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CONTROL DE LA CONTAMINACION MICROBIANA EN PROCESOS
DE FERMENTACION ALCOHOLICA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una composicion antimicrobiana y a
un proceso para controlar la contaminacién microbiana en procesos de
fermentacion alcohdlica, particularmente en la produccion de etanol de cafia

de azucar.

ARTE PREVIO DE LA INVENCION

A pesar de las mejoras introducidas en los procesos de fermentacion en
los ultimos afios, éstos no presentan ain un desempefio satisfactorio con
referencia al control de la contaminacién, debido a la dificultad y a los altos
costos relacionados con el control de los niveles de contaminacion de la
materia prima que se lleva a la planta y se procesa para formar el mosto a

fermentar.

Hoy en dia, las caracteristicas del procesamiento de la cafia de azicar
en las plantas de produccion de alcohol conducen normalmente al
surgimiento de una microbiota de bacterias que habitualmente supera las 10
células/ml en el mosto de fermentacion. Adicionalmente, el mismo mosto,
siendo un medio favorable para el crecimiento bacteriano, transporta
variedades de bacterias contaminantes tales como Lactobacilli y levaduras

naturales, aparte de las levaduras fermentadoras Saccharomyces cerevisiae.

La presencia de contaminantes puede causar una disminucién en la
productividad de la fermentacion y otros problemas operacionales. Por
ejemplo, las levaduras naturales pueden competir con las levaduras
fermentadoras, absorbiendo el aziicar en el mosto a fermentar sin convertirlo

en alcohol.
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Ademas, la presencia de bacterias, Lactobacilli y levaduras naturales
en el mosto fermentable tiende a provocar la aglomeracion de estos
organismos alrededor de las levaduras fermentadoras, produciendo por
consiguiente floculacion y menoscabando la actividad productiva de las

levaduras fermentadoras.

Igualmente, debe observarse que, con el aumento de la densidad
bacteriana y de lactobacilos en el mosto de fermentacidn, las concentraciones
de 4acido organico tienden a hacerse excesivamente altas. La elevada
concentraciéon de acido organico inhibe la multiplicacion de las levaduras
fermentadoras, lo cual puede reducir la productividad de las plantas
industriales en alrededor del 10-20%. En casos de contaminaciones mas
severas, pueden observarse disminuciones mayores de la productividad del

etanol.

Hasta la fecha, se han usado ampliamente antibidticos para controlar la
contaminacion del mosto de fermentacion. No obstante, la eficiencia de los
antibidticos se limita normalmente a un cierto grupo de bacterias. Por
ejemplo, aunque los antibidticos disponibles en la actualidad tienen una
accion especifica que es deseable contra las bacterias gram-positivas y
lactobacilos, poseen una accion reducida contra las levaduras naturales. Por
consiguiente, el uso de los antibidticos no elimina las pérdidas de
productividad resultantes de la presencia de levaduras naturales en el mosto
fermentable porque las levaduras naturales compiten con las levaduras

fermentadoras por el aztcar contenido en el mosto a fermentar.

Adicionalmente, los antibioticos son de accion lenta en el mosto
fermentable. Esta caracteristica de los antibiodticos permite el crecimiento de
las levaduras naturales, bacterias y Lactobacilli sp. durante la fase inicial de
la accion antibidtica. Por consiguiente, normalmente se requiere una carga

antibiotica elevada para controlar el grado cada vez mayor de contaminacion

2
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por bacteria y lactobacilos del mosto fermentable. Ademas, con el tiempo,
mds y mas bacterias desarrollan resistencia a los antibidticos, lo cual puede
exigir asimismo cargas elevadas de antibidticos para obtener niveles

aceptables de productividad.

Normalmente los antibidticos son costosos, cargas de antibidticos cada
vez mayores pueden llevar el costo de la fermentacion a un nivel inaceptable.
Mas aun, cargas mas elevadas de antibidticos pueden causar igualmente
alergias y otras enfermedades que afectan a los operarios implicados en esta
fase del proceso. Ademads, existe una exigencia creciente de los
consumidores en que los subproductos resultantes del proceso de
fermentacion para estos productos sean ecoldgicamente amables y no causen
dafio al ser humano y al medio ambiente. Esto se traduce en una exigencia de

cantidades residuales cada vez mas pequefias de antibidticos en el producto.

Como consecuencia de las limitaciones e inconvenientes relacionados
con el uso de los antibidticos para controlar los contaminantes, se han hecho
intentos por desarrollar un agente capaz de minimizar las deficiencias ya
comentadas, algunas de las cuales son inherentes al empleo de altas cargas de
antibidticos, que sea al mismo tiempo efectivo en reducir los efectos
negativos de las bacterias, lactobacilos y levaduras naturales, presentes en el

proceso fermentador.

Es conocido el uso de compuestos de biguanida como agentes
antimicrobianos para inhibir el crecimiento del microorganismo
contaminante, el microbio causante del chancro en plantas. La solicitud de
patente Brasilefia P1 0505795-7 (correspondiente a la solicitud de patente
Norteamericana US60/640,595), a Ecolab, Inc., divulgaba una composicion
para reducir la poblacién del microbio del chancro (por ejemplo, el microbio
del chancro de los citricos), en una serie de objetos, tales como plantas de
citricos, frutos, semillas, flores cortadas, etc. De acuerdo con la

especificacion, la composicion antimicrobiana puede incluir un agente

3
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antimicrobiano metalico, por ejemplo, un ién de plata, y un polimero, por
ejemplo, una poli(hexametil biguanida) (PHMB). Esta composicién tiene
accion bacteriosttica y/o biocida, y ayuda a controlar el crecimiento del
chancro aplicando la composicién antimicrobiana en una cantidad y durante

un tiempo suficiente para reducir la poblacién microbiana.

No obstante, la accién del compuesto de biguanida o poli(hexametil
biguanida) (PHMB) en la composicion de Ecolab se asocia obligatoriamente
con otro agente antimicrobiano inorganico, de manera que pueda tener
efectivamente la funcion antimicrobiana en el "objeto", en ciertas cantidades
del citado agente en la mezcla de los componentes que forman la
composicion, para reducir la poblacion de patégenos vegetales. Aunque los
compuestos inorganicos a base de plata son conocidos en el arte previo, su
empleo en la formacién de composiciones para controlar la contaminacion
microbiana en procesos de fermentacion alcohdlica es econdmicamente
inviable, haciendo la propuesta del arte previo inadecuada para emplearse en

un medio de fermentacion alcohdlica para obtener etanol.

Otra aplicacion de la polihexametilen biguanida (PHMB) se describe
por Elszetin, C. y Morais, M.A., en un articulo titulado "Polyhexamethy!
biguanide can eliminate contaminant yeasts from fuel-ethanol fermentation
process " publicado en J. Ind. Microbiol. Biotechnol., (2008), 35:967-973. En
el articulo, los autores examinaron la actividad fungicida de la poli(hexametil
biguanida) (PHMB). Basandose en los efectos de la PHMB luego de la
inhibicion del crecimiento y la eliminacion de microorganismos, evaluadas
en cultivos de laboratorio y muestras industriales, los autores propusieron el
uso de la PHMB a 200 mg/] para controlar los principales contaminantes del

combustible-etanol en una escala industrial.

De acuerdo con el articulo, el efecto fungicida de la PHMB se probo en
células de cepas de Saccharomyces cerevisiae (JP1 y P2) y levaduras

naturales de Dekkera bruxellensis, recolectadas directamente de los procesos

4

g



WO 2010/093765 PCT/US2010/023853

industriales. Aunque estos resultados demuestran que la presencia de la
PHMB reduce D. bruxellensis por debajo de 1 log (44%) en la tabla 2, pagina
971, los resultados muestran también que la levadura fermentadora S.
cerevisiae PE2 es muy sensible a la PHMB en concentraciones por encima de
20 ppm. En consecuencia, los autores recomiendan usar la PHMB en
combinacién con una cepa resistente a la PHMB, altamente fermentadora.
Asimismo los autores recomiendan usar el biocida PHMB solo en los tanques
de pre-fermentacion, donde la biomasa de levadura se airea y alimenta con
zumo de cafa diluido, para impedir o reducir cualesquiera efectos negativos
de la PHMB sobre las células de S. cerevisiae cuando se exponen a sacarosa y

a una baja cantidad de etanol.

A pesar de demostrar la actividad PHMB como agente biocida en
distintas aplicaciones, las soluciones encontradas hasta ahora no tomaron en
cuenta el efecto letal de las proporciones/concentraciones sugeridas alli,
tanto para los antibidticos ampliamente utilizados como para el compuesto
poli(hexametil biguanida), sobre las levaduras fermentadoras S. cerevisiae en

Si.

Recientemente, la solicitud internacional de patente WO 2009/001205
A2 divulgé un método de producir productos a base de fermentacién,
particularmente etanol, método que incluye fermentar un medio, que
contiene azucar, con levaduras en la presencia de un aditivo, por ejemplo,
compuestos a base de guanidina, tales como PHMB, solos o en combinacion
con otros biocidas orgédnicos tales como monoaldehidos y dialdehidos
alifaticos y aromadticos, etc., para reducir o controlar una poblacion

bacteriana en el medio con contenido de azucar.

Aunque el arte previo disponible puede conducir a buenos resultados
en el control microbiano en el medio de fermentacion e igualmente a una
reduccion en las cantidades residuales de antibidticos en los subproductos

(levaduras secas), ninguna de las composiciones o métodos del arte previo
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llevan a una tasa de preservacion creciente de la levadura S. cerevisiae junto
con una mayor tasa de eliminacion de la levadura natural, lactobacilos y otras
bacterias en el medio de fermentacion, con el fin de permitir tasas de

productividad inesperadas en los procesos de fermentacion.

Otra desventaja de los procesos conocidos resulta del uso de 4cido para
tratar el zumo mezclado recibido en la planta y para tratar la levadura que
queda de la fermentacién de una carga de mosto para eliminar las bacterias
que permanecieron vivas después del proceso fermentador, permitiendo en
esa forma que la levadura se utilice en la fermentacion de una nueva carga de
mosto. El uso de 4cidos tiene una serie de desventajas, tales como la
necesidad de proveer un equipo resistente al ataque de los 4cidos, un mayor
costo asociado con mayores cantidades de 4cido necesarias para tratar cargas
elevadas de bacterias que quedan en la levadura que se esta reutilizando, la
toxicidad de este insumo acido, y la necesidad de eliminar el 4cido del
subproducto (levaduras secas) del proceso fermentador, particularmente

cuando se usan en la produccion de concentrados para animales.

Ninguno de los procesos industriales conocidos de fermentacion
alcoholica tiene éxito en satisfacer, de una manera econdémicamente factible,
todas las nuevas exigencias actuales que se relacionan con la eficiencia del
proceso fermentador, la reduccion de las cargas de antibidticos a emplearse
en el proceso, el nivel de bacterias residuales y antibidticos en el subproducto
(levaduras secas), y asimismo la disminucion de la cantidad de acido,
generalmente 4cido sulfirico, empleado para el tratamiento de la levadura,

debido a las bacterias residuales que pueden hallarse en ésta.

SUMARIO DE LA INVENCION

En vista de las limitaciones del arte previo, la invencion tiene como
objeto proveer una composicion antimicrobiana que puede aplicarse al mosto

contenido en las cubas de fermentacion para la produccion de alcohol, con el
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fin de controlar la contaminacion por levaduras naturales, lactobacilos y
bacterias presentes en el material bajo fermentacion, preservando las
levaduras fermentadoras de competir, con los citados microorganismos
contaminantes, por los nutrientes disponibles en el sustrato, y permitiendo
una mayor productividad en los procesos de fermentacion y el uso de cargas

reducidas de antibidticos en el medio de fermentacidn.

La composicién antimicrobiana objeto de la invencion contiene un
agente antimicrobiano de la familia guanidina, como por ejemplo,
poli(hexametil biguanida) (PHMB); un agente antibiético, y un agente
surfactante, en cantidades adecuadas suficientes para controlar la levadura
natural, lactobacilos y microbiota de bacterias, contenidos en el mosto a
fermentar; producir un efecto de desfloculacién en el citado mosto; y
preservar las levaduras fermentadoras de la competencia, con la microbiota

de los contaminantes, por el azlicar contenido en el mosto a fermentar.

La invencion se refiere ademas al método para controlar la
contaminacion microbiana en el medio de fermentacion alcoholica, con el fin
de obtener etanol y/o otros productos derivados de la fermentacion,
agregando, a una carga de mosto a fermentar, los agentes biocida, antibidtico
y surfactante, mencionados mas arriba, en cantidades adecuadas y suficientes
para controlar la levadura natural, lactobacilos y microbiota de bacterias,
contenidos en el mosto a fermentar; producir un efecto de desfloculacion en
el citado mosto; y preservar las levaduras fermentadoras de la competencia,
con los contaminantes ya citados, por el azucar contenido en el mosto a

fermentar.

Otro aspecto relativo a los tratamientos actualmente conocidos resulta
del hecho de que la carga de levadura seca, que se extrae al final del proceso
fermentador y se procesa para reciclarla a una nueva fermentacion, presenta
una carga de bacterias que ha resistido la accion antibiotica y que necesita

neutralizarse con el fin de no re-introducirse en un nuevo lote de
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fermentacion.

Con la accion combinada de los agentes descritos mds arriba se mejora
el desempefio de la levadura fermentadora en uso y libre de la microbiota de
contaminantes, y con respecto a la contaminacion, esta levadura no tendra
bacterias, o un menor numero de ellas, reduciendo las cantidades necesarias
de 4cido, generalmente acido sulfurico, para tratar bacterias residuales en la

levadura seca, y el cual es altamente problematico en las plantas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Uno de los objetos genéricos mencionados anteriormente se logra
mediante la provision de una composicion antimicrobiana que contiene:
desde alrededor de 1% a alrededor de 5% en peso de un agente
antimicrobiano de la familia guanidina, como por ejemplo, poli(hexametil
biguanida) (PHMB); desde alrededor de 0.05% a alrededor de 0.5% en peso
de un agente antibiotico; y desde alrededor de 98.95% a alrededor de 94.5%

en peso de un agente surfactante.

El agente antibidtico se selecciona generalmente como una funcion de
las caracteristicas del mosto bajo fermentacion y de los microorganismos
contaminantes (microbiota de contaminantes) hallados en el citado mosto, e
igualmente las condiciones a las cuales se somete la materia prima hasta

llegar a la cubas de fermentacion.

Considerando la fermentacion de un mosto de zumo de cafia de azicar
("garapa"), el antibidtico empleado para formar las presente composicion
antimicrobiana puede ser un iondforo seleccionado de virginiamicina,
penicilina, penicilina V, clindamicina, acido lactamico, beta-lactdmicos,
tetraciclina y, particularmente, monoensina, tal como la conocida bajo el
nombre comercial Kamoran, de Elanco, en los porcentajes en peso de la

composicidn, como ya se menciono.
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El biocida usado en la presente composicion, en los porcentajes ya
definidos, es un agente antimicrobiano de la familia guanidina,
poli(hexametil biguanida) (PHMB), cuya funcion biocida/bactericida se
conoce del arte previo. La PHMB usada en la presente invencién se conoce

comercialmente como "Vantocil IB", fabricado por el presente solicitante.

Con el fin de aumentar ain mas la eficiencia del proceso fermentador,
la composicion antimicrobiana contiene un agente surfactante no idnico
apropiado, incluyendo alcoholes alcoxilados, preferiblemente alcoholes

etoxilados.

Particularmente, los compuestos activos de los agentes surfactantes no
ionicos apropiados pueden describirse ampliamente como compuestos
producidos por la condensacion de grupos de oxido de alquileno, los cuales
son hidrofilos in natura (como se encuentran en la naturaleza), con un
compuesto hidréfobo orgéanico, el cual puede ser un alquilo alifatico o
aromatico in natura (como se encuentra en la naturaleza). La longitud del
radical hidrofilo o polioxialquileno que se condensa con cualquier grupo
hidrofobo particular puede ajustarse facilmente para proporcionar un
compuesto hidrosoluble, que tiene el grado de balance deseado entre los
elementos hidrofilo e hidréfobo. Los alcoholes alcoxilados preferidos se
selecciohan del grupo que incluye alcoholes etoxilados de la formula general:
R-(OCH,CH,)-N-OH, en donde R es lineal o ramificado, Cs-C5 es alquilo o
hidroxialquilo y N es, en promedio, 1-14. Los alcoholes apropiados para uso
en la presente invencion incluyen, por ejemplo, un alcohol graso de coco y/o
un éter de poliglicol, preferiblemente el conocido por el nombre comercial
"Genapol", producido por Clariant, usindose también surfactantes
cationicos, surfactantes anfotéricos y otros tipos no i6nicos de agentes

surfactantes.

Debe entenderse que pueden utilizarse diferentes tipos de surfactantes
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para incrementar el grado de dispersion de los biocidas activos y el grado de
la desfloculacion de las levaduras fermentadoras en el mosto y, en esa forma,

el area superficial de contacto de las citadas levaduras con el azicar.

El uso de antibioticos y PHMB en las concentraciones ya definidas
permite que la PHMB actlie inocuamente sobre las levaduras fermentadoras,
pero efectivamente sobre las levaduras naturales y las bacterias
contaminantes (Lactobacilli sp. y Acrobacter sp.) contenidas en el mosto
fermentable, inmediatamente después de aplicar la composicién para

controlar los contaminantes.

La presencia de la PHMB en la composicion antimicrobiana como un
medio de control, en concentraciones debidamente limitadas, para impedir la
accion nociva sobre las levaduras fermentadoras, permite que este biocida
actiie rapidamente sobre las levaduras naturales e incluso sobre un gran
numero de bacterias contaminantes susceptibles a su accion bactericida,
impidiendo que los citados contaminantes compitan por los nutrientes del

mosto fermentable (azlcar) con las levaduras productivas.

Un aspecto importante de esta accion de la PHMB sobre las levaduras
naturales y las bacterias contaminantes resulta del hecho de que esta accion
es inmediata después de la aplicacion de la composicion, es decir, la PHMB
inicia su accion biocida/bactericida en menos de cinco minutos, provocando
la reduccion de las levaduras naturales y el control de las bacterias
susceptibles a su accion, e impidiendo la proliferacion de los citados
contaminantes y reduciendo su accidén de aglomeracion sobre las levaduras

fermentadoras.

Con la accidon inmediata de la PHMB sobre el organismo contaminante,
la accion y proliferacion de las levaduras naturales y bacterias contaminantes
se interrumpen, reduciendo el volumen de bacterias a atacarse

especificamente por el antibidtico que presenta una accion
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considerablemente mas lenta que la de la PHMB, y que es desde alrededor de
3 a 5 horas. Por consiguiente, la carga de antibiéticos a incorporarse en el
proceso fermentador puede reducirse sustancialmente a valores compatibles

con la microbiota de bacterias que queda en el mosto fermentable.

Ademas, a partir de la accién de los agentes antimicrobianos vy
antibioticos sobre la microbiota de contaminantes contenidos en el mosto a
fermentar, debe advertirse que la presencia del agente surfactante en la
composicion permite obtener una accion de desfloculacion en el mosto a
fermentar, proporcionando una separacion no sélo de las particulas de la
levadura fermentadora sino también de las particulés de la microbiota
contaminante. Esta desfloculacion aumenta el area supeyﬁcial de contacto de
la levadura fermentadora con el mosto (azlcar) e igualmente el area
superficial de contacto entre los contaminantes y los agentes antibidticos y
antimicrobianos, permitiendo un aumento en la accion de los agentes sobre la

microbiota contaminante y, asimismo, una mejor eficiencia fermentadora de

la levadura que aumenta la productividad del proceso fermentador.

Una posible formulaciéon de la presente composicion antimicrobiana
contiene desde alrededor de 1% a alrededor de 5% en peso de un agente
antimicrobiano de la familia guanidina, poli(hexametil biguanida) (PHMB);
desde alrededor de 0.05% a alrededor de 0.5% en peso de un agente
antibiotico; y desde alrededor de 98.95% a alrededor de 94.5% en peso de un
agente surfactante, considerando que la dosis recomendada de la citada
composicion se situa alrededor de 0.052% en peso 0 520 ppm, de la carga de

mosto en fermentacion.

La presente invencion tiene también como objeto proporcionar un
proceso para controlar la contaminacién microbiana en procesos de
fermentacion alcohdlica, particularmente en la produccion de etanol y/o otros
productos derivados de la fermentacion de cafia de azGcar. El proceso incluye

el paso de agregar al mosto de fermentacion las siguientes cantidades en peso
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de la carga de mosto en fermentacion: alrededor de 5 ppm a alrededor de 26
ppm de un agente antimicrobiano de la familia guanidina, como por ejemplo,
poli(hexametil biguanida) (PHMB); alrededor de 0.26 ppm a alrededor de 2.6
ppm de un agente antibidtico, como se define previamente para la
formulacion de la composicion antimicrobiana y, ademas, alrededor de 491
ppm a alrededor de 514 ppm del agente surfactante seleccionado de los
grupos definidos previamente en relacion con la composicion

antimicrobiana.

Aparte de los enormes beneficios econdmicos y ambientales
resultantes de la reduccion sustancial de la carga de antibiéticos, la provision
de la PHMB en la presente composicion de control disminuye, desde el
comienzo del proceso fermentador, la aglomeracion de levaduras naturales y
microbiota de bacterias en la levadura fermentadora, que obstruye el contacto
de la levadura con los nutrientes (azicar) del mosto y la productividad del

proceso fermentador.

Ademas, con la accion combinada del agente surfactante de la presente
composicion, junto con la accion de la PHMB vy el antibidtico, se evita la
floculacion en el mosto fermentable, permitiendo un grado muy alto de
contacto de la levadura fermentadora con los nutrientes (azicar) contenidos

en el mosto, aumentando la eficiencia del proceso fermentador.

Con la composicién de la invencién descrita mds arriba, se mejora el
desempefio de la levadura fermentadora. Adicionalmente, la levadura seca no
tendra bacterias, 0 un nimero menor de ellas, reduciendo en esa forma la

cantidad de insumo de acido sulfurico en el tratamiento de levadura seca.

El uso de los tres componentes ya descritos para controlar la
contaminacion microbiana en procesos de fermentacion alcohdlica puede
hacerse mediante la presente composicion antimicrobiana, o en la forma de

polvo, gel, pasta, liquido, pildora o tableta, o igualmente con los
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componentes en forma separada, para adicion al mosto de fermentacion.

La siguiente tabla muestra el desempefio de la composicion en el
presente proceso de fermentacion alcoholica en relacion con los resultados en
lo concerniente a la reduccién de las levaduras fermentadoras, levaduras

naturales, Lactobacilli y bacterias presentes en el mosto fermentador.

WL +
UFClij gFI‘ngL MRS TSA
No.| Muestras Sacch levad UFC/mL UFC/mL
accharomyces |levadura . .
.. Lactobacilos |bacterias
cerevisiae natural
01 |kamoran  |1X10° 2x10°  [2,5x10° 7x10°
3ppm
02 |15ppm 3x10° 2x10°  |<10 4X10°
PHMB +
Ippm
Kamoran
03 |15ppm 1.2x10° 3x10°  |<10 1.4x10”
PHMB +
lppm
Kamoran +
0,05%
genapol
04 |Blanco 1.3x10° 9.5x10° [3.1x10° 6x10°

La anterior Tabla 1 muestra la reduccion de levadura fermentadora,
levadura natural, lactobacilos y otras bacterias en el mosto fermentador
cuando se trata con: un agente antibiotico (Kamoran) Unicamente; una
composicion que contiene el agente antibiotico (Kamoran) y un agente
antimicrobiano (PHMB); y una composicion que contiene el agente
antibidtico (Kamoran), el agente antimicrobiano (PHMB) y el agente

surfactante (Genapol).

Como puede observarse, el uso de un agente antibiotico (Kamoran)
unicamente, en una cantidad de 3 ppm de la carga de mosto en fermentacion
(muestra 1), lleva, en relacion con la muestra de control 4, a una reduccion de
alrededor de 1 log en la levadura; de alrededor de 3 log en la levadura natural;

de alrededor de 4 log en los lactobacilos y de alrededor de 2 log en otras
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bacterias. Como puede apreciarse, la accidon antibidtica es efectiva para
proveer una reduccidén positiva y sustancial de la microbiota de
contaminantes, pero proporciona también una reduccion no deseable en la
levadura fermentadora, no permitiendo un aumento en la eficiencia de los

procesos fermentadores.

En la muestra 2, se us6 una composicion que contenia 15 ppm de
PHMB (agente antimicrobiano) y 1 ppm de Kamoran (agente antibiotico).
Esta composicion proporciond, en relaciéon con la muestra de control 4, una
reduccion de alrededor de 1 log en la cantidad de levadura fermentadora; de
alrededor de 1 log en la cantidad de levadura natural; de alrededor de 6 log en
la cantidad de lactobacilos; y de alrededor de 4 log en la cantidad de otras
bacterias. Como puede apreciarse, la accion del agente antimicrobiano junto
con un agente antibiotico demostrd ser efectiva para proporcionar una
reduccion positiva de la microbiota de contaminantes, considerando incluso
que la reduccion en la cantidad de la levadura natural fue inferior a la
obtenida con el agente antibidtico unicamente (muestra 1). No obstante, esta
composicion produce una reduccion indeseable en la levadura fermentadora,

no permitiendo un aumento en la eficiencia del proceso fermentador.

En la muestra 3, se usd una composicién que contiene un agente
antimicrobiano (15 ppm de PHMB); un agente antibidtico (1 ppm de
Kamoran); y un agente surfactante (0.05% de Genapol). Esta composicion,
que es un objeto de la presente invencion, produjo una reduccion de
alrededor de 2 log en la cantidad de levadura natural; una reduccion de
alrededor de 6 log en la cantidad de lactobacilos; y una reduccion de

alrededor de 3 log en la cantidad de otras bacterias.

El uso combinado de PHMB, un agente antibidtico y un agente
surfactante, en las proporciones indicadas, produjo una reduccion efectiva de
la microbiota de contaminantes, sin afectar las levaduras fermentadoras

(Saccharomices cerevisiae), permitiendo obtener un aumento en la eficiencia
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del proceso fermentador considerado en esta especificacion.

La invencion se describid con referencia a posibles incorporaciones de
la invencion, asi como las formas preferidas de las aplicaciones. No obstante,
debe entenderse que pueden introducirse muchas variaciones vy
modificaciones, con la condicion de que caigan dentro del espiritu y ambito

de proteccion de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién antimicrobiana paira controlar la contaminacion
microbiana en procesos de fermentacion alcoholica, caracterizada porque la
composicién contiene: un agente antimicrobiano de la familia guanidina; un
agente antibidtico; y un surfactante, en cantidades adecuadas suficientes para
controlar contaminantes como levadura natural, lactobacilos y microbiota
de bacterias, contenidos en el mosto a fermentar; producir un efecto de
desfloculacion en el citado mosto; y preservar las levaduras fermentadoras de
la competencia, con los contaminantes, por el azicar contenido en el mosto a

fermentar.

2. LLa composicion, como se divulga en la reivindicacion 1, caracterizada
porque la composicion contiene: desde alrededor de 1% a alrededor de 5% en
peso del agente antimicrobiano de la familia guanidina; desde alrededor de
0.05% a alrededor de 0.5% en peso del agente antibiotico; y desde alrededor
de 94.5% a alrededor de 98.95% en peso del surfactante.

3. La composicion, como se divulga en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 o 2, caracterizada porque el agente antimicrobiano de la

familia guanidina es poli(hexametil biguanida) (PHMB).

4. La composiciéon, como se divulga en una cualquiera de las
reivindicaciones 1, 2 o 3, caracterizada porque el agente antibidtico es un
ion6foro seleccionado de virginiamicina, penicilina, penicilina V,
clindamicina, 4cido lactamico, beta-lactamicos, tetraciclinas vy,

preferiblemente, monoensina.

5. La composicion, como se divulga en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, caracterizada porque el surfactante es no idnico e
incluye alcoholes alcoxilados, preferiblemente alcoholes etoxilados, de la
formula general: R-(OCH;CH,;)-N-OH, en donde R es lineal o ramificado,

C,-C 3 es alquilo o hidroxialquilo y N es, en promedio, 1-14.
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6. La composicion, como se divulga en una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, caracterizada porque el surfactante se selecciona de
alcohol graso de coco, éter de poliglicol, surfactantes catidnicos, surfactantes

anfotéricos y otros tipos de surfactantes no idnicos.

7. La composicion, como se divulga en la reivindicacion 1, caracterizada
porque €sta se presenta en la forma de polvo, pildora, tableta o liquido para

adicion al mosto a fermentar.

8. Un proceso para controlar la contaminacion microbiana en procesos de
fermentacion alcohdlica, caracterizado porque el proceso incluye el paso de
agregar al mosto a fermentar: un agente antimicrobiano de la familia
guanidina; un agente antibidtico; y un surfactante, en cantidades adecuadas,
suficientes para controlar contaminantes como levadura natural, lactobacilos
y microbiota de bacterias, contenidos en el mosto a fermentar; producir un
efecto de desfloculaciéon en el citado mosto; y preservar la levadura
fermentadora de la competencia, con los contaminantes, por el azicar

contenido en el mosto a fermentar.

9. El proceso, como se divulga en la reivindicacion 8, caracterizado
porque el paso de agregar el agente antimicrobiano, el agente antibidtico y el
surfactante al mosto de fermentacion incluye agregar a éste ultimo, alrededor
de 5 ppm a alrededor de 26 ppm del agente antimicrobiano de la familia
guanidina; alrededor de 0.26 ppm a alrededor de 2.6 ppm del agente
antibiotico; y alrededor de 491 ppm a alrededor de 514 ppm del surfactante

en peso de la carga de mosto bajo fermentacion.

10.  El proceso, como se divulga en una cualquiera de las reivindicaciones

8 0 9, caracterizado porque el agente antimicrobiano de la familia guanidina

es poli(hexametil biguanida) (PHMB).

11.  El proceso, como se divulga en una cualquiera de las reivindicaciones

8, 9 o 10, caracterizado porque el agente antibidtico es un iondforo
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seleccionado de virginiamicina, penicilina, penicilina V, clindamicina, acido

lactamico, beta-lactamicos, tetraciclinas y, preferiblemente, monoensina.

12.  El proceso, como se divulga en una cualquiera de las reivindicaciones
8-11, caracterizado porque el surfactante es no ionico e incluye alcoholes
alcoxilados, preferiblemente alcoholes etoxilados, de la formula general:
R-(OCH,CH,)-N-OH, en donde R es lineal o ramificado, C,-C ;g es alquilo o

hidroxialquilo y N es, en promedio, 1-14.

13.  El proceso, como se divulga en una cualquiera de las reivindicaciones
8-12, caracterizado porque el surfactante se selecciona de alcohol graso de
coco, éter de poliglicol, surfactantes cationicos, surfactantes anfotéricos y

otros tipos de surfactantes no ionicos.

14. El proceso, como se divulga en la reivindicaciéon 8, caracterizado
porque los agentes biocida, antibiotico y surfactante estdn en la forma de

polvo, pildora, tableta o liquido para adicion al mosto a fermentar.

18



SN 107/405,388 & SN 10/783,210

X Brigard & Castro

‘ BOGOTA - COLOMBIA

PODER

Yo (nosotros) ARCH CHEMICALS, INC,

domiciliado(s) en 501 Merritt' 7, P.O. Box 6204, Norwalk,

Connecticut 06856-5204, Estados Unidos de América

Nombro(amos) a: JUAN PABL.O CADENA SARMIENTO y/o
BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALAc);o
EASTMAN y/lo HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogotsa,
Colorqbia, gpoderados verdaderos y legeles con poder
especial, amplic y suficiénte, para recabar de las oficinas Yy
autprtdadas colombizites administratives, judiciales y de
poficla, en cualquler instancla o recureo, la obtenclén de
patentes de Invepcién, registros de marcas, disefios
indugtriales, modelos de- utilidad, depésitos de nombres
comerclales y ensefias, registros de derechos de autor Y
contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, asf como sus prérrogas,
renovaclones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre.
y/e domicllio; elaborar, tramitar y reglstrar contratos de
ficancie vy ficenclas de cualesquiera clases; Intervenir como
demandants o como demandado en cualquler instancia y
recurso ante cualquier juez, corporacién, funcionario ptblico
o autoridad en acciones judiciales, administratives 'y de
policfa tales como: oposiciones al reglstro de marcas;
acciones de caduciiad, cancelacién y nulided; acciones
relvindicatorias, ecciones derivades de Ia obtenclén o
explotacién de ficancias: acdiones de competencia desleal;
demandes penales; acclones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
_patentes, disefios industriales, modelos de utilided, en el
gjerciclo de medidas cautelares y en ofras acclones o
medidas similares. ' .

A este efecto, lo(s) faculto(amos) pare elevar solicltudes,
formutar descripaiones, enmiendas, protestes,

. deciaraciones, opediciones, ‘'cancelaclones, nuiidedes,
apslaciones. y reclemos;’ pagar Impuestos, cuotas y
gravamenes presciitos por fa ley; renunciar o desistir a
derechos concadidos o en curso de concesién; recibir toda
clase de documentos y valores, dando e/ descargo
raspactivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
‘todos los pasos necesdrios al efacto indicado y tomar todas
fes medidas que creysren gonducentes al reaguardo de mis
(nuestros intereses), con todas las demdas facullades legales
necesarias, .

Este poder comprende la facultad de ratificar o confinmar en
‘mt (nuestro) nombre fo actuado asf como la facultad de
desistir, transiglr, comprometer, y la de sustituirio en todo o
an parte y revocar sustifuciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CAAR1LO8 H, PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEMA, domiclliado(s) en la Carrera 7
No. 18-58 Piso 8, mis (nuestros) apoderados en Colopif
con facultades para reclbir notificaciones y dgh
apoderados judiciales o sxtrajudiciales, : p
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POWER OF ATTORNEY

I (We) ARCH CHEMICAL.S, ING..

domiclled In 601 Mermitt 7, P.O. Box 5204, Norwal
Connecticut 06856-5204, United States of Americe, e

- Hereby appoints JUAN PABLO - CADENA SARMIENTO

and/lor BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bagota, Colombla, my ‘(our) true and lawful attomeys with
special, ample and sufficlent power to obtein from the*
Colomblan administrative, judiclal and police offices and
authoriles, In any instance, privilsges of patents of
invention, registration of trademaerks, industrial designs and
utiity models; regietretion ' of commercial nemes and
emblems, registration of copyright and contracts related

. thereto, certificates of obtalners of vegstables variafiss, as

well as extensions, renewals and recordal of essignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prepare, progsacute and register licenses of any kind; fo act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public officlal or authority in
judicial, edministrative and police actions, stich as:
oppaositions to the registration of trademerke: caducity,
cancallation and nuliity ections; claim actions derived from
the abtalning or exploitation of licenses, action of unfair
compatition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent appiications,
models, industrial designe and utility models; in the exarcise
of preventfye measures and In other actions or similer
procesdings,

To that effect they hereby empowerad to fille applications,
formulate desgaoriptions, amendmants, proteats, deciarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and cleims:; to
pay. taxes, quotas and assassments prescribed by law,
renaunce or wealve the rights granted or in the process of
grenting; to receive all kinds of documents and veluables,
giving the respective relesse of recelpt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and sny measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other
necesasary legal powers,

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
setife and compromise on my (cur) behaif, and to substitute
this power In whole or In part-and to revoke substitutions. At
the same time | (We) haereby appoints JUAN PABLO
CADENA SARMIENTO eand/or BEATRIZ JARAMILLO
and/or CARLOS H. PALACIO EASTMANMN and/or HECTOR
/AGOMEZ MEJIA, domiciled in Carrera 7. No. 18-68, Piso 9,
(our) attomey(s) In fact, with powers to recsive
nofifications and to designate judicial and extrgjudioclal
attomseys. . ]

d'signed in Norwalk, Connecticut, U.S.A.

Gra.nted/
7 day ﬁf/‘f‘ of 2005
, ARCH CHEMICALS, INC.,
Signature(_d

Name
Title

Executive



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by NANCY O. STEVENS

3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC

4. in the State of Connecticut for the term of June 21, 2001 to June 30, 2006

CERTIFIED

5. at Hartford, Connecticut 6. on October 13,2005

7.by SUSANBYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut

8. Number : 2005-12690

9. Seal :

Secretary of the State



COLOMBIA

3 ,
+T PAUL J. CRANEY Certify:

That ARCH CHEMICALS, INC.
is a Corporation duly organized and legally
existing under the laws of the Commowealth

of Virginia, U.S.A.

That the domicile of said Corporation
is 501 Merritt 7
P.0. Box 5204 _ ,
Norwalk, Connecticut 06856~5204
U.S.A.

I, further certify that I am duly authorized to
sign the forgoing instrument in the name of said
corporation and that the purposes for which said
instrument is granted are within the scope of the
objects or activities of said corporation,

in accordance with the Articles of Amendment &
Restatement of the Articles of Incorporation,
issued in the City of Richmond, Virginia, U.S.A.
and filed February 3, 1999.

Signed in Norwa necticut, U.S.A.
Dated: ﬂ/‘

, 2005

STATE OF ‘CONNECTICUT )

)
COUNTY OF FAIRFIELD )

On this 4Hh  day A ¥, 2005, before me a

Notary Public in and for said County and State, personally -
appeared PAUL J. CRANEY, who acknowledged himself to be  the
Executive Vice President of ARCH CHEMICALS, INC., and that he as
'such’ Executive Vice President, being authorized so to dod,
executed the foregoing instrument for the purposes therein
contained, by signing the name of the corporation by himself as
Executive Vice President.

In witness whereof I hereunto set my hand.

Dlaney O MZerens,

Notar¥7Public

Seal: ' - My Commission Expires: g&éﬂl(a
‘ O, 2000
/

ATy,
L% e

Fi lv':-h:.-i:l s

\88888888\710\65142.,1
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TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por ARCH
CHEMICALS, INC. domiciliada en 501 Merritt 7, Norwalk, Connecticut,

Estados Unidos de América.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América

ESTE DOCUMENTO PUBLICO

2. ha sido firmado por NANCY O. STEVENS

3. actuando en capacidad de NOTARIO PUBLICO

4. en el Estado de Connecticut por el término de junio 21 de 2001 a junio 30
de 2006

CERTIFICADO

5. en Hartford, Connecticut 6. en octubre 6 de 2005

por SUSAN BYSIEWICZ, Secretaria del Estado de Connecticut
Nuamero: 2005-12690 4
Sello:

Agugt 4 ashﬂo Zérate

4’£ D.C., Colombia (Flrma)

Secretario de Estado



Yo, PAUL J. CRANEY cettifico:

Que ARCH CHEMICALS, INC.

Es una corporacién debidamente organizada y*legalmente
exisiente bajo las leyes de la Mancomunidad

de Viiginia, Estados Unidos de América.

Que el domicilio de dicha corporacién
es 501 Merritt 7
Casilla Postal 5204
Norwalk, Connecticut 06856-5204
Estados Unidos de América

Certifico ademas que estoy debidamente autorizado para

firmar el documento anterior en nombre de dicha

corporacién y que los propédsitos para los cuales se

concede dicho documento estan dentro del alcance de los

objetos o actividades de dicha corporacion,

de acuerdo con los Articulos de Enmienda &

Restablecimiento de los Articulos de Incorporacion,

emitidos en la ciudad de Richmond, Virginia, Estados Unidos de América
y presentados el 3 de febrero de 1999.

Firmado en Norwalk, Connecticut, Estados Unidos de América
Fechado: 4 de octubre de 2005

(Firma)
Paul J. Craney
Vicepresidente Ejecutivo.

3 u:opra que whmde con
enido g fa vita,

ESTADO DE CONNECTICUT )

)
CONDADO DE FAIRFIELD )

Este 4 de octubre de 2005, ante
Condado y Estado, personalment '
reconocié ser el Vicepresidente Eja#ftitivo de ARCH CHEMICALS INC y que
el como tal Vicepresidente Ejecutivo, estando autorizado ara hacerlo, ejecuté
el instrumento anterior para los propésitos alli contenidos, firmando a nombre
de la corporacién por si mismo como Vicepresidente Ejecutivo.

En testimonio de lo cual he puesto mi firma

(Firma)
Notario Publico

Sello: Mi comision expira: Junio 30 de 2006



Industria

LISTA DE CHEQUEO
" T~&anTE _ NUEVAS CREACIONES

Comercio SUPER:NTENDE

SUPERINTENDODENCTA

PATENTE Dé INVENGION [ | MODE| ﬂﬂEliliiﬁllﬁfﬁEﬁgggggggﬂggfééﬁggééﬂC s

HENNE

Fecha: 1-11195
Tra. 11 AT 08-31 15 8:
ENTE;y Oep 2oqo
. L. .. Act. H D!R
Indicacion que se solicita una pat. ¢t 411 PRE ESENTACION e: 378 FAS NUEVASCR

Fol os: 30 - CNACIONAL |
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que prescine .- .

Descripcidn de la invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
Completa l:l ' Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT &MODELO DE UTILIDAD PCT [__:’ Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

¥
b4

,E———Dibujos de ser estos pertinentes

@\ Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,

reivindicatorio, resumen)

Completa E] incompleta I::]

]

DISENO INDUSTRIAL [ | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]

[]
[]

Indicacion que se solicita Disefio industrial
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréfica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art. 92 Decision 486/00)

o

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud:
Representacion grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa l::] Incompleta D

P102-F08 (2009-11-18)
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Industria y Comercio praos %g
SUPERINTENDENCIA ﬁxga ’
Bogota D.C., =
2020

Doctor(a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
ARCH CHEMICAL, INC.

REFERENCIA Radicacion No. 11 111950
Solicitud internacional PCT/US2010/023853
Fecha inicio fase nacional 12/09/2011

Tramite 11
Evento 378
Actuacion 430
Oficio No.

.QJ 5 12‘17

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

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

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

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

S —
F E e ——

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

23 SET a0

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpal1
Al contestar favor indique el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacion que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 5920400. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. - Colombia



