion de

nitrégeno con el tratamiento

a. Materiales y métodos
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El suelo superficial se recolectd en tierras agricolas cultivadas. Se eligi6 este suelo
porque representa un suelo tipico utilizado para la produccion de cultivos en los EE. UU. Se
recogio la arcilla de la Tranquilidad y una vez secada al aire, se paso a través de una malla de 2
mm (malla 10). Todo el suelo se homogeneizé en un mezclador de cemento con el mismo peso
de arena fina para aumentar el drenaje. Antes de pesar la tierra en tazas individuales, se coloco
arena GRUESA de 0,3175 cm (85 g) (HCI lavado) en un papel de filtro Whatman Fast Flo en la
parte inferior de la taza y un filtro de café de celulosa entre arena gruesa y tierra (las tazas son
unidades de filtro de vacio Nalgene Rapid Flow de 500 mL con la membrana fina eliminada de
cada uno) Luego se empacaron 435 g de tierra en tazas en la linea de 350 ml para una densidad
aparente de 1,33 g/cc. Se afiadio tierra en 4 incrementos de 109 gramos y una vez que se
empaquetd con un mortero de poliacrilato, la superficie se agitd ligeramente (se escarifico) antes

de que se afadiera el siguiente incremento de 100 g.

Antes de comenzar los experimentos de incubacidn, las muestras se preacondicionaron
con 130 ml de CaCl> 0,01 My se incubaron a 25 °C durante 5 dias. Las tapas se colocan sobre
las copas, pero se apoyan en el borde para permitir el flujo de aire en cada dia de evaluacion
durante 3 horas. Todas las copas se lixiviaron con 400 ml de solucién de CaCl2 0,01 M después

de 5 dias de incubacion y se dejaron drenar durante 2 dias antes de aplicar los tratamientos.
Los tratamientos se enumeran a continuacion:
1) Control solo de agua
2) N @ 45,3592 kg de sulfato de amonio
3) SP-4 @ 10 gpa + 45,3592 kg de N de sulfato de amonio

Ambos tratamientos se mezclan con agua desionizada. Ni agua ni N, solo el control,
recibieron algln otro material, sino que se mezclaron y se tomaron muestras exactamente como
el suelo tratado. Cada tratamiento fue replicado 2 veces. Cada taza tiene una superficie de
0,0075251462 metros cuadrados =~ 0.0000014332 ac. Los tratamientos se agregaron en un

volumen total de 20 ml de solucion a la parte superior de las copas, se dejaron en remojo durante

1 hora y luego se mezclaron en la parte superior de 2,54 cm de tierra.

Las "sondas de CO» Sol Vita" comerciales se colocaron en 2 réeplicas idénticas de copas
similares para cada tratamiento, se cubrieron con una tapa hermética y se sellaron con cinta
aislante alrededor de las tapas para un sello hermético. Cada sonda se eliminé después de 24
horas y la lectura de las sondas se realizé de inmediato. Todas las copas se dejaron abiertas 30

minutos para el intercambio de aire con las condiciones ambientales, luego se insertaron nuevas
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sondas, se cubrieron y se sellaron. Esto se repitio para cada uno de los primeros 6 dias del

experimento.

Se tomaran muestras de tierra en tazas a los 0, 3, 7, 10, 14 dias después del tratamiento
para NOz y NHa. Después de cada semana, se reemplazaron 20 ml de agua DI para cubrir la
pérdida por evaporacion en los ultimos 7 dias. Las muestras de suelo se llevaron a un laboratorio
comercial el dia en que se tomaron muestras de las tazas y se secaron a 130 °. El nitrato y el
amonio se extrajeron con KCI 2M y se analizaron a través de un analizador de inyeccion de

flujo.
Resultados y discusion

Con solo 2 réplicas, los resultados fueron mas variables que los preferidos, pero adn asi
mostraron relevancia estadistica al nivel P = 0.10 y/o fuertes tendencias numéricas.
Significativamente se emitio mas CO; a través de la respiracion microbiana en las copas tratadas
SP-4 + N que en el fertilizante solo durante los 6 dias de la prueba, Figura 8. Esto es un aumento
del 25.9% que muestra una estimulacién decidida del tratamiento. EI CO2 alcanz6 un maximo de
4 DAT con el tratamiento SP-4. Hubo un aumento del 60% en CO> evolucionado en este pico de
lectura. EI aumento de CO2 medido indica un mayor crecimiento microbiano que requiere N

adicional para los microbios.

Los resultados del andlisis de N en suelo se correlacionaron con los aumentos de COg,
como se muestra en la Figura 9. En el muestreo de 7 dias, el nitrato con el tratamiento SP-4 fue
significativamente menor que el fertilizante solo. EI amonio también se redujo con el tratamiento
SP-4, coincidiendo con el aumento de la actividad microbiana. Esto se espera cuando aumenta el
crecimiento microbiano, puesto que los microbios sacan el nitrégeno del suelo para su
metabolismo (inmovilizacién). A los 10 dias, el amonio todavia estaba un poco por detras del
nivel de fertilizante y el nivel de nitrato habia aumentado ya que los microbios del suelo ahora
tienen mas N disponible para mineralizar de lo que se habia inmovilizado en los primeros dias
después del tratamiento. Los niveles de nitrato y amonio son iguales a los 14 dias después del

tratamiento, por lo que no hay falta de nitrégeno disponible para el cultivo.

Ejemplo 5: Efectos de NDRS en los niveles de fésforo (P) y nitrogeno en el suelo

superficial

Se encontro que la probabilidad de escurrimiento del fésforo del suelo esta estrechamente
correlacionada con las pruebas estandar de suelo agricola apropiadas para el rango de pH del
suelo (Bray u Olsen). Recientemente se descubrid que el contenido de P en los 2 cm superiores
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de suelo predijo la cantidad de fosfato reactivo disuelto (DRP o escorrentia P) en la escorrentia
(Bundy, sin fecha). En este ejemplo, estos métodos se usaron para probar el efecto de la

composicion como se describe aqui en la escorrentia de fosforo.
Métodos

Suelo arcilloso de Tranquility se tamizd a 2 mmy se mezclé muy bien con un peso igual
de arena fina para un mejor drenaje. Se colocaron arena gruesa y un filtro de celulosa en el fondo
de cada copa para el flujo de aire. Las tazas son unidades de filtro de vacio de 500 ml Nalgene
Rapid Flow. El suelo se empaquet6 en tazas con un mortero para lograr una densidad aparente de
1,4 glcc.

Antes de agregar tratamientos, las muestras se preacondicionaron con CaCl, 0,01 My se

incubaron a 25°C durante 7 dias.
Todos los tratamientos se agregaron a una superficie del suelo rugosaa 1 cm.
Los tratamientos, replicados 3 veces fueron los siguientes:
1) Sin control de fertilizante (1000 gpa de agua)

2) 18-46-0 @ 560.426 kg/ha (100.877 kg N y 112,085 kg P/ha respectivamente) luego
1000 gpa de agua

3) SP-4 5 gpa + 995 gpa de agua sobre 18-46-0 a 560,426 kg/ha

1.  Se molieron 0,42 g de pepitas 18-46-0 por cada taza en un molinillo de café

portéatil hasta obtener un polvo fino medio.

2. Los granulos de fertilizante en polvo se extendieron uniformemente sobre la

superficie del suelo para los Tratamientos 2 y 3.

3.  Paralos Tratamientos 1y 2, el agua desionizada solo a 7,03 ml/taza (1000 gpa) se

extendié uniformemente sobre la superficie del suelo.

4.  El agua desionizada se mezclé con SP-4 para el Tratamiento 3 y se aplicd como el

N° 3 anterior.

5. Los tratamientos se sentaron en el suelo durante 18 horas, luego comenzaron las

aplicaciones de agua (6 a continuacion).

6.  Para simular una fuerte lluvia, se aplico una solucién diluida de sal de cloruro
mezclada (K, Mg, Na) en 5 incrementos durante 2 horas. Los 300 ml utilizados
para cada taza se aproximaron a 6,35 cm de lluvia.
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7. Los suelos se dejaron equilibrar y secar durante 48 horas.

8.  Paratomar una muestra, las copas se invirtieron en papel de cera y luego se
enderezaron para cada uno de los tres incrementos de profundidad de 2 cm para
ser removidos del que estaba debajo.

9.  Cada uno de los 3 segmentos de profundidad del suelo se analizé para fosfato-P

mediante la extraccion de NaHCOs (Olsen).

Los resultados del andlisis de suelo (Figura 10) indican que SP-4 redujo
significativamente las cantidades de fésforo de la prueba del suelo de la superficie de 2 cm de
suelo en comparacion con el tratamiento de fertilizante Unico. Se ha demostrado que esta prueba
esta altamente correlacionada con el "fésforo reactivo disuelto”, que es el principal problema
para los rios y lagos. La superficie inferior de 2 cm del suelo P indica un potencial de
escurrimiento de P reducido. Se contempla que la unién/interaccion quimica entre el SP-4 y el
fertilizante P aumenta la movilidad de P en el suelo, donde se considera ampliamente que es
inmovil. El aumento de la movilidad del fésforo aumentaria su movimiento hacia el suelo con
agua. Ademas, una cantidad estadisticamente significativa del fertilizante P se redistribuyé a 2-4
cm de profundidad, donde se reconoce que no es un problema importante de escorrentia. El nivel
de P con el tratamiento SP-4 en el nivel de 4-6 cm también se incremento frente al tratamiento
solo de fertilizante. Nuevamente demostrando que el fertilizante P se movié por debajo de la
profundidad susceptible de escorrentia con la aplicacion SP-4. Ambos tratamientos con
fertilizante mostraron un aumento significativo del control de agua. El anélisis de laboratorio
realizado no es suficiente para un calculo del balance de masa de todo el fertilizante P ya que
solo mide el P soluble y ligeramente soluble (grupo labil). Se contempla que la adicion de SP-4
al fertilizante P puede hacer que P se mueva hacia abajo desde el punto de aplicacion y/o que se
cambie su solubilidad. La reduccion del 18% de fosforo en su ubicacion y forma lista para salir

del campo es significativa.

Se observaron resultados similares con amonio, Figura 11, extraidos con KCI 2M. Los
datos de laboratorio indican que el SP-4 elimino cantidades significativas de amonio del suelo
superficial en comparacion con el tratamiento con fertilizantes solamente. Al igual que con el
fésforo, esto reduce el potencial de escorrentia de N. El amonio no se considera facilmente
lixiviable hacia abajo desde la superficie del suelo debido a su interaccion con los sitios de
intercambio de cationes en las particulas del suelo. Se contempla que la union de SP-4 al amonio
y, por lo tanto, limitar las interacciones del sitio de intercambio es la forma mas razonable de

lograr una reduccién del 36% en el nivel promedio de amonio en la superficie del suelo. Parte
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del fertilizante N también se redistribuy6 a una profundidad de 2-4 cm, donde se reconoce que
no es un problema importante de escorrentia. Los niveles de N con el tratamiento son
significativamente mas altos que los fertilizantes solamente. El nivel de N del tratamiento en el

nivel de 4-6 cm fue elevado en comparacion con el estandar y el control del agua.

Al final de este experimento, la nitrificacion significativa del fertilizante N ain no habia
comenzado. Los niveles de nitrato en el suelo no mostraron diferencias entre los tratamientos en

cualquiera de las 3 profundidades.

El rendimiento de SP-4 para reducir tanto el fosfato como el amonio en la profundidad
susceptible de 0-2 cm mas propensa de la columna de suelo es un fuerte indicador de su
capacidad para reducir la escorrentia de fertilizantes por lluvias intensas o riegos en situaciones

de campo.
Referencias
Bundy, L.G. (Sin fecha). http://www.soils.wisc.edu/extension/materials/P_Understanding.pdf

Ejemplo 6: experimentos de campo en maiz para medir el contenido de gas de

amoniaco y nitrégeno de grano

Este experimento de campo involucré al maiz cultivado en el campo utilizando practicas
agricolas estandar usadas en la agricultura de produccion, tratadas con materiales que contienen
la nueva sustancia a diferentes tasas y nitrogeno ureico a diferentes tasas. Se evaluaron las
variables de respuesta relacionadas con la pérdida o conservacion de nitrogeno en el sistema
suelo-planta, incluyendo NH3 desarrollado a partir del suelo, NOs", NH*" en el suelo, asi como el
contenido de nitrégeno en la biomasa y el grano del maiz.

El maiz se sembro en hileras espaciadas 76,2 centimetros en el centro del campo durante
la primavera de 2015 en Ohio (OH) y Wisconsin (WI). En el sitio de Ohio, los suelos consistian
predominantemente en un lodo limoso Crosby con una representaciéon menor de una marga
arcillosa limosa Brookston. En el sitio de Wisconsin, los suelos consistian predominantemente
en un marga arcillosa limosa de Milford y una marga limosa Del Rey. Después de la siembra y
antes de la aparicion del maiz, se realizé una aplicacion superficial mediante rociado en el suelo
de SP-4 y una solucién de urea preparada disolviendo urea en agua en todas las combinaciones a

las siguientes velocidades:
1) N =0, 70,0532, 98,075 kg N/ha, aplicado como urea disuelta en agua; y

2) SP-4 =0, 14,04, 28,08, 56,1682 L/ha.
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Cuando el maiz alcanzo la etapa de seis hojas (V6), los mismos tratamientos se repitieron
como un rocio sobre la superficie del suelo. Hubo 12 tratamientos en total, y la cantidad total de
nitrégeno y SP-4 en cada tratamiento vario de 0 a 196,149 kg/ha'y de 0 a 112,336 L/ha,
respectivamente. El tamafio de la parcela era de 4,572 metros x 15,24 metros y cada tratamiento
se replicd cuatro veces en un disefio de bloques completos al azar. Otros métodos de gestion de

campo siguieron las mejores practicas estandar en uso por los agricultores en cada ubicacion.

En el sitio de Ohio, se midio la volatilizacion de NHz en el tratamiento con urea de
196,149 kg N/ha, con y sin SP-4, un dia después de la aplicacion, usando tubos Drager
(Andnimo, 2011) y una modificacion de los métodos descritos por Pacholski y compafrieros,
2006, y Watkins, 2013. Las copas invertidas colocadas en la superficie del suelo se usaron para
recolectar gas evolucionado. Cada evento de muestreo usé dos tazas para recolectar la
volatilizacién de amoniaco (NH3) durante un periodo de 24 horas en cada parcela. Después de 24
horas, se realizd una medicion de la concentracién de NHz en la copa. La concentracion se
promedio entre las dos copas para producir un valor medio de volatilizacion, en ppm, para cada

parcela.

En el sitio de Wisconsin, en la madurez del grano de maiz, el grano se coseché desde la
mitad de la parcela con una cosechadora. Se analizd y registro el contenido de nitrégeno en el
grano en kg N/ha. El contenido de N en el grano cosechado se calculé midiendo el porcentaje de

nitrogeno en el grano y multiplicando por el rendimiento del grano para cada tratamiento.

El anélisis de varianza (ANOVA) se realizé utilizando el software estadistico Minitab en

cada variable de respuesta.

Una reduccion en la volatilizacién de NH3 se asocio con un tratamiento SP-4 de 56,17 L
por ha, como se muestra en la Figura 12. En el control, la concentracion media de NHsz en la
superficie del suelo fue de 5.51 ppm, pero cuando se tratd con SP-4, la concentracion fue de 4.28
ppm, una reduccion del 22% cuando se aplicdé SP-4. El valor p calculado por ANOVA fue p =
0.2. Este resultado respalda la afirmacion de que Ag-3FL reduce las pérdidas de nitrégeno

debido a la volatilizacion de amoniaco.

El contenido de nitrégeno en el grano se muestra en la Figura 13. Hubo un aumento
lineal en el contenido de nitrégeno del grano en kg por ha con una tasa creciente de SP-4. En
comparacion con el control de urea solamente, la tasa mas alta de SP-4 se asocié con un aumento
de 22,305 kg de N por ha en el grano de maiz. Este resultado fue estadisticamente significativo

al nivel del 5%.
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Ejemplo 7: Experimento de campo en suelo sin cultivo para medir transformaciones

de nitrogeno y lixiviacion

Este experimento se realiz6 en un campo cultivado sin maiz u otras plantas en
crecimiento. De esta manera, los efectos de Ag-3FL en la prevencion del agotamiento de
nutrientes de los suelos podrian examinarse sin el factor adicional de un crecimiento del cultivo
y la absorcién asociada de nutrientes. La intencion era observar las tasas variables de Ag-3FL y

nitrégeno, manteniendo constante la relacién entre ellas.
Disefio experimental
El experimento se realiz6 en un campo en Sheridan, Indiana. Hubo cinco tratamientos.
1. Solo agua (control)
2. 44,93 L/ha de agua con 112,085 kg de urea N/ha (tasa baja)
3. 44,93 L/ha de SP-4 con 112,085 kg de urea N/ha (tasa baja)
4.1123,36 L/ha de SP-4 con 2802,128 kg de urea N/ha (tasa alta)
5. 1123,36 L/ha de agua con 2802,128 kg de urea N/ha (tasa alta)

La baja tasa de urea N se ubicé en el rango de una tasa de emision estandar de nitrogeno
para cultivos de campo, particularmente para una aplicacion dividida. La alta tasa fue pensada
para simular la tasa que se puede encontrar en una aplicacion por franjas, donde el agricultor
aplica el liquido en una franja estrecha, lo que aumenta la concentracion en la franja. En las dos

tasas de urea N, la relacion de SP-4 a urea N se mantuvo constante.
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El disefio experimental fue un disefio de bloques completos al azar con 4 repeticiones.
Antes de la aplicacién, el suelo se labraba como si se estuviera preparando para la siembra de
maiz, pero el experimento se mantuvo libre de cultivos y libre de malezas. El tamafio de la
parcela era de 1,8288 metros x 3,048 metros con buffers de 4 pies entre cada tratamiento. Dentro
de cada parcela, se aplicaron 2 franjas de aplicacion liquida a la superficie del suelo a una tasa
designada. Las franjas se aplicaron con una pluma portatil con 2 boquillas espaciadas a 152,4
centimetros. Cada franja tenia 3,048 metros de largo. Debido a las condiciones de suelo seco, el
dia tres se aplic6 una Unica precipitacion simulada de 0,635 centimetros a cada parcela con un

aspersor portatil y un sistema de medicion.
Mediciones

Mediciones de gas NHs. La volatilizacion de NHs se midi6 en cada gréafico a los diez dias
después de la aplicacion para evaluar las diferencias en la concentracion de NHs en la superficie

del suelo, usando el mismo método que el descrito en el Ejemplo 6.

Nucleos del suelo. Los nucleos de suelo se tomaron a 0-10,16 cm de profundidad en cada
parcela en el pretratamiento, luego a 1, 2, 3, 4, 5y 8 semanas después de la aplicacion. Para cada
evento de muestreo, se tomaron 3 ndcleos (un compuesto de ambas franjas) y se combinaron en
una muestra in situ para cada parcela. Estas muestras se congelaron y luego se analizaron para la

concentracion de nitrato (NO3z").

Mediciones de lixiviacion de nitrato utilizando lisimetros. Se instalaron un total de 36
lisimetros (Soilmoisture Equipment Corporation, Goleta, California). En cada parcela se
instalaron 2 lisimetros, cada uno en una ubicacién aleatoria a lo largo de cada franja de
aplicacidn, a excepcion del tratamiento de control, donde solo se instal6 un lisimetro por parcela.
La profundidad del lisimetro en el punto de muestreo fue de 25,4 centimetros debajo de la
superficie del suelo. Hubo ocho eventos de muestreo total durante las nueve semanas posteriores
a la solicitud. Durante cada evento de muestreo, se aplicd vacio a cada lisimetro a 60 centibares,
luego 48 horas mas tarde se recogio el lixiviado liquido y se analiz6 para NOs™. Debido a que los
volumenes de lixiviados dependen de la lluvia y la cantidad de agua del suelo, no se pudieron
extraer volimenes de muestra adecuados durante cada evento de muestreo semanal. Se
obtuvieron muestras adecuadas entre los tratamientos en las semanas 1, 3y 9. Esto se atribuy6 a
la falta de lluvias significativas durante la parte media del experimento. Cada submuestra se
analizo por separado, y los promedios de la gréfica se utilizaron para los analisis estadisticos.
Cuando los valores de ANOVA fueron significativos, se utilizo la prueba de LSD de Fisher para

evaluar las diferencias entre los medios de tratamiento.
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Resultados

La Figura 14 ilustra la reduccion en la liberacion de gas NH3 asociada con SP-4.
Mientras que la concentracion de NHs en la superficie del suelo en el tratamiento control fue de
3.75 ppm, en el tratamiento SP-4, fue de 2.08, una reduccion del 45% en la pérdida de NHas. Este
resultado fue significativo por ANOVA (p = 0.03). Esto respalda la afirmacién de que Ag 3FL
estd asociado con una reduccion en las pérdidas de nitrogeno debido a la volatilizacion de

amoniaco.

Con respecto a la reduccion en el NOz del suelo (Figura 15), durante las primeras 1-2
semanas después de la aplicacion, los niveles de nitratos del suelo fueron similares entre los tres
tratamientos. A medida que avanzaba la nitrificacién, los dos tratamientos que contenian urea
mostraron niveles aumentados de NOs en el suelo en comparacion con el tratamiento con SP-4.
En la semana 4 y la semana 8, el tratamiento con SP-4 tuvo niveles de nitratos del suelo

significativamente menores frente a la urea sola (p < 0.05, p < 0.18, respectivamente),

mientras que en la semana 5, no fueron significativamente diferentes.

Los resultados del muestreo de suelo representados en la Figura 15 mostraron que las
concentraciones de nitrato SP-4 en las semanas 4 y 8 fueron aproximadamente 20 ppm menores
que las del tratamiento con urea solamente, una reduccién del 25% o mas. El hecho de que el
efecto no fue significativo en la semana 5 parece debido a la variabilidad en el resultado SP-4.
Esto respalda la afirmacion de que Ag-3FL esta asociado con la reduccidn en los niveles de
nitratos del suelo y, por lo tanto, la reduccidn de las pérdidas por lixiviacion del nitrato en el

suelo.

Con respecto a la lixiviacion de nitratos, las muestras de las semanas 1 y 2 no mostraron
diferencias significativas entre los tratamientos. Esto se juzgd debido al tiempo requerido para
que la urea se convierta en nitrato y luego se mueva hacia abajo en el perfil del suelo. Sin
embargo, en la semana 9, se observaron diferencias significativas entre los tratamientos Figura
16. La concentracion media de nitrato para el tratamiento de control (sin aplicacién de urea o SP-
4) fue de 106 ppm, mientras que el nivel de la tasa baja de urea con SP-4 fue de 170 ppm Estos
dos valores no fueron significativamente diferentes segun la prueba de Fisher. A una baja tasa de
urea, el tratamiento SP-4 redujo significativamente la lixiviacion de nitratos de 320 ppm a 170
ppm, mientras que a una alta tasa de urea, SP-4 nuevamente se asocio con una lixiviacion
reducida (413 ppm con SP-4 frente a 525 ppm sin), también un resultado estadisticamente
significativo. Estos resultados respaldan la afirmacion de que AG-3FL reduce la lixiviacion de

nitratos en suelos agricolas.
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Ejemplo 8: Efecto de AG-3FL y SP-4 en pozos de nitrogeno en el suelo

Los efectos de AG-3FL y SP-4 sobre la concentracién de nitratos del suelo y el carbono
de biomasa microbiana se probaron en un entorno controlado. Se contempl6 que una aplicacion
Unica de AG-3FL o SP-4, combinada con fertilizante de nitrégeno, reduciria la concentracion de
nitrato del suelo debido a la acumulacion temporal de N como resultado de una mayor biomasa

microbiana del suelo.
Materiales y métodos

Se realiz6 una incubacion de laboratorio de bioensayo durante el cual se agregé un
fertilizante de nitrogeno (sulfato de amonio equivalente a 112,085 kg N ha™) en un suelo
preacondicionado (14 dias), en comparacion con el mismo suelo aplicado con la misma cantidad
de fertilizante N , mas AG-3FL a 2,25 L/ ha 0 SP-4 a 44,93 L ha* (tres tratamientos en total). El
experimento incluyo cuatro réplicas por tratamiento. Los tratamientos se mezclaron con tierra, se
colocaron en tazas pequefias y las muestras se incubaron a 23 °C. Las submuestras se tomaron
los dias 7, 14, 28 y 42 después de la aplicacion y se midieron las concentraciones de nitrato y
carbono de biomasa microbiana en el suelo. La biomasa microbiana se midié mediante el

método de extraccion de fumigacion con cloroformo.
Resultados y discusion

A los 7 dias después de la aplicacidn, la concentracion de nitrato del suelo asociada con
el tratamiento AG-3FL fue de 74,2 ng NOs™ -Ng suelo™, una reduccion significativa (p = 0,10)
en comparacion con el control de solo N, que tenia una concentracién media de nitrato de 82.1
ng NOs™ - N g suelo™. Esto represent una reduccion del 9,6% en la concentracion de nitrato del
suelo asociada con AG-3FL (Figura 20A). Ademas, a los 14 dias después de la aplicacion, AG-
3FL se asoci6 con un aumento del 73% en el carbono de biomasa microbiana. El resultado del
tratamiento con N* AG-3FL fue de 158,6 pug-C g de suelo™, mientras que el resultado del

tratamiento con solo N fue de 91,6 ug-C g de suelo (Figura 20B).

En el mismo experimento, 14 dias después de la aplicacion, la concentracion de nitrato
del suelo asociada con el tratamiento SP-4 fue de 77.9 ug NO3z - Ng suelo™, en comparacion con
el control solo N, que tenia una media de 89.8 ng NO3™ - Ng suelo™, una reduccion del 13.3%,
que fue significativa a p = 0.10. En la misma fecha de muestreo, SP-4 se asoci6 con un aumento
significativo (p = 0,10) en el carbono de biomasa microbiana. La media del carbono de biomasa
microbiana fue 130.9 pg-C g suelo™ en el tratamiento SP-4 vs. 91.6 pg-C g suelo™ en el
tratamiento de N solamente (Figura 21A y 21B), un aumento de 43%. Este estudio apoya la
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hipdtesis de que el mecanismo para reducir las concentraciones de nitratos en el suelo fue el

aumento de la inmovilizacion microbiana del nitrato del suelo.
Ejemplo 9: Efecto en los niveles de nitratos y lixiviacion de nitratos en tierra no cultivada

Lo siguiente muestra el efecto de dos composiciones descritas en este documento sobre
los niveles de nitrato tanto en el suelo como en el lixiviado. Este experimento se realiz6 en un
campo cultivado sin cultivos en crecimiento, por lo que los efectos de Ag-3FL y SP-4 podrian
examinarse sin los efectos de un cultivo en crecimiento que afecta la respuesta ciclica al

nitrégeno.
Disefio experimental

El experimento se replicd en dos ubicaciones (Frankfort, IN y Sheridan, IN). Los

siguientes tres tratamientos fueron empleados:
1. Solo agua (control)
2. 112,085 kg de nitrato de amonio y urea (UAN) N/ha
3. 112,085 kg UAN N/ha con 11,3652 L SP-4/45,3592 kg N

El disefio experimental fue un disefio de bloques completos al azar con cuatro
repeticiones. Antes de la aplicacion, el suelo se labraba como si se estuviera preparando para la
siembra de maiz. Las parcelas se mantuvieron libres de vegetacion durante todo el experimento.
El tamafio de la parcela era de 1,8288 metros x 4,572 metros con buffers de 1.2192 metrosentre
las parcelas. Dentro de cada parcela, dos franjas de aplicacién liquida, cada una de 25,4
centimetros de ancho, se aplicaron con una pluma manual con dos boquillas espaciadas a 152,4
centimetros de distancia y recorrieron los 4,572 metros de longitud de la parcela. No se aplico
riego y la Unica agua que recibid el experimento provino de la lluvia ambiental que se registro

diariamente.
Metodologias
Nucleos del suelo

Los ndcleos de suelo se tomaron a dos profundidades, de 0 a 10,16 y de 10,16 a 20,32
centimetros, en cada parcela en el pretratamiento, y luego semanalmente durante 10 semanas
después de la aplicacion. En cada evento de muestreo, se tomaron seis nucleos (un compuesto de
ambas franjas en cada parcela) y se combinaron en una muestra in situ para cada parcela en cada

profundidad. Las muestras se congelaron inmediatamente y luego se analizaron para determinar
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la concentracion de nitrato. Un promedio de las dos profundidades fue el parametro utilizado

para el andlisis.
Mediciones de lixiviacién de nitrato utilizando lisimetros

Los lisimetros de succién (SoilMoisture Equipment Corporation, Goleta, California) se
instalaron para medir el nitrato lixiviable. En cada parcela, se instalaron dos lisimetros, uno al
azar a lo largo de cada franja de aplicacion. La profundidad de los lisimetros era de 25,4
centimetros debajo de la superficie del suelo, con la ventosa colocada directamente debajo de la
franja de aplicacion. Se recogieron muestras despues de eventos de lluvia lo suficientemente
significativos como para producir un volumen suficiente de lixiviado. Durante cada evento de
muestreo, se aplico vacio a cada lisimetro a 60 centibares, luego 24 a 48 horas después, se
recogio el lixiviado liquido y se analizaron los nitratos. Cada submuestra se analiz6 por
separado, y los medios de la gréfica se utilizaron para los analisis estadisticos.

Mediciones de volatilizacion

La volatilizacion del gas NHz y NOx se midi6 usando el método del tubo Drager descrito

en el Ejemplo 5.
Analisis estadistico

Los resultados para el suelo y el nitrato de lixiviado se analizaron en un ANOVA de
medidas repetidas y se empled la prueba LSD de Fisher para evaluar las diferencias entre los

medios de tratamiento.
Resultados

Ambas concentraciones de nitrato del suelo y lixiviados se redujeron cuando SP-4 se
aplico con UAN. Los datos del suelo de Frankfort, IN encontraron que la adicion de SP-4 se
asocio con una disminucion del 12,3% en las concentraciones de nitratos en el suelo. Como se
ilustra en la Figura 22, los promedios de nitratos del suelo durante la temporada para UAN y
UAN + SP-4 (11,36 L) fueron 52.2 y 45.8 ppm, respectivamente. Esta diferencia se mantuvo

durante la temporada de crecimiento (P <0.01).

Los resultados de lixiviacion medidos a partir de los lisimetros también muestran que SP-
4 reduce las concentraciones de nitratos en el suelo y las pérdidas por lixiviacion (Figura 23). En
Sheridan, IN se encontré que la adicion de SP-4 se asoci6 con una reduccion del 27,2% en la
concentracion de nitratos en el lixiviado. Las concentraciones medias de lixiviados durante la

temporada para UAN y UAN + SP-4 (11.36 L) fueron 85y 61.9 ppm, respectivamente. Se

-50-



observaron eventos de lluvia significativos dentro de los siguientes dos meses. Despues de
ambos eventos de lluvia, el tratamiento que contiene SP-4 tuvo una menor concentracion de
nitratos que el control de UAN. Las concentraciones medias de nitratos a lo largo de todo el
periodo de muestreo fueron significativamente menores con SP-4 (P <0.01) que con el control
UAN.

No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos UAN y UAN + SP-4
para NHz o NOx, por lo tanto, se concluyé que las reducciones de nitrato observadas no fueron
influenciadas por las pérdidas gaseosas. Este ejemplo demuestra claramente que Ag-3FL y SP-4
reducen consistentemente y de manera efectiva las concentraciones de nitratos en el suelo, y
reduce la lixiviacion posterior en las aguas subterraneas en el suelo de un sitio agricola. El efecto

esta claramente relacionado con las interacciones en el suelo asociadas con la aplicacion SP-4.
Ejemplo 10: Efectos de SP-4 en el suelo y en la acumulacion de nitrégeno en el maiz
Materiales y métodos
Seleccidn de sitio y aplicacién del tratamiento

Se seleccionaron campos de produccion para ocho ubicaciones en Corn Belt. El tipo de
método de aplicacion de fertilizacién (difusion y/o acuchillado) diferia un tanto en las ocho
ubicaciones, de acuerdo con las préacticas locales. Casi todo el fertilizante de nitrogeno se aplicd
en forma de nitrato de amonio y urea (UAN). Dos aplicaciones usaron urea como fuente de
nitrogeno. La aplicacion promedio de fertilizante N en las ocho ubicaciones fue de
aproximadamente 201,753 kg N/ha. En el momento de la fertilizacién con nitrégeno, SP-4 se

mezclé en tanque con la UAN en el sitio de acuerdo con la lista de tratamiento a continuacion.
Tratamientos:

1) Practicas estandar de cultivo (todas las practicas de manejo, incluidas las tasas de
fertilizacion nitrogenada, el manejo de plagas, etc., de acuerdo con la practica local para la

produccién de maiz en cada sitio especifico)

2) Préacticas estandar del cultivador + 11,3652 L de SP-4 por 45,3592 kg de nitrégeno

aplicado

3) Précticas estandar de cultivo + 11,3652 L de SP-4 por 45,3592 kg de nitrogeno

aplicado

Muestreo de suelo
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Una vez que se establecieron los limites de la parcela, se seleccioné un conjunto de 9 o
12 puntos, dependiendo de la ubicacion, dentro de cada parcela de tratamiento en cada
ubicacion. El suelo se muestred desde una profundidad de 0 a 15.24 centimetrosdentro de 0.3048
metros 0 0,6096 metrosde cada uno de los puntos. El suelo de cada una de las ubicaciones de los
puntos de tratamiento se mezclé para formar una muestra compuesta de suelo de cada
tratamiento. Se tomd una muestra de suelo previa al tratamiento para cada tratamiento antes de
cualquier fertilizacion para establecer las concentraciones de nitrato en el suelo (NOs”) y amonio
(NH4"). Después de cada aplicacion de fertilizante, los suelos se recogieron aproximadamente
una semana después de la aplicacion, y posteriormente cada dos o tres semanas durante la
temporada de crecimiento desde las mismas ubicaciones marcadas para cada tratamiento. Las
ubicaciones en las que se aplicaba una vestimenta lateral de mitad de temporada de UAN
directamente en el suelo mediante un aplicador de cuchillas, se recolectaron muestras de suelo
aproximadamente 5,08 centimetros a cada lado de la banda de aplicacion. Las muestras de suelo

compuestas se analizaron para la concentracion de nitrato y amonio.
Determinaciones de la materia seca de la planta y del contenido de nitrogeno

Se recolectaron un total de 10 plantas de cada parcela en cada ubicacion
aproximadamente en la etapa R1 del maiz. Las plantas fueron recolectadas al azar a
aproximadamente 3,048 metros de los puntos determinados para el muestreo del suelo. Las
plantas individuales se separaron en tejidos de hojas, tallos y espigas para determinar la materia
seca (MS). Luego, para cada tratamiento, en cada ubicacion, se pesaron por separado las MS de
cada tejido vegetal para las plantas colectivas. Tejidos de la hoja, el tallo y la espiga se cortaron
en trozos pequefios y se homogeneizaron a fondo. Se recolecté una submuestra para cada uno de
los tejidos cortados y luego se peso. Las muestras se secaron y se registraron los pesos secos. Las
muestras secas se trituraron y analizaron en porcentaje de nitrégeno para cada uno de los tejidos
recogidos. Las ubicaciones individuales se muestrearon lo mas cerca posible de la misma etapa
de desarrollo de maiz en todas las ubicaciones. Los pesos individuales en seco para los tejidos
vegetales individuales se sumaron para estimar el peso seco de una planta completa. La materia

seca se multiplicé por la concentracion de nitrégeno para calcular el contenido de nitrégeno.
Rendimiento de maiz

Se recolect6 aleatoriamente una cosecha manual de 15 mazorcas por tratamiento para
cada ubicacion cerca de los lugares donde se recolectaron las muestras de la planta. Se tomaron
aproximadamente cinco espigas de cada una de las ubicaciones de puntos desde el centro del

campo. Las espigas se analizaron para determinar el nimero de filas por espiga y el nimero de
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granos por fila para cada tratamiento. Esos valores se combinaron para determinar la cantidad de
granos por espiga. Los granos fueron pelados de las mazorcas y pesados. Se analizo el porcentaje
de humedad y el peso de prueba del maiz desgranado, ya que eso podria haber afectado el peso

total del grano de las 15 espigas. Esto sirvio para estimar el rendimiento de maiz en cada parcela.

Andlisis estadistico

Los datos se analizaron como un disefio de bloques completos al azar por analisis de
varianza (ANOVA), donde las ubicaciones individuales (n = 8) se consideraron replicaciones
(tres tratamientos con ocho repeticiones cada uno). Cuando ANOVA detectd un efecto de
tratamiento significativo, se utilizd la prueba LSD de Fisher para evaluar las diferencias entre los

medios de tratamiento. Los datos se analizaron en Minitab 17.1.3.
Resultados y discusion
Nitrato, amonio y N mineral total en el suelo

En las ocho ubicaciones, las concentraciones maximas y estacionales de nitratos del suelo
se redujeron (p < 0.05) en 31y 11.4 ppm, respectivamente, en 11,36 L SP-4 por 45,36 kg de N
aplicadas (Figura 24). los 5,68 L de SP-4 por 45,3592 kg N aplicado redujeron las tasas pico de
nitrato (p < 0.10) en 21 ppm, mientras que el promedio largo de la temporada tuvo una
reduccién similar a la tasa de 11,36 L de SP-4, lo que se tradujo en una reduccion del 15.1% y
22.7% en el momento pico de nitratos y una reduccion promedio del 13% y 15.6% de la
temporada de nitratos para las tasas de 5,68 y 11,36 L. Est& bien documentado que las
concentraciones de nitratos en el suelo estan directamente relacionadas con la lixiviacion de
nitratos. EI promedio de amonio durante la temporada no fue diferente para los tratamientos con
SP-4 en comparacion con el tratamiento estandar del cultivador (Figura 24). Por Gltimo, al
determinar el nitrégeno mineral promedio en la temporada (nitrato + amonio), el modelo fue
significativo a p < 0.08. Los tratamientos SP-4 fueron iguales o menores que el estandar del
cultivador (Figura 24). Este N mineral en el suelo mas bajo fue un resultado directo de los

nitratos mas bajos del suelo.
Contenido de MS y nitrogeno vegetal

En ocho lugares, cada uno de los tejidos vegetales individuales exhibié un aumento
significativo en la materia seca. En otras palabras, las plantas de maiz fueron mas grandes
cuando las parcelas se trataron con SP-4 en ambas tasas. El estdndar de cultivo promedi6 134.1 g

de materia seca planta™ promediada en todas las localidades en comparacion con 153.4y 163.4 g
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de materia seca planta™* para las tasas de 5,68 y 11,36 L, respectivamente (datos no mostrados).

Estos resultados fueron significativamente diferentes por ANOVA ap < 0.05.

Los tratamientos SP-4 también dieron como resultado un mayor contenido de N en los
tejidos individuales como resultado directo del nitrogeno del suelo conservado y dio como
resultado un aumento en la materia seca. Estas diferencias, cuando se combinaron a nivel de toda
la planta, produjeron una diferencia de 2,7 g N planta, un aumento del 19% sobre el estandar

del cultivador (Figura 25).
Rendimiento del maiz

Cuando se promediaron las 15 espigas, las tasas SP-4 de 5,68 y 11, 36 L tuvieron un peso
adicional de 0,27 y 0,38 kg (p < 0,05) que el estandar del cultivador debido a los granos

adicionales llenados al final de cada fila (Figura 26). Esto representa un aumento de 8.4y 11.9%
sobre el estandar del productor.

Cuando se toman en conjunto, este ejemplo demuestra que, en ocho ubicaciones, el
tratamiento con SP-4 resulta en concentraciones reducidas de nitratos en el suelo, un aumento
significativo en el contenido de nitrogeno en la materia seca del maiz y un mayor crecimiento y

rendimiento del maiz.
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Dear Commissioner:

I, Taha Rezai, hereby declare that:

1. 1 have been employed by Actagro, LLC as a Technology Director since 2012

2. I obtained my Ph.D. in Biochemistry from University of California at Santa Cruz.

3. I have more than 6 years of experience in the area of agricultural research and
development.

4, A copy of my curriculum vitae is attached hereto as Exhibit 1.

5. I am an inventor on the U.S. patent application 15/796,537 (the ‘337 application)

tiled October 27, 2017, and I am familiar with the contents of the application.
6. I have reviewed the Office Action dated January 22, 2018.

7. ! have read and am familiar with EP 0164908,
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8. The following experiments were performed under my direction,

9. A composition prepared as described in Example 1 of the *537 application and a
45-day old sample of the composition obtained according to Example 1 of EP 0164908 were
characterized and compared using Liquid Chromatography Fourier Transform lon Cyclotron
Resonance Mass Spectrometry (LC-FTICR-MS). Liquid Chromatography Fourier Transform
Ion Cyclotron Resonance Mass Spectrometry (LC-FTICR-MS) is a tool for the molecular
characterization of complex organic mixtures. The ultra-high mass resolution and mass accuracy
of FTICR-MS allows for the identification of elemental compositions for thousands of species,
with minimal sample preparation. For singly charged ions of <700 Da, unambiguous molecular
formulas can be assigned directly from the measured mass if ~ | ppm mass accuracy can be

achieved,

10.  Composition 1 was prepared as described in Example 1 of the “537 application.
A comparative composition was prepared as follows and according to Example 1 of EP 0164908
{(“Comparative Composition”). Nine (9) parts leonardite ore and 75 parts water were combined
then the mixture was heated to a temperature of 170-190°F, followed by the addition of 15 parts
sodium ghuconate. The resulting mixture was then mixed for five hours while a temperature of
170-190 "F was maintained. At the end of the mixing period, the mixture was allowed to settle
for three days. The supernatant was then removed and allowed to seitle a second time for a
period of four days. After the second settling step, the supernatant was isolated and NaOH was
used to adjust the pH of the resulting solution to 12.5 The Comparative Composition was then

allowed to age for 45 days (“Aged Comparative Composition™).

11, The Aged Comparative Composition was analyzed by LC-FTICR-MS.
Composition I'was analyzed by LC-FTICR-MS at 45 days into the aging process (Step 4, Figure

1 of the ‘537 application).

12, Analysis was performed by liquid chromatography electrospray ionization mass

spectrometry (LC-ESI-MS) on a 7T Solarix FTICR-MS (Bruker) equipped with an Infinity Cell

)
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{Bruker) and a Surveyor Plus HPLC System (Thermo). Bach sample was diluted 200-fold by
volume in a 5% acetonitrile/water solution and run in ESI negative mode. ESI Source Conditions

and LC Method Details are shown in Tables 1 and 2.

Table 1: EST Negative Source Conditions

... Capillary | End Plate Nebulizer Dry Gas r?)ry e FH? _
Polarity Voltage (V) | Offset (V) | Pressure (bar) Flow Femp Fransieni
£ SeLLYy e (L/min) CC) (s}
ESI
Negativ 4500 -500 3 3 200 (.4893
e
Table 2: 1.C Method Details
—— Total
. Solvent | Sample | Flow LC Method | Method
Column Solvent A Injection Rate . .
B ; . Deseription Time
Volume | (mL/min) .
{min)
b e Ramp:
Meres 21 [95%A-5%B],
1 ,;5132 1 mm Acetonitrile | Water SuL - 0.25-0.9 [5%A-95%B] 50
- 5 ‘m ’ Equilibrate:
O [95%A-5%0]
13, Post-acquisition, mass spectra were externally calibrated against a known

standardized tuning mixture. Mass lists including peaks above a 8/N threshold of 5, relative
intensity threshold of 0.01% and absolute intensity threshold of 0.5 were then generated. Only
masses in the 140-700 m/z range were used to determine molecular fornmlas since mass
accuracy is highest in the lower mass range for FTICR-MS. To generate molecular formulas, the
maximum error allowed between the measured and theoretical m/z from the calculated molecular
formula was set to 1.0 ppm. Deprotonated (M-H) ions were included in formula determination

and all final mass lists used for subsequent analysis were converted to their Neutral Sum
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equivalent. Molecular formulas were then screened to exclude O/C >1.5 and N/C >0.7 as well as

include H/C <2.25 and H/C > 0.33,

14, Table 3 displays the mumber of molecular formula identified in each sample. Both

samples had a similar number of molecular formulas identified with the LC-FTICR~-MS method.

Table 3: Number of Molecolar Formula Identified in Each Sample

Sample Number of Molecular Formulas
Comparative Composition 1287
Composition | 1219

15.  Figure | displays a Venn Diagram that shows the number of overlapping and
unique molecular formulas assigned to each sample. Only 731 of the 1775 total melecular
formulas identified (41.2%) are shared between samples. In addition, 488 molecular formulas
are unigue to Composition 1.

Figure 1: Venn Diagram Displaying Molecular Formula Overlap between Samples
Comparative Composition 1
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16, The ultra-high resolution and mass accuracy of FTICR-MS coupled with the
separation power of Liquid Chromatography (L.C), has allowed for the identification of
molecular formulas between m/z 140-700 in Comparative Composition at 45 days and a sample
obtained per the ‘337 application (Composition 1). Resulis show that Composition 1 has a
significant number of unique molecular formulas not found in the Comparative Composition at

45 days.

17. Further declare that all statements made in this declaration of my own knowledge
are true and that all statements made on information and belief are believed to be true; and
further, that these statements were made with the knowledge that willful, false statements and the
like so made are punishable by fine or imprisonment, or both, under Section 1001 of Title 18 of
the United States Code and that such willful, false statements may jeopardize the validity of the

application or any patent issuing therein.
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