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Bioestimulantes

organicos: un enfoque a su
caracterizacion y manejo
dentro de una estrategia
agricola integrada, sostenible
y competitiva

En el siguiente articulo se muestran los resultados de un estudio comparativo exhaustivo tanto de
caracterizacidén analitica como de eficacia agrondmica de cuatro productos bioestimulantes a base
de aminoacidos de diferentes fuentes de materia prima (origen animal y vegetal) y métodos de ob-
tencién (hidrolisis quimica o enzimatica). En cuanto a la caracterizacién analitica, los resultados
muestran un mayor grado de hidrdlisis (mayor cantidad de aminoacidos libres) y un perfil aminoa-
cidico mas completo y equilibrado del bioestimulante Terra-Sorb® en comparacién a otros productos
de origen vegetal e hidrdlisis quimica. El elevado grado de racemizacion de los bioestimulantes de
origen vegetal también es indicativo de que en algun punto del proceso ha habido un tratamiento
quimico (hidrélisis dcida), mientras que el producto Terra-Sorb® (hidrdlisis enzimatica) es el unico
que mantiene una alta proporcién de L-a-aminodcidos. Por otro lado, en la comparativa de la eficacia
agronomica realizada bajo un modelo de ensayo en pimiento y estrés salino, se hace evidente cémo
la calidad variable en funcién del origen y método de obtencidn condiciona la eficacia agrondmica de
los bicestimualntes basados en aminoacidos. El ensayo revela como el mayor rendimiento productivo
del bioestimulante Terra-Sorb® en condiciones salinas es debido al contenido en aminoacidos libres
del producto y no a un simple aporte de nitrogeno. Ademas, equiparando dosis de aplicacion segun el
porcentaje de aminoacidos libres, se revela que otros compuestos bioactivos del producto Terra-Sorb®
potenciarian esta mayor tolerancia al estrés observada en las plantas tratadas.
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Producto Segun Etiqueta Segun Analisis
%N %Aa %N %Aa
Cadiga Origen | total | libres | Hidrdlisis Origen total libres | Hidrélisis
{p/p} {o/pi {p/p) {p/p}
Prodi vegetal | 55 10,3 | Enzimética selimal 7.7 1,55 Quimica
(calageno)
Prod2 Vegetal 7 12 Enzimética “}iif;;" 75 13,7 Quimica
No P
Prod3 Vegetal 3 10 especificatlh Vegetal 5 0,73 Quimica
Terra-Sorb Animal 2,1 93 Enzimatica Animal 2 9,31 Enzimatica

Tabla 1. Productos y su catalogacion en cuanto al origen de la proteina y el método de obtencién (hidro-

lisis) seguin etiqueta comercial y resultado analitico.

En los ultimos anos, la presencia de
bioestimulantes ha crecido notoria-
mente en el mercado agricola, aunque
su regulacion sigue viéndose dificul-
tada debido probablemente a la va-
riabilidad de materias activas y meca-
nismos de accion. Tanto el origen de
la materia prima como el método de
obtencién de los compuestos bioacti-
vos son factores clave para determinar
la calidad y eficacia de un producto
bioestimulante. Por ejemplo, mientras
gue un proceso de hidrolisis enzima-
tica conduce a una preservacion de
las formas biolégicamente activas, la
forma L de los aminodcidos, la hidré-
lisis quimica es inespecifica, produce
racemizacion (conversion a forma D),
y puede contener iones no deseables
(sodio, sulfatos o cloruros). Ambos fac-
tores merman la calidad del biostimu-
lante e incluso pueden tener efectos
deletéreos en el metabolismo vegetal
(Sanchez-Hernandez, 2013).

Material y métodos

Caracterizacion fisico-quimica de
los productos bioestimulantes

Para la caracterizacion de los bioes-
timulantes se ha procedido a selec-
cionar y analizar cuatro productos
de diferentes origenes (animal y/o
vegetal) y métodos de obtencion (hi-
drélisis quimica o enzimatica). Sobre
ellos se ha realizado en primer lugar
un anadlisis fisico-quimico estandar
para determinar, por ejemplo, anio-
nes indicadores de hidrolisis quimica.
Paralelamente, se determino el perfil
aminoacidico (aminograma) y la dis-
tribucion de pesos moleculares de los
bioestimulantes para conocer el grado
de hidrolisis y el contenido y propor-
cion de los diferentes aminoacidos. Se
efectud también un andlisis PCR para
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Tabla 2. Resumen de principales resultados ana-
liticos de los cuatro productos bioestimulantes.
Materia orgénica, nitrégeno total y organico,
aniones (Cl, SO,), aminoécidos totales y libres ex-
presados en (%p/p), grado de hidrolisis (%AA li-
bres/AA totales) y peso molecular promedio (Da).

PRODL PROD2 PROD3
ASP 043 0,00 1,23 0,05
GLU 2,38 012 10,62 0,04
SER 0,34 0,00 0,00 0,14
HIS 0,22 0,00 0,00 0,04
GLY 1,89 0,60 0,06 0,02
THR 0,30 10,00 0,00 0,04
ARG 0,37 0,00 0,00 0,10
ALA 036 031 133 0,10
TYR 015 000 0,00 1 0,00 1
VAL 037 0,00 0,09 0,00
MET 0,14 0,00 0,00 0,00
PHE 0,29 0,00 0,00 0,07
ILE 0,29 0,00 0,00 0,00
LEU 052 0,00 0,00 0,04
LYs 0,42 0,00 0,00 0,08
HYP 0,07 0,16 0,00 0,00
PRO 0,27 0,36 0,18 0,00
TOTAL 9,31 1,5% 13,50 0,73

Tabla 3. Aminograma (% de cada aminoécido en peso/peso) de los cuatro bioestimulantes analizados.

PCR'animal

PRC sojai” PCR trigo PCR guisante

Prodl +
Prod2 - + - _

Tabla 4. Resultados del analisis de PCR realizado para animal (Lahiff, 2001), soja, trigo, maiz y guisante
en los bioestimulantes estudiados.
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Gréfica 1. Porcentaje de pureza (%EE, Forma L) e impureza (%El, Forma D) enantiomérica por algunos
de los aminoacidos mayoritarios de los bioestimulantes evaluados. Siendo %EE: Enantiomeric Excess % =
[(AL-AD)/(AD +AL)] x 100) y %El: Enantiomeric Impurity % = [(AD)/( AD + AL)] x100.
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Gréfica 2 y 3. Masa fresca foliar en gramos (mmf) y nimero de hojas superiores a 3cm de longitud en
los tratamientos por igualdad de nitrogeno total aportado por aplicacion foliar. Test LSD (a=0,05). Letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.

determinar el origen animal y/o vege-
tal de la materia organica del produc-
to. Por Ultimo, se realizd un analisis
de enantiémeros de los aminoacidos
mayoritarios de cada producto y cuyo
método analitico estaba puesto a
punto para poder discernir entre for-
mas Ly D, determinando el grado de
racemizacion (pureza enantiomérica,
Forma L). Los productos selecciona-

dos son referentes en el mercado y se
muestran en la siguiente tabla (Tabla
1), asi como su catalogacién en fun-
cion de los resultados del analisis.

Evaluacion de la eficacia agroné-
mica en condiciones de estrés

La calidad de un bioestimulante va a
determinar la efectividad agronémica,
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especialmente en condiciones de es-
trés vegetal donde la planta ve mer-
mado su rendimiento productivo en
beneficio de invertir los recursos en
resistir y superar la condicion de es-
trés. Para la evaluacion de la respuesta
agrondémica de los cuatro productos
analizados, se ha llevado a cabo un
ensayo modelo en pimiento cv. Lamu-
yo en macetas de 3L de capacidad y
bajo condiciones de estrés salino de-
bido a la conductividad del agua de
riego (6 S/cm). Se han probado las
dosis de los diferentes bioestimulantes
igualando el contenido de nitrége-
no total e igualando el contenido en
aminoacidos libres, con el objetivo de
dilucidar si el efecto de los productos
es por la accién del nitrégeno o por
el contenido en aminoacidos libres.
En total se han realizado tres trata-
mientos y un control. En el caso de
igualar por contenido de nitrégeno, se
han realizado dos tratamientos (foliar
y radicular), mientras que en la dosi-
ficacion por igualdad de contenido
de aminoacidos libres el tratamiento
ha sido solo via foliar. Las aplicaciones
foliares se efectuaban semanalmente
durante la duracion del ensayo (ocho
aplicaciones), mientras que via riego
se realizaron ocho aplicaciones de los
quince riegos efectuados en total.

Resultados

Resultados analiticos

En un primer lugar, destaca el bajo
contenido de aminoacidos libres, y
muy diferente del contenido expre-
sado en etiqueta, de aquellos bioes-
timulantes en los que se especifica
que son de origen vegetal (ProdT,
Prod2 y Prod3) (Tabla 2). Observamos
también cémo el bioestimulante Te-
rra-Sorb® contiene un alto contenido
de aminoécidos libres (9,31% p/p),
un elevado grado de hidrolisis (>80%)
y un peso molecular promedio de
sus compuestos peptidicos pequefio
(380Da). Estos parametros son indi-
cativos del método de obtencion por
hidrolisis enzimatica por el cual se ob-
tienen los compuestos bioactivos del
Terra-Sorb®, cuya mayor fraccion es en
base a L-a-aminoacidos. En el analisis
de los principales pardametros estanda-
res, observamos la variabilidad entre
los diferentes productos y, en especial,
la falta de veracidad de lo que se es-
pecifica en etiqueta (Tablas 1y 2). Por
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otro lado, destaca un contenido resi-
dual de sulfatos bastante alto de los
bioestimulantes estandares vegetales
(Prod2 y Prod3), lo que es indicativo
de un tratamiento quimico en el mé-
todo de obtencion (hidrolisis quimica
con sulftrico).

Ademés, si obtenemos el perfil ami-
noacidico de cada bioestimulante (Ta-
bla 3), observamos que Terra-Sorb®
presenta un perfil de aminoacidos ba-
lanceado, con presencia de cada uno
de ellos, en comparacién a los amino-
gramas de los otros bioestimulantes,
donde hay muchas carencias. Por otro
lado, también se ve como el alto con-
tenido en aminoacidos libres del Pro-
ducto 2 es basicamente por un alto
contenido de acido glutdmico (GLU:
10,62 %), el cual indicaria que no pro-
viene de la fuente de soja, sino que
se ha anadido de sintesis a posteriori.

Si el DNA no esta muy hidrolizado,
la técnica de la PCR (Reaccion en
Cadena de la Polimerasa) permite
discernir entre el origen animal o ve-
getal de la materia prima del bioes-
timulante. En la Tabla 4 se resumen
los resultados de deteccion del ori-
gen, el cual no siempre se ha podido
determinar debido a la degradacion
del DNA en algun producto. Sin em-
bargo, si se ha podido determinar
como uno de los estandares que se
especificaba en etiqueta como vege-
tal contiene en realidad una fuente
animal (Prod1), muy probablemen-
te proveniente de coldgeno por los
contenidos de Hidroxiprolina (HYP)
y Prolina (PRO) analizados (Tabla 3).

Por ultimo, la determinacién del grado
de racemizacion mediante técnicas de
cuantificacion de la pureza e impure-
za enantiomérica de los aminoéacidos
(enantiomeros L y D) resulta un po-
tente indicador sobre el proceso de
obtencién del bioestimulante en base
a aminoacidos. Mientras que un pro-
ceso de hidrolisis enziméatica conduce
a una preservacion de las formas biolé-
gicamente activas, (los L-aminoacidos),
la hidrdlisis quimica es inespecifica,
tiende a dejar residuos no deseables
(sodio, sulfatos o cloruros) y produce
racemizacion (conversion a forma D).
Por lo tanto, la presencia de D-ami-
noacidos en este tipo de bioestimu-
lantes puede ser considerada como
un indicador negativo de la calidad del
bioestimulante  (Sanchez-Hernandez,
2013). Si observamos la Grafica 1, por
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Gréfica 4. Numero de botones florales, numero de flores y nimero de frutos en los tratamientos control
(UTC) y en los diferentes bioestimulantes testados via radicular. Test LSD (a=0,05). Letras diferentes indi-

can diferencias significativas entre tratamientos.
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Gréficas 5y 6. Masa fresca foliar en gramos (mmf) y nimero de botones florales por los distintos trata-
mientos control y tipos de bioestimulantes foliares. Test LSD (=0,05). Letras diferentes indican diferencias

significativas entre tratamientos.

los aminoacidos mayoritarios analiza-
dos, el bioestimulante Terra-Sorb® es
el Unico que tiene un 100% de pureza
enantiomérica en todos los aminodci-
dos, lo que garantiza que el proceso
de obtencion (hidrdlisis enzimatica) es
especifico y respetuoso con la integri-
dad de las moléculas de aminoacidos,
evitando la racemizacion (cambio de
forma L por D) y preservando la activi-
dad biologica.
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Resultados de eficacia agronémica

En la comparativa de eficacia agron-
mica bajo condiciones de estrés, los
resultados muestran una fuerte afec-
tacion del rendimiento de las plantas
por condiciones de estrés salino; aun
asi, la respuesta de las plantas es dife-
rencial segun el bioestimulante aplica-
do. Primeramente, en la comparativa
por igualdad de nitrégeno total apli-
cado y aplicacion foliar, las plantas tra-
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tadas con Terra-Sorb® consiguen una
significativa mayor biomasa vegetati-
va (masa fresca foliar y n°® de hojas)
que el resto de los tratamientos (Gra-
ficas 2 y 3). La reduccién de biomasa
foliar resulta ser uno de los principales
sintomas de afectacion por estrés sa-
lino, en especial en variedades de pi-
miento sensibles como el Lamuyo.

En la aplicacién radicular de los bioes-
timulantes (Grafica 4), observamos
como aquellas plantas tratadas con
Terra-Sorb® consiguen entrar antes
en la fase reproductiva, consiguiendo
significativamente mayor nimero de
botones florales, mayor numero de
flores y mayor nimero de frutos en
comparacion al resto de tratamientos
y al control no tratado (UTC). Estos re-
sultados son indicativos de que es el
aporte de aminoacidos libres de cali-
dad y rapidamente asimilables por la
planta, y no la accion del nitrégeno

(_-') Bioiberica

El poder de Llas enzimas,
la fuerza de la tecnologta

Alta calidad de las materias primas.
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aportado, el que ayuda a mitigar la
afectacion por el estrés salino.

Por ultimo, en la comparativa de tra-
tamientos bioestimulantes foliares y
equiparando por contenido en Ami-
noacidos libres se observa como, en
general, a nivel de masa vegetativa,
los bioestimulantes de origen animal
dan una significativa mayor respuesta
(Gréfica 5) y, en especial, el tratamien-
to con Terra-Sorb® obtiene significati-
vamente mayor numero de botones
florales (Grafica 6). En este caso, se
pone de manifiesto como el aporte de
aminoécidos libres de calidad (L-a-ami-
noacidos), junto a otros compuestos
bioactivos procedentes de hidrdlisis
enzimatica, representan una ventaja
técnicamente competitiva en relacion
con otros procesos de obtencion de
bioestimulantes (hidrdlisis quimicas) y
materias primas no seleccionadas

Exclusivo proceso de obtencion.
Propiedades biolégicas contrastadas.
Aumenta la tolerancia y resistencia frente al estrés.

Terra-Sorb®oroanic
e

O Bioiberica

| Comunicacién Técnica

Conclusion

Tanto el estudio analitico como la
comparativa de eficacia agronémica
revela que la calidad biolégica de las
materias primas de los bioestimulan-
tes organicos, asi como el proceso de
obtenciéon de sus L-a-aminoacidos y
otros compuestos bioactivos, es de-
terminante para la optimizacion de
la accion y manejo de este tipo de
tratamientos. Terra-Sorb® es un bioes-
timulante de alta calidad y Unico en
el mercado por la calidad de su ma-
teria prima y su exclusivo proceso de
obtencion, basado en hidrdlisis enzi-
matica. Las propiedades bioldgicas de
sus compuestos bioactivos son una
buena herramienta de gestion soste-
nible y complementaria en programas
de fertilizacion y proteccion vegetal,
puesto que su accion radica en hacer
mas tolerantes y resistentes a los culti-
vos frente situaciones de estrés.
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