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FORMULACION DE UN BIOINSECTICIDA CON BASE EN BACILLUS
THURINGIENCIS VAR ISRAELENSIS Y SU RESPECTIVO PROCESO DE
FABRICACION

La presente invencién se relaciona con una formulacién bioinsecticida seca con base
en las entomotoxinas del Bacillus thuringiencis var israelensis la cual presenta una
actividad larvicida eficaz, prictica, y econémica contra los insectos dipteros. Este
producto presenta una buena estabilidad durante su almacenaje, y contienen agentes
adictivos ecolégicamente seguros, logrando 1a disponibilidad del componente activo
en la cantidad suficiente para asi obtener la actividad larvicida mencionada.

FUNDAMENTOS DE LA INVENCION

De manera general, el exterminio de insectos especialmente aquellos perjudiciales a
la agricultura, silvicultura y salud piblica incluye la aplicacion de insecticidas
quimicos. Sin embargo, existen muchas desventajas relacionadas con el uso de esta
clase de productos.

Los insecticidas quimicos poseen un amplio espectro de accién, siendo letales no
solamente para los insectos a los cuales estin destinados, sino también a los que
presentan algunos beneficios para las 4reas de agricultura, silvicultura y salud
piblica. Ademds, tales insecticidas son frecuentemente toxicos para los animales y
para el hombre, contaminando el ambiente. Vale decir también que, generalmente, los
insectos se vuelven resistentes a los insecticidas quimicos, después de sus repetidas
aplicaciones, y esto, por lo tanto, es muy desventajoso para el exterminio que se desea
obtener.

Por lo tanto, el empleo de bioinsecticidas ha ido méis alla de lo esperado,
convirtiéndose en otra estrategia para el combate de estos insectos daflinos.

Los bioinsecticidas hacen uso de los agentes patGgenos naturales, o drogas
producidas por estos agentes patégenos, para combatir los insectos de la manera més



efectiva y selectiva, cuando se compara con los insecticidas quimicos, en la medida
en que ellos tienen un espectro de accién menor, matando solamente los insectos a los
que estin destinados. Tienen ellos también la ventaja de degradarsen en la naturaleza,
y de esta manera, no son deflinos al ambiente.

Un bioinsecticida, ampliamente empleado en control bioldgico de insectos que
producen enfermedades, es el Bacillus thuringiencis (Bt). El Bt es una bacteria gram-
positiva mévil, que se puede encontrar en la naturaleza bajo la forma de bastoncitos
(“batonettes”). Estos microorganismos proporcionan entomotoxinas letales para los
insectos, como las inclusiones de cristales paraesporales obtenidas durante el periodo
de esporulaci6n, lo que origina la muerte de los insectos después de su ingestion.

Estas inclusiones pueden cambiar en cuanto a la forma, nimero y composicidn,
siendo elaboradas de una o més proteinas denominadas delta-endotoxinas que pueden
oscilar entre 27-140 kDa. En el tracto gastrointestinal de los insectos, estas proteinas
sufren degradaciones alcalinas y enziméticas y dan origen a paresis sistémica e
intestinal, causando la muerte del insecto. Las delta endotoxinas son ficilmente
degradadas y difieren de las otras sustancias tOxicas en razén a que ellas tienen un
efecto téxico especifico. En otras palabras, ellas no golpean organismos diferentes a
los que estan destinadas (Heimpel, A.M.; Ann. ver Entomology 12, 287-322, 1967.
Hofte and Whiteley, Microbiological Reviews 53, 242-255, 1989).

Entre las sepas de Bacillus thuringiencis aisladas de la naturaleza, la variedad
Bacillus thuringiencis var israelensis (Bti) ha sido cominmente utilizada en el
combate de insectos dipteros, cuyo exterminio es muy importante para la salud
piblica (Payne et al, US 5 888 976, 1999). Tales insectos son capaces de transmitir la
fiebre amarilla y el dengue, transmitida por el Aedes aegypti.

Una utilizacién préctica, econémica y efectiva de los bioinsecticidas, como aquellos
obtenidos del Bacillus thuringiencis var israclensis, estd intimamente relacionada con
la cantidad de componente activo presente en las formulaciones bioinsecticidas, tales

como en la formulacién completa.



Las formulaciones bioinsecticidas cominmente utilizadas pueden proporcionar una
biomasa de Bti, o sus esporas o sus entomotoxinas aisladas. Ademés, es indispensable
que muestren una buena estabilidad (vida de almacenamiento) y, de esta manera,
deben incluir en su composicién sustancias capaces de evitar la degradacién del
componente activo mediante agentes quimicos, bioldgicos, fisicos y naturales (Juz del

sol, por ejemplo).

El documento BR PI 8900938-0 reporta composiciones bioinsecticidas hechas de
bacterias amiloliticas y proteoliticas del género bacillus, letales a los insectos de
diferentes clases. Ellos involucran una composicién bioinsecticida hecha de Bacillus
thuringiencis var israelensis, tfxica a los insectos dipteros y conocida por
proporcionar liquidos insertes, junto con la biomasa activa, tal como sorbitol, glicerol,
toluol, dindole al producto una consistencia pastosa.

Mientras tanto, una formulacién pastosa presenta una alta gravedad especifica. De
esta manera, esta tiende a pmnnneéer sobre el fondo de érea de aplicacién. Este
hecho representa un inconveniente, especialmente en el caso de los insectos objetivo
que se alimentan y reproducen en éreas cercanas a la superficie (como los insectos
dipteros), una vez que el componente activo no permanece disperso en el medio

durante el tiempo necesario para una accién completa.

El documento de patente WO 98/28984 sugiere una composicion, letal para las larvas
de los insectos, como los dipteros, suministrado como un granulado congelado. Sin
embargo, por su propia condicion fisica, tal formulacién no es efectiva en lugares con
climas célidos (donde existe un desarrollo enorme de insectos como los dipteros), una
vez que el componente activo no se dispersa lo suficiente para una accién completa.
Ademis, esta formulacién no es prictica en razén a que requiere pequefias
temperaturas para su almacenamiento y transporte.

De esta manera, con el fin de conseguir una actividad larvicida efectiva, es necesario
utilizar formulaciones bioinsecticidas que proporcionen un alto desempefio de
dispersion de los componentes activos en las éreas de aplicacion. De esta forma, se



hace mas ficil aplicar la dosis correcta, 0 en otras palabras, la dosis letal de
bioinsecticida.

Pero, mientras se preparan las composiciones bioinsecticidas, es muy importante
tener en cuenta no solo la biologia del insecto objetivo, sino su hébitat, en razdn a que
las condiciones ambientales (temperatura, pH, presencia de metales, materiales
s6lidos en suspension, gravedad especifica, y otras) pueden cambiar el desempeiio de
estas composiciones, Por lo tanto, las caracteristicas de las formulaciones, tales como
la forma fisica y el vehiculo son muy importantes para la efectividad del principio
activo.

Ademaés, se necesitan formulaciones bioinsecticidas caracterizadas, no solo por un
alto grado de dispersion relativo al componente activo en las édreas de reproduccién y
alimentacion de los insectos objetivo, sino también porque ellas sean faciles de

almacenar, empacar, transportar, y utilizar.

Las formulaciones bioinsecticidas secas han sido una forma alternativa de escogencia
para resolver estos problemas, en razon a que ellas son fiiciles de almacenar, empacar,
llevar a las éreas infestadas (ain aquellas de dificil acceso), y luego utilizar,
cumpliendo todos los requisitos relacionados con alta homogeneizacién del

componente activo en las areas de aplicacién.

El documento DE 4] 33 889 se relaciona con un bioinsecticida seco suministrado
como tabletas efervescentes, que son utilizadas contra insectos del tipo diptero.
Mientras tanto, a pesar de que el componente activo es suministrado
homogéneamente, no existen aditivos que hagan posible su permanencia en el
ambiente garantizando un 100% de muerte de las larvas, aiin durante algiin tiempo
después de la aplicacion del producto.

Una formulacién capaz de matar el 100% de las larvas con un minimo de desempefio
en el drea es de capital importancia para conseguir una actividad larvicida efectiva.
Esta accion de largo plazo del componente activo, junto con un alto grado de
dispersion, y el drea de aplicacion, y consecuentemente de fiicil administracién de la



dosis correcta hacen inferior el nimero de aplicaciones necesarias. Este hecho
significa un factor importante desde los puntos de vista econdmico y prictico,
especialmente para los lugares de dificil acceso.

Los documentos de patente EP 761 096 y US 5 560 909 son ejemplos de cémo lograr
formulaciones secas de bioinsecticidas elaboradas del género de bacteria Bacillus,
capaz de permanecer en las ireas de alimentacidén y reproduccién de los insectos
objetivo, tales como los dipteros, haciendo ficil la accion a largo plazo del
componente activo, dando lugar a un control biolégico efectivo de los insectos, aiin
en el caso de que estos objetivos sean larvas de mosquito. Mientras tanto, tales
formulaciones proporcionan, entre otros, compuestos de polimero no biodegradables.
Tal hecho significa una amenaza para el ambiente.

De esta forma, se hace indispensable la fabricacion de una formulacién de
bioinsecticida seco, que tenga aditivos portadores adecuados, que sean capaces de
lograr un control biolégico efectivo de los insectos dipteros por medio de una accion
a largo plazo del componente activo esparcido en el érea de aplicacién, pero, por
sobre todo, no causando riesgos al ambiente ecolégico. De esta forma, se hard posible
lograr un bioinsecticida con tan importantes calificaciones, no solo por su accién
prictica, econdmica y efectiva sino también por ser ecol6gicamente seguro.

RESUMENDE LA I CION

El principal propdsito de la presente invencion lograr una composicién
bioinsecticida seca con base en entomotoxinas de Bacillus thuringiencis var
israelensis, que se caracteriza por ser préctico, econémico y eficaz en el control de

insectos dipteros, siendo, al mismo tiempo, ecolégicamente seguro.

De esta forma, el principal objetivo de esta invencion es lograr una formulacion de

bioinsecticida seco, que comprende;

a) Entomotoxinas, puras o no de Bacillus thuringiencis var israelensis.

b) Secadores quimicos.



c) Agentes dispersantes.

d) Agentes aglutinantes’humectantes.

¢) Protectores contra luz solar y

f) Opcionalmente: diluyentes, lubricantes y agentes neutralizantes.

Una primer modalidad de esta invencion se relaciona con una formulacién
bioinsecticida suministrada como a un polvo seco, o tabletas, que comprende aditivos
que llevan las entomotoxinas, puras o no, seleccionadas de tal forma que logren una
alta dispersion del componente activo en el &rea de aplicacidn, pero que no conilevan

riesgos para el ambiente.

Una segunda modalidad de esta invencion se relaciona con los procedimientos para la
obtencién de una formulacién bioinsecticida, delineada por las siguientes fases:

L Desarrollo del Bacillus thuringiencis var ismaelensis por medio de Ila
fermentacion de un medio de crecimiento adecuado, donde los
metabolitos/nutrientes no consumidos no son daflinos para el ambiente y se
pueden utilizar a escala industrial.

1. La recuperacién de la biomasa toxica o sus esporas, o solo entomotoxinas
conseguidas en la fase (T) por medio de un proceso adecuado de recuperacion,
capaz de mantener la actividad toxica de las entomotoxinas (puras o no).

lll.  Adicién secuencial de secadores quimicos, y otros aditivos a la biomasa
toxica, 0 a las esporas, o solo a las entomotoxinas recuperadas como se
menciond en la fase (II). Ocasionalmente, el cumplimiento de una fase de
deshidratacion entre la adicion de secadores quimicos y los otros aditivos.

1IV.  La deshidratacién de la mezcla conseguida en la fase (III), por medio de un
proceso capaz de mantener la actividad toxica de las entomotoxinas, puras o
no, con el fin de obtener una formulacién suministrada como un polvo seco.

V. La adicién opcional de aditivos, tales como agentes diluyentes, lubricantes, y
neutralizantes al polvo seco conseguido en la fase (IV), con el fin de obtener
las tabletas.



ESCRIPCION DETALLADA DE LA ON

El principal objetivo de esta invencion es lograr una formulacién seca que consiste de

entomotoxinas de Bacillus thuringiencis var israelensis, que presenta una actividad
larvicida efectiva contra insectos dipteros, y que se caracteriza por ser prictica,

econémica y sin dafio para el ambiente.

Para un entendimiento més completo, se establecen a continuacitn, los significados
de los términos utilizados en esta invencién:

1.

Actividad larvicida efectiva: es capaz de matar el 100% de las larvas con un
minimo de tiempo de petmanencia en el drea de aplicaci6n; teniendo una buena
estabilidad durante el almacenamiento (vida de almacenamiento), manteniendo
pricticamente sin cambio la actividad larvicida inicial, que comprende
componentes capaces de evitar la degradacion del componente activo mediante
accion fisica, quimica, y biolégica producida por los agentes naturales en las éreas
de aplicacidn; comprendiendo aditivos que producen la disponibilidad del
componente activo en cantidad suficiente dentro de la esfera mayor de accién
posible (por ejemplo, agentes dispersantes, sustancias que incrementan el efecto
humectante),

Actividad larvicida econémica: resulta de su efectividad en el control biolégico de
insectos dipteros, lo que conduciria a una més ficil administraciéon de la dosis
correcta, y a una accién de largo plazo del componente activo, reduciendo el
numero de aplicaciones.

Actividad larvicida practica: se emplea en lugares dificiles de llegar siendo
facilmente almacenada, empacada, y transportada a los lugares infestados.

Sin daflo para el ambiente (ecolégicamente seguro): significa sin cambio para el
balance ecoldgico, actuando de forma selectiva (letal solamente para los insectos
objetivo, y sin dafio para otros que existan en el Area de aplicacién), siendo
degradable durante un tiempo adecuado, no originando la deposicién de detritus,
toxicos a la fauna y flora en el érea de aplicacién; no causan nubosidad, con el fin
de evitar el posible desbalance en la oxigenacién del ambiente; no proporciona
metabolitos y/o nutrientes no consumidos durante la elaboracién de la biomasa
toxica, lo cual seria daflino a la fauna y flora en el 4rea de aplicacion.

\



El aislamiento y crecimiento del Bacillus thuringiencis var israelensis se puede hacer
en aquellas condiciones conocidas, publicadas en la literatura técnica, asi como la
fase de fermentaci6n, para obtener la biomasa activa.

Mientras tanto, el medio de fermentacion debe proporcionar:

a) Sustancias fuentes de nitrGgeno, seleccionadas del grupo que consiste de residuos
industriales ricos en proteinas, proteinas de soja, urea, extracto de levadura.

b) Sustancias fuentes de carbono, seleccionadas del grupo que consiste de manitol,
dextrosa, y sucrosa.

c) Sustancias fuentes de micronutrientes, seleccionadas de mezclas de sales que
incluyen MgSQO4, MnSO4, ZnSO,4, FeSO4 y CaCL,.

d) Cloruro de sodio, empleado para mantener la viabilidad celular.

La seleccién del medio de crecimiento mds adecuado es de capital importancia para
lograr un bioinsecticida a escala industrial. Adicionalmente, en el caso de
formulaciones cuya entomotoxina no estd purificada, (aislada), los componentes de
crecimiento medio deben ser escogidos de tal forma que su permanencia no sea

daflina para el ambiente.

En la presente invencion, los componentes de crecimiento medio se seleccionan de tal
forma que satisfagan la proporcion entre la posibilidad de utilizacién a escala
industrial, y la minimizacién de los efectos letales causados por los residuos de

fermentacion.

Para el cumplimiento de esta invencion, el medio de crecimiento de escogencia se
hace de: amino-fértil (1,5-3,0% p/p), proteina de soja (1,0-1,5% p/p), ures (0,1-0,2%
p/p), manitol (0,6-0,8% p/p), cloruro de sodio (0,1-0,2% p/p) ademés de una
combinacién de sales (0,05-0,08% p/p) de acuerdo con la tabla 1.



Tabla 1:
Componentes y sus respectivas concentraciones en la mezcla de sales.

Componentes Concentracion (% p/p)
Mg SO4 65,1 %
Mn SO, 44%
Zn SO, 44 %
Fe SO4 44%
CaSQs 21,7%

En tales condiciones, la viabilidad celular es 1,8-3,8 x 10'° cfu (unidades formadoras

de colonias)/ml.

Al final de la fermentacién, el material solido resultante y que resulta de la biomasa
toxica incluye entomotoxinas Bti, esporas, células modificadas y sin cambio, asi
como también residuos sblidos provenientes de la fermentacién y los metabolitos

resultantes.

En la presente invencion, tanto la biomasa toxica de Bti, como sus esporas o solo las
entomotoxinas puras se pueden utilizar como formulaciones bioinsecticidas, siendo
recuperadas mediante métodos cominmente utilizados, en razén a que ellas no son
daiinas para la efectividad del componente activo (entomotoxina), siendo este punto

O no.

La biomasa tbxica, por ejemplo, se puede recuperar a través de la técnica de

centrifugacién, en los procedimientos con membranas (entre otros).

Después de la recuperacién de las entomotoxinas de Bacillus thuringiencis var
israelensis, puras o no, se comnienza a desarrollar la formulacién de bioinsecticida
seco, suministrado como un polvo seco, que proporciona:

a) Entomotoxinas puras o no, Bacillus turingiencis var israelensis

b) Secadores quimicos.

c) Agentes dispersantes

d) Agentes aglutinantes/humectantes

e} Protectores contra luz solar
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De esta forma la biomasa activa de Bti, 0 sus esporas recuperadas, o ain sus
entomotoxinas purificadas se mezclan con los secadores quimicos, seleccionados de
diatomita, bentonita, fosfato de calcio, silice calcinado, (por ejemplo, Cab-o-5il®),
tierras de diatomiceas, calcita, arcilla, silice, caolin, dolomita, leucita, y

montmorilonita.

En una modalidad preferida de la presente invencibn, los secadores quimicos
escogidos son: dolomita, bentonita, fosfato de calcio, y Cab-o0-sil®. Tales secantes
estdn, de preferencia, en una proporcion de 0,1-10% p/p.

De esta forma, los agentes dispersantes como metilcelulosa, el alginato de amonio y
calcio, el alginato de sodio, la lactosa, la carboximetilcelulosa, las celulosas,
bentonita se emplean junto con agentes aglutinantes/humectantes como, por ejemplo,
estearatos de polioxietilenos (como Mirj 45®) lauril sulfato de sodio, y monoleato de
sorbitanos depolioxietilenos.

El componente activo de la presente invencién (entomotoxinas Bti puras o no)
también estd protegida contra degradacién originada por luz solar. Tal proteccion se
puede obtener mezclando el principio activo con agentes solubles en agua. De forma
alternativa, las particulas del componente activo se pueden recubrir por agentes
protectores tales como TiOz, como se muestra en el documento WO 98/15183.

Los agentes de dispersion y aglutinantes utilizados en una modalidad preferida de la
presente invencién son, respectivamente, metilcelulosa Mirj®. Como referencia, ellos
estéin presentes en una proporcién de 0,1-10% p/p.

La mezcla de la biomasa activa, 0 esporas, 0 alin entomotoxinas puras con aditivos se
deben hacer de forma secuencial, seguido por deshidratacién, Entre las etapas de
adicion de los secadores quimicos y otros aditivos (agentes dispersantes,
aglutinantes’humectantes y protectores contra la luz), que puede llevar a una fase de
deshidratacion.
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Esta deshidratacion se puede hacer por medio de técnicas conocidas de secado y se
suponen aplicadas a escala industrial, tales como secado con o sin ventilacién
forzada, secado mediante vaporizador/rociador rotativo, secado por enfriamiento y
otros, evitando siempre la degradacién del componente activo por cuneta de altas
temperaturas.

La mezcla final es entonces molida hasta obtener el polvo seco, cuyo tamafio de
particula debe estar entre malla 50-100 y un grado de humeded de aproximadamente
5-15% p/p. para el logro de esta invencidn los rangos de escogencia son de malia 60-
80 y 9-11% p/p para tamaflo de particula y humedad, respectivamente.

En esta invencion la formulacién biocinsecticida suministrada como polvo, que
proporciona una actividad toxica entre 500 y 1500 TIU (Unidades Internacionales
Téxicas)/mg expresadas en polvo seco, es una de las aplicaciones de escogencia para
el control bioldgico de insectos dipteros. Expresado en términos de biomasa, esta
actividad toxica es equivalente a 10° hasta 10" ufc (unidades formadoras de

colonias)/g de biomasa toxica.

Pero, en una modalidad preferida de esta invencién, tales formulaciones
bioinsecticidas son dispensadas como tabletas de 100 a 200 mg (hechas a partir de
polvo seco, mencionado anteriormente), que comprende:

a) Entomotoxinas, puras o no de Bacillus thuringiencis var israelensis.
b) Secadores quimicos.

c) Agentes dispersantes.

d) Agentes aglutinantes/humectantes.

¢) Protectores contra luz solar

f) Agentes diluyentes, lubricantes y neutralizantes.

Asf, la formulacién dispensada como polvo seco, esto es, la formulacién hecha por
medio de mezclar los componentes de () hasta (e) se pone junta con varios adictivos,

tales como agentes neutralizantes, diluyentes y lubricantes, etc.
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Entre los agentes neutralizantes y diluyentes uno puede encontrar el bicarbonato de
sodio, celulosas micronizadas (Avicel®), u otras celulosas, lactosa monohidratada,
apatita, manitol granulado, arcilla calcinada, caolin, leucita, talco, etc. Como
lubricantes, uno puede mencionar los polietilenglicoles (PEG), con peso molecular
entre 2000 y 6000, y el Acido estearico.

En una modalidad preferida de esta invencion, los agentes neutralizantes y diluyentes
seleccionados son el bicarbonato de sodio, Avicel®, y la lactosa monohidratada (de
preferencia en una proporcién de 10-70% p/p) y el agente lubricante corresponde al
PEG 6000 (de preferencia dentro del rango entre 1-5% p/p).

En la presente invencidn, los componentes activos estin dentro de 5 a 25% del peso
final de la formulaci6n, dispensado como tabletas.

En una modalidad preferida de esta invencién, las tabletas muestran una formulacién
de acuerdo con la tabla 2.

Tabla 2:
Formulacién de tabletas:
Componentes Porcentaje (% p/p)
Componente activo 10,0-20,0
Celulosa micronizada 52,0-47.0
Lactosa monohidratada 18,0-15,5
Bicarbonato de sodio 18,0-16,0
PEF 6000 Atomizado 2,0-1.5

La presente invencin se describe en detalle de acuerdo con los siguientes ejemplos.
Es importante y necesario poner de manifiesto que, que la presente invencién no
concierne solamente a estos ejemplos, sino que tembién incluye cambios y

modificaciones al interior de los limites que esta trabaja.

Ejemplo 1:

Obtencion de la biomasa activa de Bacillus thuringiencis var israelensis:
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La sepa de Bacillus thuringiencis var israelensis, [PS 82 fue empleada para obtener la

biomasa activa.

La tabla 3 muestra el medio de fermentacién usado.

Tabla 3:
Medio de fermentacién:

Materia prima Porcentaje (% p/p)
Amino-fertil* 1,5
Proteina de soja 1,5
Urea 0,1
Manitol 0,7
Cloruro de sodio 0,2
Mezclas de sales 0,06

* Restos industriales ricos en proteinas.

La fermentacién fue llevada a cabo bajo 33° C durante 24 horas. Los ensayos fueron
desarrollados en una escala de 50 ml, en frascos Erlenmeyer de 250 ml, bajo
agitacion en un agitador, dentro de un rango de 150 a 270 rpm.

La viabilidad adecuada de células fue de 3,8 x 10" ufc (unidades formadoras de

colonias)/ml.

Ejemplo 2:

Recuperacion de la biomasa activa del Bacillus thuringiencis var israelensis:

Después de la fase de fermentacion, el material solido (que involucra la proteina Bti
cristal), sus esporas, sus células rotas e intactas, lo mismo que sélidos restantes que se

derivan del medio de fermentacién) fueron recuperados por medio de un método de

bioseparacién por medio de membrana vortex.

Las condiciones operacionales de este proceso se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4:

Parimetros operacionales — método de bioseparacién por membrana vortex.

Membrana M x 10 - poliacrilonitril
Flujo 125 m/s
Presién 23-26 psi
Torsién 11-14 psi
Rotacién 2000 rpm
tiempo 180 minutos

Por medio de este procedimiento uno ha obtenido un 20% de produccién sobre |

volumen inicial de masa activa.
Ejemplo 3:
La formulacién bioinsecticida dispensada como polvo seco:
La biomasa recuperada de acuerdo con el procedimiento mencionado en el ¢jemplo
anterior, fue mezclada con secadores quimicos de diatomita, bentonita, fosfato de
tricalcio y Caab-o-5il®, en las cantidades mostradas en la tabla 5.

Tabla 5:

Cantidad de biomasa activa y secadores quimicos, empleados en la formulacion

dispensada como polvo seco.

Sustancia Cantidad
Biomasa activa 400 ml
Diatomita 4g
Bentonita 2g
Fosfato tricalcio 2g
Cab-o0-sil® ig

La diatomita, bentonita, fosfato de tricalcio y Cab-o-sil® fueron molidos y
homogeneizados. Esta mezcla fue agregada a la masa activa Bti, bajo agitacién
constante. La mezcla resultante fue secada en una estufa bajo 37° C.
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Después de 36 horas, el polvo seco fue molido para obtener un polvo fino y
homogéneo (llamado P) que pest 27,29 g después de esta etapa, se agregaron 0,5458
g (2% del peso de P) de metilcelulosa, previamente molida al polvo seco. La mezcla
resultante fue entonces homogeneizada.

De manera separada, se calent 0,2729 g(1% total de peso de P) de Mirj® en un bafio
de agua hasta su fusién complets, agregindose paso a paso 50 ml de agua destilada,
bajo agitacion vigorosa. A esta solucion se agregé Eusolex 6007® como filtro de sol.

Entonces, la solucion anterior fue vertida lentamente sobre el polvo seco P mezclado
con la metilcelulosa. La mezcla resultante fue homogeneizada y colocada en una
estufa bajo 30° C durante 24 horas.

El polvo seco resultante (cerca de 26,7 g), con un grado de humedad de 10,83% p/p,
fue molido y tamizado por medio de un tamiz de malla 70.

La concentracién celular, estimada por medio de la técnica de placas de conteo, fue
de 7 x 10" UFC (unidades formadoras de colonias)/g de biomasa téxica.

Asi, hemos obtenido la formulacién bioinsecticida con base en el Bacillus

thuringiencis var israelensis, dispensado como un polvo seco, llamada P;.

Ejemplo 4

Formulacioén bioinsecticida dispensada como tabletas:

El polvo seco (P1), obtenido en el ejemplo anterior, fue mezclado con los diluyentes
Avicel PHI02 y lactosa monohidratads, con el bicarbonato de sodio (agente
neutralizante), y también con PEG6000 atomizado (lubricante). Esta mezcla de polvo

fue colocada bajo compresidn giratoria, y de ahf salieron tabletas de bioinsecticida.

Hemos obtenido tabletas de 20 o 15 mg que comprenden polvo seco P; como

componente activo.

17
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Las tablas 6 y 7, muestran las cantidades de agentes empleados para obtener entre 1 y

600 tabletas, respectivamente.
Tabla 6:
Agentes adyuvantes empleados en el procedimiento de compresién de tabletas de
20 mg de componente activo
Cantidades

| Agentes adyuvantes | Porcentual (% p/p) | Una tableta (mg) 600 tabletas (g)
Po Py concentrado 16,67 20,00 12,00
Avicel PH 102 48,32 57,99 34,79
Lactosa 16,67 20,00 12,00
monohidratada

Bicarbonato de 16,67 20,00 12,00
sodio

PEG 6000 16,67 2,01 1,21
atomizado

Tabla 7:
Agentes adyuvantes empleados en el pracedimiento de compresién de tabletas de
15 mg de componente activo.
Cantidades

| Agentes adyuvantes | Porcentual (% p/p) | Una tableta (mg) 600 tabletas (g)
Py Py concentrado 12,50 15,00 9,00
Avicel PH 102 50,74 6,089 36,53
Lactosa 17,50 21,00 12,60
monohidratada

Bicarbonato de 17,50 21,00 12,60
sodio

PEG 6000 1,76 2,11 1,27
atomizado

Ejemplo 5:

Ensayos contra larva de mosquito Aedes aegypti
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Las tabletas con contenido de 20 y 15 mg de componente activo fueron ensayadas en
cuanto a su actividad larvicida contra el mosquito Aedes aegyptig.

Por cada 10 litros de agua, se colocO una tableta. Entonces, por introducciéon
peri6dica de larvas de Aedes aegypti, uno ha estimado su porcentaje de mortalidad.

Los resultados para ambas tabletas revelaron que las cantidades respectivas de
componente activo mostraron una actividad larvicida efectiva, dando un 100% de
mortalidad de larvas, lo que permaneci6 durante 19 dias, por lo menos, en #reas bajo
luz solar, y 28 dias en 4reas bajo sombra.
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REIVINDICACIONES

. Una formulacién bioinsecticida con base en entomotoxinas obtenidas del
Bacillus thuringiencis var israclensis con actividad toxica contra insectos
dipteros caracterizada por ser suministrada por un polvo seco con una
actividad toxica que esti entre 500 a 1500 ITU (Unidades de Toxicidad
Intemacionales)/mg de polvo seco, teniendo de otro lado aditivos tales
como secadores quimicos, dispersantes, agentes aglutinantes/humectantes
y protectores contra la luz solar, lo que hace ficil la permanencia del
componente activo en el drea de aplicacién durante por lo menos 10 dias,
manteniendo estable su actividad toxica durante pro lo menos 6 meses, sin

causar dafio al ecosistema.

. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde
la entomotoxina Bti se presenta bajo una forma impura como biomasa

téxica o esporas Bti.

. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde
la entomotoxina Bti se presenta bajo una forma aislada como biomasa
téxica o esporas Bti.

. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde
los secadores quimicos han sido seleccionados entre tierras diatomaceas,
calcita, arcilla, silice, caolin, diatomita, bentonita, dolomita, fosfato de
calcio, leucita, montmorillonita, y sflice calcinada.

. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 4 en donde

los secadores quimicos estan entre 0,1 a 10% p/p de diatomita, 0,1 a 10%
de p/p de bentonita, 0,1 a 10% de p/p de fosfato de calcio y 0,1 a 10% p/p
de silice calcinado.

. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 1 en donde

los agentes dispersantes han sido seleccionados a partir de alginato de

eL\/
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calcio y alginato de amonio, alginato de sodio, lactosa,
carboximetilcelulosa, metilcelulosa, celulosas y bentonita,

La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 6 en donde

el agente dispersante es la metilcelulosa, presente entre 0,1 a 10% p/p.

La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacion 1 en donde
los agentes aglutinantes/humectantes han sido seleccionados entre
laurilsulfato de sodio, monoleato de polioxietilenos, sorbitanes y
estearatos de polioxietilenos.

La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 8 en donde
los estearatos de polioxietilenos estin presentes en un rango entre 0,1 a
10% p/p.

La formulacién bioinsecticida con base en entomotoxinas tomadas del
Bacillus thuringiencis var israelensis con actividades téxicas contra
insectos dipteros, caracterizada porque es dispensada o suministrada como
tabletas con una composicion entre 5 a 25% de la reivindicacién 1 y

agentes neutralizantes, diluyentes y lubricantes.

La formulacion bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacion 10 en
donde los agentes neutralizantes y diluyentes han sido seleccionados entre
bicarbonato de sodio, apatita, manetol granulado, celulosa micronizada u
otras celulosas, lactosa monohidratada, caolin, leucita y talco.

La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 11 en
donde el agente neutralizante es el bicarbonato de sodio presente en un
rango entre 10 a 70% p/p y los agentes diluyentes son celulosa
micronizada y lactosa monohidratada, ambos en un rango entre 10 a 70%

p/p.
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13. La formulacién bioinsecticida de acuerdo con la reivindicacién 10 en
donde el agente lubricado es polietilenglicol 6000 que estd presente en un
rango entre 1 a 5% p/p.

14. Procedimiento de preparacién de una formulacion bioinsecticida con
actividad toxica contra insectos dipteros caracterizada por las siguientes
fases;

Desarrollo del Bacillus thuringiencis var israelensis por medio de la
fermentacibn de un medio de crecimiento adecuado, donde los
metabolitos/nutrientes no consumidos no son daflinos para el ambiente y se
pueden utilizar a escala industrial.

La recuperacion de la biomasa tdxica o sus esporas, o solo entomotoxinas
conseguidas en la fase (I) por medio de un proceso adecuado de recuperacion,
capaz de mantener la actividad téxica de las entomotoxinas (puras o no).
Adicién secuencial de secadores quimicos, y otros aditivos a la biomasa
toxica, o a las esporas, o solo a las entomotoxinas recuperadas como se
menciond en la fase (II). Ocasionalmente, el cumplimiento de una fase de
deshidratacion entre la adicion de secadores quimicos y los otros aditivos.

La deshidratacién de la mezcla conseguida en la fase (11I), por medio de un
proceso capaz de mantener la actividad tdxica de las entomotoxinas, puras o
no, con el fin de obtener una formulacién suministrada como un polvo seco.
La adicion opcional de aditivos, tales como agentes diluyentes, lubricantes, y
neutralizantes al polvo seco conseguido en la fase (1V), con el fin de obtener
las tabletas.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 14 en donde el medio
de fermentacion incluye:

Medida de ﬁitrégeno: una o més sustancias seleccionadas a partir del grupo que
consiste de residuos industriales ricos en proteinas, proteinas de soja, urea,
extracto de levadura.

~X
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Medida de carbono: una o més sustancias seleccionadas a partir del grupo que
consiste de manito], dextrosa, y sucrosa.

. Medida de micronutrientes: mezclas de sales que incluyen MgSQ,, MnSO,,

FeSO,4 y CaCLa.
. Cloruro de sodio, empleado para mantener la viabilidad celular.

16. El proceso de acuerdo con la reivindicacién 15 en donde los
componentes del medio de fermentacién comprenden 1,5 a 3,0% p/p de
aminofértil, 1,0 a 1,5% p/p de proteina de soja, 0,1 a 0,2% de p/p de urea, 0,6
a 0,8% p/p de manitol, 0,1 a 0,2% p/p de cloruro de sodio y 0,5 a 0,08 p/p de
uan mezcla de sales constituidas por 65,1% p/p de MgSQs4, 4,4% p/p de
MnSO,, 4,4% p/p de ZnSO, 4,4% p/p de FeSO, y 21,7% p/p de CaCl,.

17. El proceso de acuerdo con la reivindicaciéon 14 en donde la
recuperaciéon de la biomasa téxica ha sido llevada a cabo por bioseparacién
con membrana vortex.

18.  El proceso de acuerdo con la reivindicacién 14 en donde los otros
aditivos son agentes de dispersioén, aglutinantes/humectantes y protectores
contra la luz solar.

19.  El proceso de acuerdo con la reivindicacién 14 en donde la fase de
deshidratacién ha sido llevada a cabo entre las etapas de adicién de los
secadores quimicos y los otros aditivos.

20. El proceso de acuerdo con la reivindicacion 14 en donde la
deshidratacion ha sido llevada a cabo en una estufa bajo 30° C.

21.  El proceso de acuerdo con la reivindicacién 14 en donde ias tabletas
han sido obtenidas por compresién giratoria.



22.  El proceso de acuerdo con la reivindicacion 18 en donde la adicién de
protectores contra la luz solar ha sido llevada a cabo por medio de una mezcla
simple o por medio de un tratamiento del tipo recubrimiento.
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RESUMEN

El principal objetivo de la presente invencién es suministrar una composicién seca de
bioinsecticida con base en entomotoxinas de Bacillus thuringiencis var israelensis,
que se caracteriza por su practicabilidad, economia y eficacia para controlar insectos
dipteros, siendo, al mismo tiempo segura ecolégicamente.

Asi, el objetivo principal de esta invencién es obtener una formulacién seca de
bioinsecticida, que comprende:

a) entomotoxinas, puras o no, de Bacillus thuringiencis var israelensis;
b) secadores quimicos;

c) agentes de dispersion;

d) agentes aglutinantes/humectantes

€) protectores contra la luz solar; y

f) opcionalmente agentes diluyentes lubricantes y neutralizantes.

Una primera modalidad de esta invencién se relaciona con una formulacién de
bioinsecticida suministrada como un polvo seco, 0 como tabletas, que comprende
aditivos que llevan las entomotoxinas, puras o no, seleccionadas de manera que se
suministre una alta dispersién del componente activo en el drea de aplicacion, sin

conllevar riesgos al ambiente.

Una segunda modalidad de esta invencion se relaciona con los procedimientos para
obtencion de una formulacion bioinsecticida, delineada de acuerdo con las siguientes

fases:

L Desarrollo del Bacillus thuringiencis var israelensis por medio de la
fermentacion de un medio de crecimiento adecuado, donde los
metabolitos/nutrientes no consumidos no son dafiinos para el ambiente y se
pueden utilizar a escala industrial.
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La recuperacion de la biomasa toxica o sus esporas, o solo entomotoxinas
conseguidas en la fase (I) por medio de un proceso adecuado de recuperacion,
capaz de mantener la actividad toxica de las entomotoxinas (puras o no).
Adicidn secuencial de secadores quimicos, y otros aditivos a la biomasa
toxica, o a las esporas, o solo a las entomotoxinas recuperadas como se
menciond en la fase (1I). Ocasionalmente, el cumplimiento de una fase de
deshidratacion entre la adicién de secadores quimicos y los otros aditivos.

La deshidratacion de la mezcla conseguida en la fase (III), por medio de un
proceso capaz de mantener la actividad toxica de las entomotoxinas, puras o
no, con el fin de obtener una formulacién suministrada como un polvo seco.
La adicién opcional de aditivos, tales como agentes diluyentes, lubricantes, y
neutralizantes al polvo seco conseguido en la fase (IV), con el fin de obtener
las tabletas.
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(34) Titie: A BIOINSECTICIDE FORMULATION CONSISTING OF BACILLUS THURINGIENSIS VAR ISRAELENSIS, AND
ITS CONCERNING MANUFACTURE PROCEEDINGS

{57) Abstract: The principal aim of the present invention is 1o afford a bioinsecticide dry composition based on entomoioxines
of Bacillus thuringiensis var israelensis, which is characterized by its practicabilily. economy and efficacy in controlling Dipteral
insects, being, at the same time, ecologically safe. Thus, the principal objective of this invention is to get a bicinsecticide dry formula-
tion, comprising : (a) entomotoxines, pore or not, of Bacillus thuringiensis var isroelensis; (b) chemical dryers; (c) dispersing agents;
e (d) agglutinanthumeciant agents; () proteciors against sunlight; and (f) optionally, diluent, lubricant and neutralizing agents. A first
< erubodiment of this invention is related 10 a bicinsecticide formulation dispensed as dry powder, or tablets, comprising additives

carrying the entomotoxines, pure or not, selected in way to afford a high dispersion of the active component in the spplication ares,
I~ but bringing sbout no risks to the environment. A second embodiment of this invention is related 1o the procesdings for obtention of
bicinsecticide formolation, delineated by the following phases: I) Development of Bacillus thuringiensis var israslensis by means
of fermentation in a saitsble growth medium, where the not spent metabalites/nutrients are not harmful to the environment and they
may be used in an industrial scale. IT) The recovery of toxical biomass, or its spores, or only entomotoxines gotien in the phase
S (D) by mems of a svilable process of recuperation, able to keep the toxical activity of entomotoxines (pure or not). TI1) Sequential

addition of chemical dryers, and other addictives 1o the toxical blomass, or 10 the spores, or only to the entomotoxines recovered as
o

8929

01

mentioned in phase (IT). Occasionally, the accomplishment of a dehydration phase between joining the chemical dryers and the other
additives. IV) Dehydration of the blend gotten in phase (III), by means of process able to keep the toxical sctivity of entomoloxines
pure o7 not, in order o obtain a formulation dispensed as dry powder. V) Optional addition of additives, as diluents, lubricants, and
heutralizing agents to the dry powder gotten in the phase (IV), in order to obiain the tablets.
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N. de la T.: Se traducen las autenticaciones adjuntas a un poder escrito en

idiomas inglés y Espafiol, atorgado en ia ciudad Rio de Janeiro, Brasil, el 23
do Abril de 1998, a favor de los doctores FERNANDO TRIANA, LAURA

MICHELSEN, JUAN CARLOS URIBE y JUAN PABLO TRIANA, por Eloi de Souza
Garcia, en nombre y representacion Fundagao Oswaldo Cruz sociedad
domiciliada en Avenida Brasil, 4365 - Castelo Mourisco - 5° andar Mangunhos,

Rio de Janeiro.
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TRIANA, URIBE & MICHELSEN

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned ___ ELOI DE SOUZA GARCIA
in representation FUNDACAQ OSWALDO CRUZ

17

domiciledin Ay, Brasil, 4365 - Castelo Mourisco - 50 andar-Mangunhos / Riq de Janeiro

in due compliance with the terms of paragraph 1st. of article 543 of the Commercial Code, do heroby
appoint FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45.265 c.c. No. 79.154.036; LAURA MICHELSEN, tpa. No.
67.897 c.c. No. 39.783.287;, JUAN CARLOS URIBE, tpa. No. 54.493 c.c. No. 79,159.313 and JUAN
PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222; domiciled at Calle 93 B No. 12-48 (204), Santafé de
Bogotd, Colombia, the first as principal and the others as alternates, in the order of their appointment, as
our representatives for all industrial property matters with facully to receive notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The first alternate shall replace the principal in case of his absence or of
temporal or definitive impediment. The same rule will apply when the second or third altemate
representative is to replace the first or second one, or when the second or third is to replace the principal
one, In such cases, the principal representative, shall state his intention not to act as representatives
through a declaration'given before a Notary Public in Colombia, or before a Notary or another Public
Official or a ‘Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the appropriate certificate shall
suffice. If any of the appointees were to be definitely absent, the following alternate shall take his place.
When the absence or impediment of the principal representative, or of the first or second or third
alternate in their tum cases, the representation can be taken again in their sequence, by the principal, the
first or second or third alternate depending on case, and the mere fact or its exercise will suffice, The
exercise of the representation by the first or second or third alternates in their turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attomney in favor of the above named attorneys-at-law so that they may
obtain the protection of my (our) industrial property and against the unfair’ competition, for which
purpose I (wo) autharize the said attomeys to represent me (us) before any authorities or persons, with or
without jurisdiction, specially those administrative, administrative contentious and judicial, in all matters
concerning the following: a) Obtainment of patents, models and dosigns; the registration of marks and
trade slogans; the deposit of commercial nunes and trade emblems; the obtainment of the declaration
and authorization of denominations of origin; its renewal, assignment, change of name or domicile,
voluntary cancellation; and the registration of licenses of use of the above rights; b) Obtainment of plant
variety protection; c) Obtainment of functioning licenses, health registrations and any other petition
before the sanitary or administrative authorities; d) Obtainment of copyright registrations for any type of
artistic, literury, scientific, musical, video, films, video games, choreography works, software or any
other production in the artistic, scientific or literary fields capablo of being reproducéd or expresssd by
any means known now or in the future; Registration of agreements related with the execution or transfer
of mlelllectull property rights; Deposit of names of periodic publications and television- programs;
Obtention of reduced postal tariff; e) Actions of opposition, cancellation, nullity, infringement, writ of
mendamus, granting of licenses; and in general the civil, penal and administrative suits relating to.all
those rights; actions and suits instituted by me (us) or against me (us). And that in'all the above miatters
they may substitute this Power of Attorney, compromise, conciliate, admit the facts of the case, desist,
clm_:el. receive, resign, and ratify acts done by representatives without a Power of Attorney,
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LAURA MICHELSEN, tpa. No. 67.897 c.c. No. 39.783.287; JUAN CARLOS URIBE, tpa, No. 54.493
c.c. No. 79.159.313 y JUAN PABLO TRIANA, tpa. 63.077 c.c. No. 79.487.222; domlol'iladou on la

Calle 93 B No. 12-48 (204), Santafé de Bogotd, Colombis, en obedecimiento a lo dispuedto en ol
pargrafo 1ro. del Articulo 543 del Cédigo de Comercio, el primero como principal y los démds coimo’

suplentes, en su orden, como mis (nuutros) representantes en todos los asuntos de propladld industrial
con facuitad para recibir notificaciones y nombrar apoderados judicisles o extrajudiciales, El primer
representante suplente reemplazard al principal en caso de ausencia o impedimento temporal o definitivo
de aquel. La misma regla se aplicard cuando el segundo y tercer representantes luplantal hlynn_de
reemplazar al primero, al segundo o al principal. En tales casos, ol representante principal, 0 el primero,
o segundo suplente, o tercer suplente en su caso, o todos ellos, declararin su intencién de no"gjercer la

representacidn mediante declaracién autenticada por Notario Péblico en Colombia, o por Notirio u otto’
Funcionario Piblico, o Cénsul de Colombia, en el extranjero; y si se tratare do ll'npedlmﬂnb. eon ‘ol

certificado respectivo. Si alguno de los nombrados faltare definitivamente, ol slgmmte tomard su Iuw.
Cuando cesare la ausencia o |mpedu'nonto del representante principal, o de su primeroo iegundo o
tercer suplente, en su caso, podrin ejercer la representacidn, en su orden, uno u otros ugﬂn ¢! caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese momento el ejercicio do la representacién por
el primero o segundo o tercer suplente en su caso.

Ademds, confiero (conferimos) poder a los abogados arriba noinbrados, para obtener la proteccién de mi
(restra) propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo efecto autoﬂzo(lmol) a los dichos
apoderados para que me (nos) representen ante cualesquicra entidades o personas, ejerzan o no
jurisdiccién, especialmente ante las del orden administrativo, contencioso-administrativo y judlcul on
todo lo concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencién do patentes de invencién, modelos y d|bujol
industriales, ¢l registro de marcas y de lemas comerciales; el depésito do nombres comerciales y enseflas;
In obtencién de Ia declaracion y de la autorizacién de denominaciones de origen; su renovacion, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacidn voluntaria; y el registro de licencias do uso de esos derechos;
b) Obtencidn de Ia proteccidn pars variedades vegetales; ¢) Obtencién y tramitacién de todo lo
relacionado con licencias de funcionamiento, registros sanitarios y cualquier otra potlcldn anto lns
autoridades sanitarins o administrativas; d) Obtencién del registro de derechos de sutor para cullqulor
tipo de obra artistica, literaria, cientifica, musical, videogrifica, cinematogrifica, coreogréficas, o
cualquier otra produccién, en ¢l campo artistico, cientifico, o literario capaz de ser reproducido o
expresado por cualquier medio conocido shoma o por conocer en ol futuro; Registro de contratos
relacionados con la cjecucion o transferencia ¢ derechos intelectuales; Depdsito do nombres de
publicaciones periédicas y de programas de televisién; Obtencién de tarifa postal reducida; o) Las
acciones de oposicién, do cancelacion, de nulided, de medidas cautelares, de tutela, de concesién de
licencias y en general los procesos civiles, penales, administrativos o eontencluo-ldmlmsmtwoa
relacionados con todos estos derechos; acciones y procesos que promovamos O e nos promusvan; Y
para que en todos los asuntos arriba determinados, puedan sustitulr este mandato, transigir, conciliar,
admitir los hechos del proceso, desistir, cancelar, recibir, renunciar y ratificar los lclOI de lgomu
oficiosos. RGO

Dado y firnado hoy 23 DE ABRIL DE 1998,

en___ RIO DE JANEIRO, BRAZIL

Sopsucese0. Registrador ¢ Hotirio: Cersen kiroz, - ‘llmher,n por

_mws_mn1muduudm_uaﬁmu&Mo de Janef
por el presente nombro (nombramos) a8 FERNANDO TRIANA, tpa. No. 45265 c.c. No. 79.154.036;
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CONSULADO DE COLOMBIA
No. 44/98.

El Suscrito Cénsul General de Colombia en Rio de Janeiro, visto los
documentos presentados por los interesados, CERTIFICA: Que el Sefior
ANDRE LUIS PEREIRA PINTO, quien como Escribiente ‘Sustituto de la
Notaria 110. de Rio de Janeiro, Brasil, autenticd la firma del signatario del
poder precedente, ejercia en la fecha las funciones indicadas y su firma
corresponde a la registrada en este Consulado.

Que la Compaflia FUNDAGCAO OSWALDO CRUZ, es una sociedad
constituida de acuerdo con las leyes dal Brasil y cumple su objetivo
conforme a las mismas.

Que el Seflor ELOY DE SOUZA GARCIA, quien en su caracter de
PRESIDENTE de la citada Compafila, confiere el poder precedente y cuya
fima fué autenticada ante la Notarfa 110. de Rio de Janeiro, Brasil, es su
reprasentante legal en este pals.

YIROY

El Consul no asume responsabilidad por el contenido de este documento.
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HOJA NUMERO -——=SIETE===——=- ( 07) (ULTIMA)

ES = == PRIMERA-—==————=- ( 01 ) COPIA (FOTOCOPIA) TOMADA

DE SU ORIGINAL CONFORME AL ARTICULO 79 DEL DECRETO 960 DE 1970.

SE EXPIDE EN  ~~~~~~ SIETE- - - - q7 }HOJAS
"LAURA MICHELSEN NINO".

UTILES CON DESTINO A :

COPIA AUTORIZADA POR LA SECRETARIA DE CONFORMIDAD AL DECRETO 1534

‘DE 1989<
2

\Pzascuos RESOLUCION No. 0037 DEL 15 DE ENERO DE 1998.

3

SANTAPE DE BOGOTA D.C. JULIO 14 DE 1998%.

L LK

o

¢

NOTA : CUALQUIER CAMBIO O MODIPICACION QUE SE REALICE SOBRE ESTAS

“fCOPTAS SIN LA AUTORIZACION E INTERVENCION DEL NOTARIO CONFORME A

LA(S) LEY(ES) ES ILEGAL ¥ UTILIZARLA(S) PUEDE CAUSAR SANCION PENAL.

< 0,
LA SECRETARIA £V =Y
LA SECRETARIA &

{

' fD ANA LSTHER CAUIISTA. ‘
Srunt 1ARIA '
‘ DECECl0 133 de I

ADRIANA Bsrnaﬂ\‘
%
NOTARIA 41 DEL S}néﬁggps ANTAFE DE BOGOTA D.C.

—————— - — —
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Trasite ¢ BRRPATENWESD 1 MEBISTRI Afi PRESMIRC e .
Dependencia; 2680 DIVISHON IE MEWS CRERCIOES Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL TRAMITE

USUARID RADICADOR

PATENTE DE INVENCION | ] MODELO DE UTILIDAD [} [}
« Indicacidn de que se solicita la concesion de una patente [] ['1/
o Daios de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [] [')/
o Descripcion de la invencidn (1 I ‘T/
« Dibujos de ser estos pertinentes (1 B
« Comprobante de Pago de las tasas establecidas - 1}
COMPLETAT ] INCOMPLETA [1 [1

DISENO INDUSTRIAL{ |

o Indicacidn de que se solicita el registro de Disefio Industrial.

» Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud.

» Representacion grafica y fotografica del Diseflo Industrial o muestra del
material que incorpora e diseflo .
« Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

ESQUEMA DE TRAZADO [ }

iy gpe—
Sl B

y— ity
[y S

— ey p— g—
Sl Rl Sl B

s Indicacidn de que se solicita el registro de un Esquema de trazado. (1 [1]

o Datos de identificacidn del soficitante o de la persona que presenta la solicitud. {1 11

* Representacion gréfica del esquema de trazado [1 [1

e Comprobante de pago de las tasas establecidas. (1 "[1]
COMPLETA] ] INCOMPLETA [1 T[]

Firma Responsable - —_

Fecha: . Carrara 13 Nc. 27-00 Piso 2 mezzaniniv

Conmutador; 352 08 40

Fax: 350 52 20 e-mail: info@sic.gov.ce
Bogotd D.C. - Colombia
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
2020
Bogots, D.C.,
Doclor: OficloN°
LAURA MICHELSEN NINO 05739
Apoderado
FIOCRUZ
ASUNTO: Radicacion N° 02-06152
Solicitud intemacional PCT/BR2001/00063
Facha inicio fase nacional 24/02/2002
Trémite o011
Evento 3n
Actuacién 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comisidn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacitn en Materia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Raglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Indusiria y Comercio, se le comunica
que:

0 La solictud no coniene la copia del documento en que consta la cesidn del derecho a la patents del
inventor al solicitante o a su causants. (Art. 26-k) Decisidn 486).
0

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 38 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro del
témino de dos meses siguientes a la fecha de nolificacion del presente oficio, complete los requisitos
anteriorments enunciadoe. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerard abandonada y perderd su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 52, fiteral e), del capftulo quinto del
tituio primero de ka Circular Unica N° 10 de 2001.

ALIX CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la Diyieion de Nuevas Creaciones.

El anterlor requerimiento fue notificado por fijacion en Ista de fecha, 25 Jn. 20




