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ANEXOS

Documentacién Técnica

9.

No osr on=

] Descripcién N° de folios: 24
N° Reivindicaciones: 29

N° folios: 3

[ Reivindicaciones

(x] Dibujos y/o figuras

[X] Resumen.

[ Documento de Prioridad.
O Traduccién del documento de prioridad.

[ certificado de depésito de material biolégico si fuera el
caso.

[X] Listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoacidos en
forma digital si fuera el caso.

[ Arte final 12 x 12.

10. [ Anexo formato digital.

Documentacion Juridica

1. [ Poder de CORPORACION CORPOGEN Y PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA

12. [ Documento que legalmente pruebe la cesion de los inventores al
solicitante 0 a su causante.

3. O Copia del contrato de acceso de recursos genéticos o productos
derivados, o certificado o nimero de registro, si fuera el caso.

u O Copia de la licencia o autorizacién de conocimientos tradicionales,
o certificado o nimero de registro, si fuera el caso.

15. Reduccion de tasas

Micro, pequeiias o medianas empresas

O Copia simple de la declaracién de renta del afio inmediatamente
anterior, o en su defecto prueba documental idénea.

[ bocumento de constancia de cumplimiento con lo establecido en la
ley 905 de 2004.
Universidades publicas o privadas

£ Copia acto de reconocimiento institucional emitido por el Ministerio
de Educacién
Entidades sin animo de lucro

£3] Copia de registro vigente en Camara de comercio.

fxl Hoja de informacién complementaria ((1) solicitante)

O otros, especificar _
16. X Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.
1. O Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

18. O Comprobante de pago de la tasa por concepto de excedente de
palabras en la publicacion.

19. X Comprobante de pago por 19 reivindicaciones adicionales a 10 por
$ 589.000
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SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

“ENZIMA ESTERASA MODIFICADA ENANTIOSELECTIVA Y PROCESO PARA
LA OBTENCION DE LA MISMA”

La presente invencién fue realizada por la Pontificia Universidad Javeriana y
Corpogen en el marco de las actividades realizadas como parte de la union
temporal Centro Colombiano de Gendémica y Bioinformatica de Ambientes
Extremos — GEBIX, con financiacion de Colciencias. Adicionalmentel, esta
invencion se desarrolla en el marco del uso de recursos genéticos y productos
derivados colectados en un manantial termal acido del Parque Natural Nacional de
los Nevados, a los que se tuvo acceso mediante los Contratos de Acceso a
Recursos Genéticos y Productos Derivados N°15 de 2008 y N°76 de 2013,

suscritos entre el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible y GEBIX.

RESUMEN — OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la obtencién de una enzima lipolitica modificada
que fue aislada, expresada y purificada a partir de expresion heterdloga. La
secuencia del gen que codifica para la enzima basal fue obtenida a partir de un
organismo termoacidofilo de la familia de Acidobacteraceae. Esta enzima basal
que proviene de un organismo termoacidéfilo, es capaz de hidrolizar sustratos
lipidicos (triacil-gliceroles) unidos a acidos grasos de cadena media (Ce-C10) cOmo
la tributirina, tricaprilina, entre otros. También puede llevar a cabo otras reacciones
inversas a la hidrdélisis como reacciones de sintesis. Por otro lado, esta enzima
tiene preferencia enantioselectiva sobre sustratos (S) de ésteres de profenos

como ibuprofeno, naproxeno y otros.

La enzima basal lipolitica enantioselectiva fue modificada en su extremo C-
terminal para adicionar una cola de aminoacidos histidina que le otorgan una

mayor eficiencia en su proceso de purificacion.



La invencion por lo tanto, se refiere a un método para producir un polipéptido puro
activo, el cual es denominado enzima lipolitica 499EST obtenida a traves del
hospedero E. coli BL 21 (DE3).
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ANTECEDENTES

El hallazgo de enzimas que puedan catalizar diferentes reacciones con alta
eficiencia, estabilidad y especificidad, puede tener origen a partir de organismos
extremdfilos, los cuales son aquellos que habitan los ambientes conocidos como
extremos. Las enzimas de estos organismos pueden tener caracteristicas
quimicas y fisicas que les confiere generalmente estabilidad a las condiciones

extremas en las cuales vive el organismo que la produce.

Los organismos extremofilos como los termoacidéfilos pueden producir enzimas
activas en la mayoria de los casos a pH bajos y a temperaturas altas. Los
organismos aciddfilos son conocidos por la produccién de proteinas estables como
proteasas de Sulfolobus acidocaldarius (Fusek et al., 1990), a-amilasa de Bacillus
acidicola (Sharma & Satyanarayana, 2011), glucoamilasas de Picfophilus torridus
(Serour & Antranikian, 2002) y esterasas de Ferroplasma acidiphilum (Golyshina et
al., 2006).

Enzimas hidroliticas tipo esterasas y lipasas han sido descritas de termoacidéfilos
principalmente del dominio Archaea (Kim & Lee, 2004). Dentro del dominio
Bacteria, solo se conoce una esterasa descrita de un organismo termoaciddfilo,

Alicyclobacillus acidocaldarius, (Manco et al., 1998).

La importancia de las enzimas lipoliticas radica en su versatilidad al poder
intervenir en diferentes procesos cataliticos tanto de sintesis como de hidrdlisis de
enlaces éster, los cuales pueden tener aplicabilidad en diferentes procesos
biotecnoldgicos. Dentro de las propiedades de estas enzimas, se encuentra su alta
quimio, regio y enantioespecificidad. Biotecnolégicamente, pueden ser utiles en la
sintesis de polimeros, biodiesel, agro-quimicos, compuestos saborizantes,
hidrélisis de sustancias intermediarias o buildings blocks ademas en la resolucion

de mezclas racémicas (Hasan ef al., 2006, Joseph et al., 2008).
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Por su alto grado de enantioselectividad, las enzimas lipoliticas son aprovechadas
en la resoluciéon de mezclas racémicas de compuestos como el R/S-ibuprofeno y
R/S naproxeno que pertenecen a la familia de los antiinflamatorios no esteroides
(AINEs). A pesar de todos los beneficios, la mayoria de estos farmacos se ha
comercializado como mezclas racémicas debido principalmente a los altos costos
de separacion de los enantidmeros. La obtencion de enantidmeros S-ibuprofeno o
S-naproxeno, presenta mayor beneficio que la mezcla racémica, por esto es
importante encontrar mecanismos biolégicos de obtencion de enantibmeros
simples y esto justifica el interés desarrollado en las ultimas décadas por la
obtencion de acidos S (+)-2-aril propiénicos puros. Actualmente, la transformacién
de la mezcla racémica para obtener el enantioméro S puro, se lleva a cabo a

través de hidrolasas, especificamente enzimas lipoliticas.

El organismo termoacidofilo USBA-GBX-499 del cual se obtuvo la esterasa basal,
sé aisl6 de un manantial termal acido del Parque Natural Nacional de los Nevados.
Este organismo crece en un rango de temperatura entre 40°C y 70°C y pH entre
2.0 y 5.0 y degrada diferentes sustratos como tributirina, tricaprilina, etil oleato, y
otros. De la fracciéon extracelular de la cepa USBA-GBX 499 se detectdé una
actividad enzimatica lipolitica de 0.01U/mg. Este bajo valor indicaba la presencia
de una enzima lipolitica termoestable. Por lo tanto, se realizé la identificacion,
clonacién, expresidn y caracterizacién bioquimica de la enzima lipolitica
termoalcalina denominada 499EST, la cual es modificada en una etapa intermedia
del proceso de purificacion de la enzima, obteniendo asi la enzima esterasa

modificada que es objeto de la presente invencion.

Dentro de la caracterizacion de 499EST, se identific6 en una evaluacion de
enantioselectividad su preferencia por los enantiomeros S-ibuprofeno y S-
naproxeno, los cuales son enantibmeros de alta importancia en la industria de

farmacos.
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Proceso de obtencion de la enzima purificada.

Figura 2. Distribucion de metil ester y fenil ester de ibuprofeno (a) y metil ester de

naproxeno (b) de forma enantioselectiva.
Figura 3. Actividad dependiente del sustrato.

Figura 4. Alineamientos entre diferentes esterasas y la enzima de la invencion

identificando bloques de secuencias conservadas.

Figura 5. Cromatogramas de éster metilico del ibuprofeno e ibuprofeno fenil éster
(éster de metilo derivado del producto) (a) y éster de naproxeno de metilo (éster

metilico del derivado del producto) (b) de la resolucién cinética correspondiente.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencién se describira de forma mas completa, en relacién con las
figuras que en capitulo adjunto, muestran los principales aspectos para llevar a

cabo la invencion.

La invencién proporciona una enzima modificada, la cual tiene actividad lipolitica y
es capaz de realizar la resolucién racémica de enantiomeros tipo profenos, dentro
de los que se encuentran los enantiomeros Sy R de ibuprofeno, naproxeno, entre

otros.

La enzima basal de la invencion se caracteriza porque proviene de un
microorganismo termoacidéfilo, de la familia Acetobacteraceae de la clase
Alphaprotecbacteria, el cual ha mostrado actividad lipolitica en condiciones
extremas de cultivo. En una modalidad preferida el microorganismo pertenece al
género Acidicaldus y en una modalidad mas preferida el microorganismo del cual

proviene la enzima es Acidicaldus organivorans, cepa USBA-GBX-499.

A partir de este microorganismo se realizé la identificacién, clonacién, expresiéon y
caracterizacion bioquimica de la enzima lipolitica termoalcalina denominada
499EST, la cual fue modificada en una etapa intermedia del proceso de
purificacion de la enzima, donde se le adicionan 5-10 residuos de histidina en su
extremo C-terminal, obteniendo asi la enzima modificada que es objeto de la

presente invencion.

La enzima de la invencion modificada mostré actividad lipolitica a temperaturas
que fluctuan entre 35°C y 75°C, y pH entre 6.0 y 11 y mas preferentemente entre
45y 75°C y pH entre 6.0 y 10.5 y mas preferentemente a temperatura entre 50°C y
70°C y pH entre 8.0y 10.0.

\\
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La enzima modificada de la invencién actia de forma sorprendente a intervalos de
pH alcalinos a diferencia del organismo del que proviene la enzima silvestre, el
cual crece a un pH acido tal como organismos aciddfilos que pertenecen a la
familia Acetobacteraceae. La enzima enantioselectiva modificada de la invencién
alcanza una actividad 6ptima a una temperatura de 55°C y un pH 9.0.

La enzima modificada de la invencion hidroliza cadenas acilo cortas a largas (C,-
C12), Y en modalidades preferentes hidroliza aquellos acidos grasos de cadena
media (Cs-C10) esencialmente p-nitrofenil (oNP) caproato (Figura 3). En una
modalidad mas preferida de la invencion, la enzima enantioselectiva ademas

hidroliza triacil-gliceroles como tributirina y tricaprilina

Bajo estas condiciones, la enzima mostré una propiedad enantioselectiva que le
permite obtener a partir de una mezcla racémica una mayor proporcion de
enantiomeros tipo S. Esta actividad de la enzima conlleva a un aumento en los
beneficios de medicamentos tipo profenos o drogas antiinflamatorias no
esteroidales, debido a que en la mayoria de los casos, el enantiomero S presenta
un efecto positivo, mientras que el otro, el enantiomero R, no tiene efecto o genera

reacciones negativas.

Oftras caracteristicas que presenta la enzima de la invencion, es su estabilidad en
presencia de solventes organicos y detergentes, los cuales pueden llegar a ser
empleados en la industria alimenticia para llevar a cabo procesos de sintesis para
generar diferentes productos esterificados.

La enzima de la invencion también incluye, por ejemplo una proteina que tiene una
secuencia de aminoacidos que tiene por lo menos una identidad de 75% a la
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID No. 2, una cola de histidina y
tiene actividad enantioselectiva.

En la figura 4 se observan los sitios conservados y los no conservados entre la
enzima de la invencion y esterasas pertenecientes al estado del arte. La enzima

de la invencién incluye una proteina que tiene una secuencia de aminoacidos con
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identidad de 75% o mayor, 80% o mayor, 85% o mayor, 90% o mayor, 95% o
mayor, 97% o mayor, 98% o mayor, 99% o mayor, 99,5% o mayor, 99,6 o mayor,
99,7% o mayor, 99,8% o mayor, 99,9% o mayor a la secuencia de aminoacidos

representada por la SEQ ID No. 2 y teniendo la actividad esterasa.

Una modalidad de la invencion es la enzima 499EST modificada, la cual es
codificada por un acido nucleico que presenta una secuencia de nucleétidos como
se describe por la secuencia SEQ ID NO:1, o con la secuencia de aminoacidos
definida por la SEQ ID NO: 2 y una cola de histidina de 5-10 residuos. La enzima
499EST es codificada por un acido nucleico que presenta una secuencia de
nucleétidos con una identidad > 75% con la secuencia SEQ ID No.1 y un extremo

5" modificado por la adicién de 5 a 10 residuos de His.

En una modalidad preferida de la invencién, la enzima 499EST comprende una
secuencia de aminodacidos > 75% de identidad segun la secuencia SEQ ID No. 2 y

una secuencia de 5-10 residuos de His en su extremo C-terminal.

En una modalidad particular, la enzima modificada de 499EST incrementa su
actividad en presencia de hierro como Fe™y Mn?*, donde el primero favorece
hasta 3 veces mas la actividad especifica de la enzima cuando esta en una

concentracion entre 2 y 10mM.

En una modalidad particular de la invencién la enzima modificada 499EST que
proviene de una esterasa del organismo Acidicaldus organivorans USBA-GBX-
499, tiene actividad lipolitica mejorada y es capaz de realizar la resolucion
racémica de enantiomeros tipo profenos, dentro de los que se encuentran los

enantiomeros S y R de ibuprofeno, naproxeno (Figura 2), entre otros.

La presente invencién también proporciona una molécula de ADN que codifica la
enzima enantioselectiva de la presente invencion. Estas secuencias ademas
pueden insertarse en un vector de expresion y expresarse en un hospedador

adecuado, tal como una célula procariota de E.coll.

(%
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En una modalidad particular de la invencion, se obtiene la célula huésped

transformada con el gen modificado de la esterasa de la invencion.

En una modalidad preferida, se obtiene una composicién con la enzima modificada
de 499EST de la invencion es altamente estable en presencia de Dimetilsulfoxido
(DMSO) vy glicerol, alcanzando aumentos en su actividad hasta del 100%,

comparado con la enzima cuando esta en ausencia del solvente.

Otra modalidad de la presente invencion, corresponde al método de obtencién de

la enzima esterasa 499EST, que incluye su clonacién, modificacién y purificacién.

Entre las modalidades de la invencion se incluye el uso de la enzima

enantiomérica modificada para producir enantiomeros de profeno.

Para efectos de la presente invencién, se entendera como “termoacidéfilo” a un
organismo capaz de crecer éptimamente a temperaturas superiores a 50°C y a pH
por debajo de 4.0.

Para efectos de la presente invencion, se entendera como “Organismos acidéfilos”
a aquellos organismos que crecen Optimamente a pH inferiores de 4.0.

Para efectos de la presente invencion, se entendera como “enzimas” aquellas
moléculas producidas por organismos vivos, de naturaleza proteica que catalizan

o aceleran reacciones bioquimicas.

Las “enzimas lipoliticas” comprenden moléculas proteicas que tienen actividad
catalitica sobre enlaces tipo éster, los cuales pueden ser hidrolizados o
sintetizados. Estas enzimas pertenecen a la familia o/f hidrolasas y se
caracterizan por el plegamiento compuesto generalmente por 8 laminas j3,

conectadas por 6 hélices. Su actividad se debe principalmente a la presencia de

~una triada catalitica que usualmente estd conformada por serina, histidina y

asparragina (Ser-His-Asp). Estas enzimas ubicuas en la naturaleza, se pueden
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encontrar bajo la denominacion carboxilesterasas, las cuales segun ciertas

caracteristicas pueden ser clasificadas como esterasas o lipasas.

Para efectos de la presente invencién, se entendera como “lipasa” a la enzima
lipolitica denominada como EC 3.1.1.3, la cual se caracteriza principalmente por
su capacidad de escindir por hidrolisis o sintetizar enlaces éster formados
principalmente por glicerol a acidos grasos de cadenas laterales largas, es decir,

superiores a 10 atomos de carbono.

Para efectos de la presente invencion, se entendera como “esterasa” a la enzima
lipolitica denominada como EC 3.1.1.1, que tiene como caracteristica principal, la
capacidad de escindir o sintetizar enlaces éster que unen el glicerol a acidos

grasos de cadenas laterales cortas, es decir, inferiores a 10 atomos de carbono.

De esta forma, la expresion “esterasa termoalcaloestable” corresponde a enzimas
en las que la actividad enzimatica se ve favorecida a temperaturas superiores a
50°C y a pH > 8.0 y a su vez no son afectadas drasticamente a través del tiempo

por efecto de su exposicién en este ambiente extremo.

Para efectos de la presente invencion, se entendera como “enantioselectividad” a
la formacion preferente de un enantidmero sobre dos de sus posibles versiones R
o S. Puede ser parcial, donde la formacién de un enantiomero esta favorecida
sobre el resto, o puede ser total, cuando sélo se forma un enantibmero de los

posibles.

El término “enantidmero” se emplea para indicar que dos isdmeros son imagenes
especulares no superponibles. Se caracterizan por poseer un atomo asimétrico o
quiral, que se encuentra unido a cuatro grupos quimicos distintos.

Como “mezcla racémica’ se entendera aquella solucion donde los enantiomeros
estan aproximadamente en proporcion equivalentes. Por lo general son mezclas

inactivas.

10
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Para efectos de la presente invencion, se entendera como “actividad lipolitica” a la
actividad o proceso que realizan las enzimas lipoliticas mediante el cual

transforman sustratos lipidicos.

Para efectos de la presente invencion, se entendera como “profenos” o “acidos
aril-2-propionicos” los que constituyen un grupo de medicamentos antiinflamatorios
que tienen como caracteristica estructural un carbono asimétrico que les permite

existir bajo la forma de dos enantidmeros R-(-) y S-(+).

Los enantiomeros pueden diferir ampliamente en sus propiedades en cuanto a
beneficios y desventajas, generalmente, los enantiomeros (S) son los activos,

mientras que los (R) son inactivos.

En la presente invencién, “499EST” se refiere a la enzima esterasa modificada
identificada, clonada, expresada y purificada que proviene de la cepa USBA-GBX-
499.

La enzima modificada 499EST que abarca la presente invencién corresponde a la
enzima esterasa de SEQ N°1, o SEQ N°2, que presenta una cola de histidina en el
extremo C-terminal que comprende preferiblemente entre 5-10 restos histidina.
Generalmente, una cola de histidina que contiene n restos se representa en este
documento como His (n). La presencia de una cola de histidina (o “His”) ayuda a la

purificacién de la enzima.

En una realizacion preferida la proteina 499EST se expresan con una cola de
histidina que comprende entre 5y 10, y preferiblemente seis restos histidina. Estos

residuos His son ventajosos porque ayudan a la purificacion.

El término “célula huésped” se emplea para indicar una célula que contiene un gen
herélogo que comprende la SEQ N°1 o equivalentes y la cola de His que codifican
para la enzima modificada de la invencién, donde esta célula es preferiblemente

una célula procariota de E.coli.
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En la presente invencién un “agente de preservacion” se refiere por ejemplo a un
buffer, preferiblemente se selecciona el buffer Tris-HCI a pH 9, aunque otros tipos

de buffer y agentes estan en el alcance de la presente invencion.

Las siguientes modalidades particulares de la invencion permiten interpretar mejor

la invencién y en ningun momento se limitan a los desarrollos indicados.

EJEMPLO 1:
Condiciones de cultivo de la cepa y obtencion del DNA gendémico

La cepa USBA-GBX-499, fue cultivada en 250 ml del medio de cultivo 991 a 55°C
a pH 3.0. El cultivo microbiano, después de 36 horas de incubacién, se centrifugé
a 10000- g, 4°C, por 20 minutos. El pellet celular recolectado, se lavé varias veces
con una solucion de EDTA 100mM y NaCl 0.8M, pH 8.0. Posteriormente, se
procedié a la extraccion del DNA gendémico. Para ello, se resuspendio el pellet en
una solucion de lisis (487 ul de tampon TE, 40 pl de lisozima (20 mg/ml) y 20 pl de
RNAsa (20 ug/ml). Esta mezcla se incub6 por un periodo de 1 h a 37°C. Los
posteriores pasos para el aislamiento del DNA gendémico fueron llevados a cabo
como lo describe Diaz-Cardenas et al., (2010).

EJEMPLO 2:

Construccion de la biblioteca genémica en fésmidos e identificacion de fosmidos

con actividad lipolitica.

La biblioteca se construyé usando el kit Copy Contro/™

Fosmid Library Production
(Epicentre, USA), empleando las instrucciones de la casa comercial. E| DNA
extraido presenté un tamarfio promedio de 30 — 40 kb. Los extremos del DNA
fueron reparados para generar extremos cohesivos, con el fin de ligar el DNA al

vector pCC1FOS. Posteriormente, el DNA ligado en el vector, fue empaquetado
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usando MaxPlax Lambda Packaging Extract. La cepa E. coli EPI300 fue infectada
con los extractos empaquetados siguiendo el protocolo descrito por el proveedor.

Las células de E. coli EPI300 una vez transformadas se sembraron en medio LB
suplementado con cloranfenicol 12.5 ug/ml e incubadas a 37°C durante 16 horas.
Luego, se subcultivaron los fésmidos en medio LB liquido en placas de 96 pozos,
con volumenes de 150yl de caldo LB y se incubaron bajo las mismas condiciones
iniciales. Al finalizar este tiempo, se adicion6é glicerol al 20%. (v/iv) y se
almacenaron los fésmidos a -80°C. Para la identificacion de los clones que tenian
actividad lipolitica positiva, se tamizaron los fésmidos en medio sélido LB

suplementado con Tributirina (TBT) al 1% (v/v).

Nuevamente, los fésmidos que presentaron actividad lipolitica positiva fueron
cultivados en caldo LB con cloranfenicol 12.5 ug/ml y también con el autoinductor
recomendado por la casa comercial EPICENTRE. Después de cultivar toda la
noche, se realiz6 la extraccién del fragmento del DNA a través de una lisis
alcalina, segun el protocolo de Sambrook et al., 2001. El fragmento fue digerido
con diferentes enzimas de restriccion, hasta obtener fragmentos de DNA entre S y
2.5 kb.

EJEMPLO 3:

Subclonacién y analisis de secuencia del gen de la esterasa.

Después de haber fragmentado el DNA proveniente del fésmido, se obtuvieron
fragmentos entre 8 y 10 kb. Estos fragmentos se ligaron nuevamente a un vector
que permitié obtener clones que nuevamente fueron tamizados en TBT, como se
explicd en el ejemplo 2. Al obtenerse un clon positivo, se le extrajo el fragmento de
DNA que codificaba para la enzima y asi se obtuvieron fragmentos entre 3 y 5 kb.
Nuevamente, los fragmentos se subclonaron en un tercer vector pTZ19Rcm. Se
secuencié completamente un fragmento de aproximadamente 3kb, a través de
primér walking usando un ABI 3730XL DNA Analyser (Applied Biosytems) acorde

a las instrucciones del proveedor.
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En este fragmento, fue identificada la secuencia completa del gen que codifica

para la esterasa.

Con la identificacién de la secuencia de nucleétidos del gen (SEC ID No. 1) que
codifica para la enzima basal, se prosiguié a la identificacion de los marcos de
lectura abierta (ORF, por sus siglas en inglés Open Reading Frame) por medio del
programa ORF search tool del NCBI. Con la identificacién de los ORFs, se obtuvo
la secuencia de aminoacidos de la proteina basal (SEC ID No.2).

EJEMPLO 4:
Sobreexpresion del gen y purificacion de la enzima 499EST

Después de identificar y de obtener la secuencia completa del gen lipolitico, este
se amplificé por PCR usando los iniciadores 5-CATATGCCGCTTGATCGCCAC-3’
(SEQ ID NO: 3) y 5-AAGCTTGGCGAGTGCTGCGCGCAGG-3" (SEQ ID NO: 4),
la parte subrayada indica los sitios de corte Ndel y Hind lll, respectivamente. Los
productos de PCR (pPCR) se obtuvieron por PCR touchdown. Los pPCR fueron
purificados y clonados en el vector pDrive en E. coli DH5a. Posteriormente, para
liberar el fragmento de DNA que codificaba la enzima, inicialmente, el plasmido fue
extraido por lisis alcalina (Sambrook, et al.,, 2001) y luego se digirié con las
mismas enzimas de restriccibn mencionadas anteriormente. El fragmento liberado
fue purificado por medio del QlAquick Gel Extraction Kit (QIA-GEN, Alemania),

acorde a las instrucciones de la casa comercial.

El fragmento una vez liberado se ligé al vector de expresion pET21a(+) (Novagen,
Alemania). Este fragmento es unido a una cola de HisTag en Ia regién C-terminal,
esta cola es adquirida debido a que el vector se lo confiere. La ubicacién del
HisTag, permite un correcto plegamiento de la molécula y por tanto, una mayor
eficiencia en su purificacién. La cepa E. coli BL21 (DE3) se transformé con el

fragmento de DNA el cual esta ligado al vector de expresion. Las células se
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cultivaron a 37°C a 200 r.p.m hasta alcanzar una densidad éptica de 0.5 a 600,m.
La induccién de la produccion de la proteina recombinante se realizé con IPTG a
una concentracion mayor a 0.05mM y menor a 1 mM. El cultivo de E. coli
BL21(DE3) se incub6 a una {emperatura superior a 20°C y menor de 40°C, la
agitacién se mantuvo entre 100 y 200 rpm. La induccién se llevé a cabo por un
periodo entre 6 y 12 horas, tiempo en el cual las células fueron concentradas por
una centrifugacion a 8000 g por 15 minutos a 4°C. El pellet se congel6 a -20°C.
Posteriormente, el pellet fue resuspendido en buffer de lisis (50 mM NaH,PO,, con
NaCl a una concentracién superior a 50mM e inferior a 800mM, Triton X-100
0.01% (v/v), pH 8.0) con 1mg/ml de lisozima.

Subsecuentemente, las células fueron desintegradas por ultrasonicacion. Para
remover proteinas termolabiles, las células desintegradas se incubaron por 15
minutos en un rango de temperatura entre 50 y 70°C.. El extracto se centrifugé a
10000 g por 25 min a 4°C, el sobrenadante se transvasé en un recipiente limpio y
estéril. A partir de éste, se realizaron cargas de un ml en columnas
cromatograficas de separacién por afinidad al Ni2* preempacadas Protino TED
2000©, cada vez que se adicionaba un m! de la muestra se realizaba un lavado de
la columna con la solucion de lavado (50 mM NaH,PO4s con NaCl a una
concentracion superior a 50 mM e inferior a 800mM pH 8.0) ademas de Triton X-
100 que fue empleado en una concentracion entre 0.01% y 1% (v/v), pH 8.0. El
uso de NaCl y Triton X-100, ayudo a prevenir interacciones hidrofébicas y por lo
tanto, uniones inespecificas de otras proteinas. Una vez cargada toda la muestra
en la columna, se realizaban de tres a cinco lavados con la solucién de lavado en
ausencia de NaCl y Triton X-100. Los diferentes lavados, permitian liberar de la
columna aquellas proteinas o residuos de las células lisadas que no estuvieran
modificadas con la cola HisTag. Debido a que la proteina modificada presentaba la
cola HisTag se generaba una fuerte interaccion entre la proteina y los iones Ni%*,
lo cual permitia su retencion y posterior eluciéon con la solucién eluyente (50 mM

NaH,PO,4, 500 mM NaCl, e imidazole con una concentracion entre 100 y 250mM
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de, pH 8.0). Finalmente, la proteina purificada era recuperada en un vial limpio y

estéril. .

Posteriormente, el producto de la elucién fue concentrado en columnas de Amicon
de 30 kDa. Este proceso de concentracién era estrictamente necesario, para
poder eliminar la solucién de elucién en la cual se encontraba la 4proteina y permitir
dejarla en un buffer Tris-HCI a pH 9.0, el cual le permite estabilidad a la proteina
modificada. Bajo esta condicion, la proteina puede ser almacenada por varios
meses a 4°C. La pureza de la proteina fue evaluada en un gel SDS-PAGE al 12%.

(p/v).

EJEMPLO 5:

Ensayos enzimaticos

La actividad de la enzima modificada se determind espectrofotométricamente a
405nm en un rango de temperaturas entre 45 y 75°C, usando p-nitrofenil de
cadenas C6 a C10 (Sigma-Aldrich) como sustrato. Una unidad de actividad
esterasa fue definida como la capacidad de la enzima de liberar 1 umol min™' de p-
nitrofenol bajo las condiciones de ensayo. El coeficiente molar de absorbancia fue
de 16,900 M cm™. La mezcla consistié en 448ul de buffer Tris-HCI 50mM a pH
9.0 que contenia 50 ul de p-nitrofenil ester diluido en isopropanol y 2ul de la
solucién stock de la proteina. Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se

calculé el promedio.

EJEMPLO 6:
Especificidad del sustrato.

Los sustratos evaluados fueron preparados de acuerdo al protocolo descrito por
Ruiz (2005). La especificidad del sustrato se evalué por medio de p-nitrofenil

esteres de cadenas cortas y largas (acido. Acético [C;], ac. Butanoico [C4], ac.
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pentanoico [Cs], &c. hexanoico[Cg], ac. decanoico [Cqp], ac. hexadecanoico [Cie] ¥

ac. octodecanoico [C1g]).

EJEMPLO 7:
Temperatura 6ptima y pH

La temperatura 6ptima de la enzima modificada se evalué entre 30 y 90°C en
buffer Tris HCI 50 mM (pH 9.0), exponiendo la enzima a 30 minutos en cada
temperatura evaluada (Suzuki et al., 2004, Park et al, 2006). El ensayo de
termoestabilidad se realizé incubando la enzima a 55, 60 y 65 en Tris HCI 50mM a
pH entre 7.5y 10.0.

Se evalud la actividad de la enzima por medio de la técnica de p-nitrofenil ester,
con algunas modificaciones, ya que para evaluar diferentes valores de pH se
usaron diferentes soluciones buffer, dependiendo del pH a evaluar: buffer acetato
50mM (pH 5.0 — 6.0), buffer succinato (pH 4.0 — 5.5), MES (pH5.5 — 7.0), Tris HCI
(pH 7.0 — 9.0) y carbonato de sodio (pH 9.0 — 11.0) (Suzuki et al., 2004, Park et al.,
2006). La proteina se incubd por 15 minutos a una temperatura superior a 45°C e

inferior a 75°C y luego se realiz6 la cuantificacion.

EJEMPLO 8:

Efecto de iones metalicos, solventes, detergentes e inhibidores de la enzima

La evaluacién de iones metalicos, solventes, detergentes e inhibidores de la
enzima modificada se llevé a cabo incubando la enzima en presencia de cada uno
de ellos por una hora a 30°C. La evaluacion determiné Ia estabilidad de la enzima
en referencia a un control para el cual la enzima estaba en ausencia del aditivo. El
resultado se expresé en porcentaje de actividad residual, siendo el 100% el

control.
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Se evalud el efecto de iones metalicos sobre la actividad de la enzima. Los iones
evaluados fueron CaCl,, FeCl;, MgCl,, CoCl,, NiCl,, ZnCl,, CuCly, y MnCl,, las
concentraciones empleadas fueron 1mM y 10mM. El efecto de los iones Fe* se
evalub a concentraciones de 0,2mM - 10mM, y su influencia sobre la
temoestabilidad entre 50 y 65°C (Tabla 1).

Tabla 1. Efecto de iones metalicos en la actividad de la esterase modificada 499EST. La actividad

fue medida con pNPC8 a 55°C, pH 9.0 y definida como 100% en el ensayo control sin aditivos.

lon Actividad relativa (%)
Metalico 1TmM 10 mM
Control 100 (£0.0) 100 (0.0)
ca* 9 (£0.2) 7 (x0.2)
Fe® 111 (£2.8) 342 (£3.0)
Mg** 76 (x0.1) 3 (£0.3)
Co* 74 (£7) 23 (£2.9)
cu® 16 (£2.5) 0
Zn* 190 (£10) 21 (#3.1)
Mn* 252 (45.5) 127 (+4.0) -

La adicion de 10 mM de Ca™, Mg*?, Co™, Cu*? y Zn*? produce la inhibicion
enzimatica mas alta (Tabla 1). Sin embargo, 1 mM Mn*2 provocd un aumento de la
actividad, asi como la adicién de Zn*?, y la actividad enzimatica relativa en ambos
casos fue superior al 190%. Por otro lado, en el caso de Fe™, la actividad
enzimatica de 499EST fue mayor usando una alta concentracién de Fe™® (10 mM)
en lugar de baja concentraciéon (1 mM).

El efecto de los detergentes, dodecil sulfato de sodio (SDS), Tween 20, Tween 80,
Triton X-100, se evaluaron a concentraciones de 1y 5% (v/v) (Tabla 2). Dentro de
las evaluaciones también se determiné el efecto de inhibidores como
fenilmetanosulfonil fluoruro (phenyimethanesuifonyl fluoride - PMSF, por sus siglas

en inglés), acido etilenediaminetetracético (ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA,
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por sus siglas en inglés), 2-mercaptoetanol (2-ME), dithiothreitol (DTT), la

concentracién evaluada fue de 5 mM.

Tabla 2. Efecto de detergentes en la esterase modificada 499EST. La actividad fue medida con
pNPC8 a 55°C, pH 9.0. y definida como 100% en el ensayo control sin aditivos.

Detergente % actividad relativa
1% 5%
Control 100 (£0.0) 100 (0.0)
SDS 8 (£0.4) 6 (£0.2)
Triton X-100 107 (£3.9) 25 (£1.3)
Tween 80 85 (x3) 32 (+1.3)
Tween 20 101 (£7.2) 59 (£3.1)

La evaluacién de la actividad de la enzima modificada 499EST con detergentes
(Tabla 2) mostré que la enzima no se vio afectada por la adicion de 1% de Triton
X-100 y Tween 20. Sin embargo, a una concentracion mas alta (5%), la actividad
disminuy6 por debajo de 60%. Por el contrario, el SDS inhibe fuertemente la
actividad lipolitica de 499EST.

La estabilidad de 499EST se evalud en presencia de cada inhibidor, DTT fue el
unico inhibidor que inhibe totalmente la actividad enzimatica. Al usar EDTA y B-
mercaptoetanol, la actividad se inhibio, se observé una disminucion de la actividad
enzimatica relativa de 9y 12%, respectivamente. El efecto inhibidor de la DTT y B-
mercaptoetanol podria estar asociado a la ruptura de los enlaces disulfuro en la
enzima. Los otros inhibidores que interactian con residuos de Ser, como PMSF,

tenian bajo efecto inhibidor sobre la esterasa, y se detecté el 80% de la actividad.

Efecto de solventes organicos. La actividad de la enzima se evalud en presencia
de diferentes solventes organicos. Se evaluaron dos concentraciones, 15 y 30%.
de 1 butanol, 2 butanol, acetonitrilo, acetona, 1 propanol, 2 propanol, metanol,
etanol, glicerol, dimetil sulfoxido (DMSO), dimetil formamida (DMF) (Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de solventes organicos en la esterase modificada 499EST. La actividad fue medida
con pNPC8 a 55°C, pH 9.0.
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Solvente % actividad relativa
Organico 15% 30%
Control 100 (£0.0) 100 (£0.0)

1-butanol 1.5 (20.01) 0.0
2-butanol 16.3 (£3) 14.7 (£2.4)
Acetonitrilo 17.0 (£0.5) 0.0
Acetona 72.0 (4) 9.7 (¥2.6)
1-propanol 26.8 (+1) 24.81 (£.2.4)
2-propanol 80.0 (x4) 31.3 (#4.1)
Metanol 3.0 (20.5) 0.0
Etanol 22 (14) 12.9 (£1.2)
DMSO 180.0 (18) 200.2 (£12)
DMF 12.4 (£2) 12.4 (£1.6)
Glicerol 234.8 (£4.0) 250.3 (£2.7)

La actividad de la enzima modificada 499EST fue fuertemente inhibida por casi
todos los disolventes orgénicoé evaluados (Tabla 3), excepto DMSO y glicerol. Los
resultados mostraron que la enzima era estable en la presencia de ambos
disolventes a una concentracion de 15% y 30%, en la cual, su actividad esterasa

aumenté hasta 200 y 250%, respectivamente.

EJEMPLO 9:

Evaluacion de enantioselectividad a través de sustratos pNP.

La enantioselectividad se evalubé a través de los p-NP esteres 2-metil acido

decanoico ibuprofeno y naproxeno, los cuales fueron determinados a través de

una prueba espectrofotométrica en microplacas de 96 pozos. Las reacciones se
llevaron a cabo de la siguiente manera:

iy 100 pl del buffer Sgrensen 50 mM (pH 8.0) que contenia desoxycolato de

sodio 5 mM y goma arabiga al 0.1% (v/v), fueron mezclados con 15 pl

DMSO, 5 pl de la solucion de stock del sustrato 10 mM, el cual estaba

diluido en DMSO y 30 pl de la solucién de proteina. La reaccién se

realizé a 64°C. La actividad se determiné midiendo la absorbancia a

410nm a 30°C. Se calculé el p-Nitrofenol liberado por medio de la curva
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de calibracion obtenida por la absorbancia de p-Nitrofenol a diferentes

concentraciones.

Resolucién de mezclas racémicas de los sustratos fenil éster de ibuprofeno v

naproxeno.

Se realizé una evaluacién a escala analitica para determinar la resolucién cinética
de sustratos fenil ester de ibuprofeno y naproxeno (Chow ef al., 2012).

La evaluacién de resolucion cinética para sustratos fenil éster ibuprofeno se
desarroll6 de la siguiente forma:

i) Una solucién con 17.32 mL de buffer fosfato (100 mM, pH 8.0) se mezcld
con 2 mL de DMSO y 0.66 mL de la solucién sfock del sustrato (10 mM
en DMSO). A esta solucién se le adicion6 100 pl de la enzima a evaluar.
La reaccidn se realizd en agitacidén continua a temperatura entre 45°C y
75°C por 80 minutos.

ii) La reaccién se detuvo al adicionar una solucion concentrada de HCI (pH
1.0). Inmediatamente, se extrajo el ibuprofeno con metil terbutil éter
(MTBE) dos veces con 20 ml de [a solucién.

iii) El ibuprofeno fue derivatizado como un metil ester después de haberse
adicionado una soluciéon de diazometano 0.5 M en etanol . El solvente
se removio a traves de reduccion de presion.

iv) El exceso enantiomerico (ee) (Kutril et al., 1992) del ester fenil ibuprofeno y
del ester metil ibuprofeno se determiné por cromatografia liquida de alta
eficacia quiral (HPLC - High performance liquid chromatography, por sus
siglas en inglés) (Dionex), empleando una columna Chiralpak IA, bajo

las siguientes condiciones:
- Una fase mévil de n-heptano:isopropanol en relacion 99.8:0.2,

- Flujo de 0.5 mL-min",

- Lecturaa 210 nm.
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v) El tiempo de retencién para el enantiémero (S) metil ester ibuprofeno fue de

10.23 minutos, mientras que para el enantiomero (R) metil ester
ibuprofeno fue de 11.17 minutos. Los tiempos de retencion para los
enantiomeros (S) y (R) fenil ester ibuprofeno fueron de 16.32 y 18.07

minutos, respectivamente.

La enantioselectividad se evalué por medio de la resolucion cinética de los

sustratos

fenil éster naproxeno y pNP éster naproxeno. El procedimiento fue el

siguiente (Chow et al., 2012):

i) 69.29 mL de una solucién de buffer fosfato (100 mM, pH 8.0) se mezclé con

i) La

8 mL de DMSO-d6 y 2.64 mL de la solucién stock del sustrato (10 mM
en DMSO-d6). A esta soluciéon se le adicioné 200 pl de la enzima a
evaluar. La reaccidén se realizé en agitaciéon continua a temperatura
entre 45°C y 75°C por 40 minutos.

reaccion se detuvo al adicionar una solucién concentrada de HCI (pH

- 1.0). Inmediatamente, se extrajo el naproxeno con metil terbutil éter

iii) La

(MTBE) dos veces con 20 ml de la solucién.

mezcla extraida de naproxeno se secod bajo condiciones de presion
reducidas. La transformacion de este sustrato se determiné por
espectroscopia de resonancia magnética (1H-NMR, Hydrogen-1 nuclear
magnetic resonance, por sus siglas en inglés), donde se compararon las
sefiales generadas por los grupos metil desde del naproxeno y sus
correspondientes esteres.

iv) Después de medir las muestras que contenian el naproxeno y los ester fenil

v) La

naproxeno, estas muestras se mezclaron con metil ter-butil éter (MTBE;
20 ml) y extraidas nuevamente con 20 mL de una solucién acuosa de
NaHCOs.

fase acuosa se acidificé con HCI y se extrajo con metil ter—bqtil éter
(MTBE; 20 ml). El naproxeno extraido se derivatiz6 a metil ester por la
adicion de una solucién de diazometano 0.5 M en etanol. El solvente se

removio por una presion reducida.
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vi) El exceso enantiomérico (ee) del metil naproxen ester, se determiné por
HPLC quiral (Dionex), empleando una columna Chiralcel ODH. Las

condiciones de evaluacion fueron las siguientes:

- Una fase movil de n-heptano:isopropanol en relacién 99:1,
- Flujo de 0.5 mL'min™,
- Lectura a 225 nm.

vi))El tiempo de retenciéon para los enantiomeros (S) y (R) metil ester
naproxeno fueron de 22.84 y 19.39 minutos, respectivamente.

viii) A las muestras que se evaluaron por NMR, se les realiz6 una prueba
adicional para determinar el ee, por medio de HPLC aquiral con un
detector CD (Jasco) usando una columna Hyperclone ODS C18, bajo

las siguientes condiciones:

- Una fase movil de acetonitrilo:agua en relacién 80:20,
- Flujo de 0.5 mL-min™,
- Lectura a 220 nm.

ix) El tiempo de retenciéon para el p-NP ester naproxeno fue de 3.83 minutos.

La sefial CD se midié a 280nm.
Los resultados de estos ensayos se observan en las figuras 2y 5.

La esterasa modificada 499EST preferentemente actud sobre el enantidmero (S)
de fenil éster de ibuprofeno, como se espera de la deteccién fotométrica utilizando
éster de ibuprofeno-p-NP. Con HPLC quiral, se detecté un ee de 40 % para el
producto y 50% para el sustrato (éster fenil ibuprofeno), que conduce a una
enantioselectividad de E = 4 (¢ = 56 %) (Fig. 5a). Los valores se calcularon de
acuerdo con el método de Kroutil et a/,1997.
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La enzima mostréo enantioselectividad de (S)-naproxeno fenil éster. Las
enantioselectividades hacia fenil naproxeno y sus éster de p-NP, se calculan a
partir de las conversiones determinados por 1H-NMR y el ee del producto

correspondiente, también utilizando el mismo método como se describe antes.

La enantioselectividad para el éster de fenilo se calculé con E=10 a partir de una
conversién de 52 % (1H - RMN) y el ee del naproxeno producto era 65 % (HPLC)
(Fig. 5b). En comparacién, la enantioselectividad resultante era cinco veces
inferior para el éster de p-NP, que se calcula como E=2 a partir de una conversién
de 49 % (1H - RMN) y el ee del naproxeno producto era 31 % (HPLC).

Asi,
conversién de los NSAID, como el ibuprofeno y el naproxeno. La enzima

la enzima modificada 499EST exhibi6 alta estereoselectividad en la

modificada 499EST fue capaz de producir (S)-ibuprofeno y (S)-naproxeno a partir

de muestras racémicas (Figura 2).

<210> 1

<211> 942
<212> DNA
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

Acidicaldus

source
1..942
/organism="Acidicaldus"

LISTADO DE SECUENCIAS

/note="499Est Nucledtidos"
/mol type="unassigned DNA"

<400> 1

atgccgcttg atcgccacge cgaggceccgtce ctcgagatga tccgceccaatc gggacggecg 60
ccctatgaaa cgctcacccce ggeccgaggcecg cgeggcecttgt accgceccagge gegcgaggtg 120
ctcgcecececegg agecgcecgee cgtggcagag gtgcgegatce tcectcectece ccatccecegec 180
gggcccgcece tacccacccg cctcectaccgg ccgcagcagg gcggegecgee gettcececte 240
ctcgtctatt tccacggcgg gggctgggtg atcggcgatc tcgaaaccca tgacgtggtce 300
tgccgcgaga tcgccaaccg ggccggcatc ggcgtgctcect ccatcgatta ccgectcegec 360
cctgagcaca aattccccge cgccgtcgag gacgecttcecg ccgecgacgeg ctgggecggcg 420
aaagaggccce caagcctcecgg cttcgatccecg geceggetcecg ccecgtgggecgg ggacagcgcg 480
ggcggcaatc tcgectgcecegt cgtcectcecectg ctecgeccgeg agcagggcegg cccgtcecgatt 540
gcctttcage tectgatcta tcccgecgace gatctcggeca tgacccatce cteccatcag 600
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45

50

55

cgctgggcag
ctcaccgacc
ctcecgeggece
ggcgaggact
cccggcatga
ctcggcectca

<210> 2
<211> 313
<212> PRT

agggctatct
ccacccgcega
tgccgeecge
acgccgcccg
tccacggcett
tcgccgaacg

<213> Acidicaldus

<220>

<223> Proteina

<400> 2

Met Pro Leu

1

Ser Gly Arg

Leu Tyr Arg

35

Ala Glu Val

50

Pro Thr Arg

65

Leu Val Tyr
His Asp Val
Leu Ser Ile

115
Val Glu Asp

130

Ser Leu Gly

145

Gly Gly Asn
Gly Pro Ser
Gly Met Thr

195
Thr Arg Pro

210

Thr Arg Glu

225

Leu Arg Gly

Leu Val Asp

Val

290

Ala Glu Arg

305

Pro Val
275
Thr Met Gly

cctcaccege
gatcgccgat
cttegtgetg
cctegeegeg
cctcaccatg
cctgcgegea

Asp Arg His Ala Glu

Pro Pro Tyr Glu Thr

20

Gln Ala Arg Glu Val

40

Arg Asp Leu Ser Leu

55

Leu Tyr Arg Pro Gln

70

Phe His Gly Gly Gly

85

Val Cys Arg Glu Ile

100

Asp Tyr Arg Leu Ala

120

Ala Phe Ala Ala Thr

135

Phe Asp Pro Ala Arg
150
Leu Ala Ala Val Val

165

Ile Ala Phe Gln Leu

180
His

Pro Ser His Gln

200

Thr Met Glu Trp Phe

215

Ile Ala Asp Trp Arg
230
Leu Pro Pro Ala Phe

245

Glu Gly Glu Asp Tyr

260

Ala Thr His Arg Val

280

Lys Ala Ile Pro Ala

295

Leu Arg Ala Ala Leu
310

Trp Val

cccaccatgg
tggcgggtct
accgccgaat
gccggggtgc
ggcaaggcga
gcactcgect

Ala Val Leu

10

Leu Thr Pro
25

Leu Ala Pro
Pro His Pro

Gln Gly Gly

75
Ile
90

Ala Asn Arg
105

Pro Glu His
Arg Trp Ala

Leu Ala Val

155

Ser Leu Leu

170

Leu Ile Tyr
185

Arg Trp Ala
Arg Ala His

Val Ser Pro

235

Val Leu Thr

250

Ala Ala Arg
265

Pro Gly Met
Ala Asn Glu

Ala

agtggttccg
ctccgetecg
acgacccgcet
cggtcgegac
tceeggegge
ga

Glu Met Ile

Ala Glu Ala
30
Glu Pro Pro
45
Ala Gly Pro
60
Ala Pro Leu

Gly Asp Leu

Ala Gly Ile
110
Lys Phe Pro
125
Ala Lys Glu
140
Gly Gly Asp

Ala Arg Glu

Pro Ala Thr
190
Glu Gly Tyr
205
Tyr Leu Thr
220
Leu Arg Ala

Ala Glu Tyr

Leu Ala Ala
270
Ile His Gly
285
Ala Leu Gly
300

cgcccattac
cgccececcgat
ggtcgatgag
ccatcgcgtg
gaacgaggcg

Arg Gln
15
Arg Gly

Pro Val
Ala Leu

Pro Leu
80

Glu Thr

95

Gly Val

Ala Ala
Ala Pro
Ser Ala
160
Gln Gly
175
Asp Leu
Leu Leu
Asp Pro
Pro Asp
240
Asp Pro
255
Ala Gly
Phe Leu

Leu Ile

660
720
780
840
900
942
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<210> 3

<211> 21

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> source

<222> 1..21

<223> /organism="Escherichia coli"
/note="INICIADOR"
/mol type="unassigned DNA"

<400> 3

catatgccge ttgatcgcececa ¢

<210> 4

<211> 25

<212> DNA

<213> Escherichia coli

<220>

<221> source

<222> 1..25

<223> /organism="Escherichia coli"
/note="INICIADOR"
/mol_type="unassigned DNA"

<400> 4

aagcttggeg agtgctgege gcagg

21

25

26
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1.

REIVINDICACIONES

Una enzima modificada enantioselectiva con actividad esterasa
caracterizada porque la secuencia codificadora es seleccionada del grupo

consistente de:

a) una secuencia aminoacida que comprende la SEQ 1D N°2;
b) una secuencia aminoacida homoéloga a la SEQ ID N°2;
€) una secuencia nucleétida que comprende la SEQ ID N°1;
d) una secuencia nucleétida homologa a la SEQ ID N°1;
e) la hebra complementaria de tales secuencias c) o d),
donde cada una de estas secuencias, tiene ademas una cola de residuos

histidina.

La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicaciéon 1 caracterizada

porque es codificada por la secuencia que comprende un porcentaje de

identidad de 75% o mayor 80% o mayor, mas preferentemente 90% o
mayor y mas preferentemente 95% o mayor de la secuencia de acidos
nucleicos SEQ ID No.1.

La enzima modificada enantioselectiva de una cualquiera de la
reivindicacion 1 caracterizada porque comprende la secuencia con un
porcentaje de identidad de 75% o mayor, 80% o mayor, 85% o mayor, 90%
o mayor, 95% o mayor, 97% o mayor, 98% o mayor, 99% o mayor, 99,5% o
mayor, 99,6 0 mayor, 99,7% o mayor, 99,8% o mayor, 99,9% o mayor a la

secuencia de aminoacidos representada por la SEQ 1D No. 2.
La enzima modificada enantioselectiva de cualquiera de las reivindicaciones

1 a 3 caracterizada porque la cola de histidina comprende 5 a 10 residuos
de histidina.
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. La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicacion 4 caracterizada

porque la cola de histidina comprende 6 residuos de histidina.

. La enzima modificada enantioselectiva con actividad esterasa de la

reivindicacion 1 caracterizada porque presenta una actividad
enantioselectiva 6ptima a intervalos de temperatura de 45 -75°C y pH 6 —
11.

. La enzima modificada enantioselectiva de cualquiera de las reivindicaciones

precedentes caracterizada porque realiza la hidrélisis de cadenas acilo (C,-
Ci2).

. La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicacion 7 caracterizada

porque realiza la hidrolisis de cadenas acilo preferentemente (Cs-Cio),
esencialmente p-nitrofenil (pNP) caproato.

. La enzima modificada enantioselectiva de Ila reivindicacion 7 o 8

caracterizada porque ademas hidroliza triacil-gliceroles como tributirina y

triocaprilina.

10.La enzima modificada enantioselectiva de una cualquiera de las

reivindicaciones precedentes caracterizada porque es estable en presencia
de DMSO y dglicerol.

11.La enzima modificada enantioselectiva de una cualquiera de las

reivindicaciones precedentes caracterizada porque su actividad se ve

incrementada con la adicién de Fe* al igual que Mn.

12.La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicacion 11 caracterizada

porque la concentracion de hierro 6ptima esta entre 6 y 10 mM.
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13.La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicacion 1 caracterizada

porque mejora la termoestabilidad en presencia de Fe™.

14.La enzima modificada enantioselectiva de una cualquiera de las
reivindicaciones precedentes caracterizada porque presenta una actividad
selectiva sobre mezclas racémicas por enantiomeros (S) de tipo profenos.

15. La enzima modificada enantioselectiva de la reivindicacion 14 caracterizada
porque presenta una actividad selectiva sobre mezclas racémicas por
“enantiomeros (S) de ibuprofeno o naproxeno.

16. Un polinucleétido caracterizado porque comprende la secuencia SEQ ID N°
1 o equivalente y un extremo 5" modificado por la adicién de residuos de
His.

17. Un vector recombinante que comprende el polinucleétido de acuerdo con la

reivindicacién 16.

18. Una célula huésped transformada con el polinucledtido de acuerdo a

cualquiera de las reivindicaciones 16 0 17.
19. La célula huésped de la reivindicacion 18 donde la célula es E. coli.

20. Un método para obtener la enzima enantioselectiva modificada de las
reivindicaciones precedentes que comprende las siguientes etapas:
a) Insertar el fragmento de SEQ N°1 o equivalente en un vector;
b) Insertar la cola His-Tag en un extremo del inserto,
c) Transformar una célula huésped con el vector,
d) Sobre expresar la proteina en la célula huésped,
e) Concentrar las células huésped y lisarlas,

f) Purificar la proteina,
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g) Concentrar la proteina,

h) Almacenar proteina en buffer a pH 8-10.

21. El método de la reivindicacion 20 caracterizado porque la cola de histidina
comprende 5 a 10 residuos de histidina.

22. El método de las reivindicaciones 20 y 21 caracterizado porque la célula
huésped es E.coli.

23. El método de las reivindicaciones 20 a 22 caracterizado porque la

purificacién se realiza por una técnica cromatografica.

24.Un método para preparar acidos 6pticamente activos (S)- profenos, que
comprende las etapas de:

a) proporcionar un profeno o tri-acil-glicerol que contiene (R) y (S)
racematos,

b) llevar a cabo una resolucion dinamica sobre dicho profeno por reaccién
de dicho profeno con la esterasa de la reivindicacién 1 que tiene (S)-
estereoselectividad en presencia de un disolvente organico y una base a
una temperatura de 45 a 75°C, en el que dicha esterasa escinde el
enlace (S)-éster de dicho profeno, y dicha base promueve la
racemizacion rapida simultanea de (R)-éster y (S)-éster, y

c) en el que dicha reaccion tiene un rendimiento de conversion mayor de
50% de dicho profeno a dicho éster (S).

25.Un método para la produccion de la proteina caracterizado porque
comprende el uso de la célula huésped de acuerdo a la reivindicacién 18.

26. Una composicion caracterizada porque comprende:

a. la proteina enantioselectiva de SEQ N°2 o equivalentes, y
b. un agente de preservacion.
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27. La composicion de la reivindicacion 26 caracterizada porque la proteina

tiene una cola de histidina.

28.La composicion de la reivindicacién 26 o 27 caracterizada porque ademas

comprende DMSO.

29. La composicion de las reivindicaciones 26 a 28 caracterizada porque

ademas comprende glicerol.

WPC21131/ID.264538
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FIGURA 1. Proceso de obtencién de la enzima purificada.

Extraccion y purificacién de DNA gendmico - USBA-GBX-499

Seleccion del DNA para la ligacidn
End-Repair Reaction. Ligacidn e insercidn del fragmento al vector pCC1FOS

xtraccion de ADN a través de
Jn tratamiento por solventes

y enzimas
Empaquetamiento MaxPlax Lambda Packaging Extracts
10
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J Seleccion de clones positivos L
15
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})“ Subclonaciones en diferentes vectores r
\
Analisis del gen
U Disefio de primers y amplificacion del gen por “geneme-PCR walking”
Unidn de una cola de His6 en la proteina usando el vector de expresion
25

35

40
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v

v

Andlisis de las propiedades bioquimicas

Evaluacion de enantioselectividad en sustratos
asociados a profenos
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Figura 2. Distribucién de metil ester y fenil ester de ibuprofeno (a) y metil ester de

naproxeno (b) de forma enantioselectiva.
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Figura 4. Alineamientos entre diferentes esterasas y la enzima de la invencion
identificando las secuencias conservadas
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Figura 5. Cromatogramas de éster metilico del ibuprofeno e ibuprofeno fenil éster
(éster de metilo derivado del producto) (a) y éster de naproxeno de metilo (éster
metilico del derivado del producto) (b) de la resolucién cinética correspondiente.
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Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial
Republica de Colombia

CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS GENETICOS Y PRODUCTOS DERIVADOS,
CON FINES DE INVESTIGACION Y PROSPECCION BIOLOGICA No. { 5

_ MINISTERIO DE AMBIENTE, VIVIENDA Y DESARROLLO TERRITORIAL
UNION TEMPORAL CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE
AMBIENTES EXTREMOS, GEBIX

El presente contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines de
investigacion y prospeccién biologica se suscribe, de una parte por DIANA MARCELA
ZAPATA PEREZ, identificada con la cédula de ciudadania No. 42.109.722 expedida en
Pereira, quien actla en su condicion de Director Técnico, Cédigo 0100, Grado 22, de
Licencias, Permisos y Tramites Ambientales del Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial, segun Resolucion de nombramiento No. 1242 del 22 de octubre de
2004 y debidamente facultada para suscribir el presente contrato, segun delegacion
efectuada por el Ministro de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, mediante
Resolucion No. 1393 del 8 de agosto de 2007, representando al Ministerio de Ambiente,
Vivienda y Desarrollo Territorial, quien en adelante se llamara el MINISTERIO; y, por otra
parte, MARIA MERCEDES ZAMBRANO EDER, identificada con cédula de ciudadania
No. 31.874.035 de Cali, quien actua en-su condicién de Representante Legal de la UNION
TEMPORAL CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE
AMBIENTES EXTREMOS, GEBIX, y quien para los efectos del presente contrato se
denominara la INVESTIGADORA y CONSIDERANDO QUE: El articulo 81 de la
Constitucion Politica, en el inciso segundo, determina que el Estado es el Unico ente
facultado para regular la utilizacién, el ingreso o la salida de los recursos genéticos del
pais; por lo tanto, aspectos tales como la autorizacién de acceso a los recursos genéticos
y el contrato mismo, no podran ser transados por particulares. Que el 2 de julio de 1996,
la Comunidad Andina por medio de la Comisién del Acuerdo de Cartagena, aprobé la
Decision 391 — Régimen Comuin de Acceso a Recursos Genéticos, estableciendo como
consideraciones la soberania de los paises en el uso y aprovechamiento de sus recursos,
principio que ha sido enunciado por el Convenio sobre Diversidad Biolégica, suscrito en
Rio de Janeiro en junio de 1992. Que la Decisién Andina 391 de 1996, tiene por objeto
regular el acceso a los recursos genéticos y sus productos derivados, pertenecientes a los
Paises Miembros a fin de prever condiciones para una participacion justa y equitativa en
los beneficios derivados del acceso, sentar las bases para el reconocimiento y valoracién
de los recursos genéticos y sus productos derivados y de sus componentes intangibles
asociados, especialmente cuando se trate de comunidades indigenas, afroamericanas o
locales; promover |a conservacion de la diversidad bioldgica y la utilizacion sostenible de
los recursos biolégicos que contienen recursos genéticos; promover la consolidacion y
desarrollo de las capacidades cientificas, tecnologicas y técnicas a nivel local, nacional y
subregional y fortalecer la capacidad negociadora de los Paises Miembros. Que de
conformidad con el articulo 5° numeral 20 de la Ley 99 de 1993, corresponde al Ministerio
de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, coordinar, promover y orientar las acciones
de investigacion sobre el medio ambiente y los recursos naturales renovables, establecer
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el Sistema de Informaciéon Ambiental y organizar el inventario de biodiversidad y de los
recursos genéticos nacionales. Que el articulo 5° numeral 21 de la norma anteriormente
citada, establece que es funcion del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial regular conforme a la ley, la obtencion, uso, manejo, investigacion, importacion
y exportacion, asi como la distribucién y el comercio de especies y estirpes genéticas de
fauna y flora silvestre. Que a su vez, el articulo 5° numeral 38 ibidem sefala que es
responsabilidad de este MINISTERIO, vigilar que el estudio, exploracion e investigacion
de nacionales y extranjeros con respecto a nuestros recursos naturales renovables
respete la soberania nacional y los derechos de la Nacién Colombiana sobre sus recursos
genéticos. Que el Gobierno Nacional, mediante el Decreto 730 del 14 de marzo de 1997,
determind que el Ministerio del Medio Ambiente, hoy Ministerio de Ambiente, Vivienda y
Desarrollo Territorial, es la Autoridad National competente para actuar en los términos y
para los efectos contenidos en la Decisién Andina 391 de 1996. Que mediante Resolucion
620 del 7 de julio de 1997, este MINISTERIO, establecié el procedimiento interno para
tramitar las solicitudes de acceso a los recursos genéticos y sus productos derivados. Que
la Sala de Consulta y Servicio Civil del Consejo de Estado, mediante concepto del 7 de
agosto de 1997, radicacion 977, Consejero Ponente: Cesar Hoyos Salazar, sefialé que los
recursos geneéticos son bienes de dominio publico y pertenecen a la Nacién y forman
parte de los recursos o riguezas naturales de la misma. Que en consecuencia, "E/
régimen juridico de propiedad aplicable a los recursos genéticos, de utilidad real o
potencial, es el establecido para los bienes de dominio ptblico, en forma general en la
Constitucién Politica, y de manera particular, en la Decision 391 de la Comision del
Acuerdo de Cartagena, en el decreto ley 2811 de 1974, la ley 165 de 1994 y en las demas
disposiciones legales que en el futuro se expidan sobre la materia”. Que la Decision
Andina 486 del afio 2000, establece que los Paises Miembros deberan asegurar que la
proteccion conferida a los elementos de la propiedad industrial se concedera
salvaguardando y respetando su patrimonio biolégico y genético, asi como los
conocimientos tradicionales de sus comunidades indigenas, afroamericanas o locales. En
tal virtud, la concesién de patentes que versen sobre invenciones desarrolladas a partir de
material obtenido de dicho patrimonio o dichos conocimientos estard supeditada a que
ese material haya sido adquirido de conformidad con el ordenamiento juridico
internacional, comunitario y nacional y dichas disposiciones se aplicaran e interpretaran
de manera que no contravengan a las establecidas por la Decisién Andina 391 de 1996.
Que la Comisién del Acuerdo de Cartagena, mediante la Decisién 351 de 1993 aprobo el
Régimen Comun sobre Derechos de Autor y Derechos Conexos, la cual tiene por finalidad
reconocer una adecuada y efectiva proteccién a los autores y demas titulares de
derechos, sobre las obras del ingenio, en el campo literario, artistico o cientifico,
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cualquiera que sea el género o forma de expresion y sin importar el mérito literario o
artistico ni su destino. Que mediante la Ley 23 de 1982, aclarada y modificada por la Ley
44 de 1993, se reglamentd lo relativo a los derechos de autor, sefialando que estos
recaen sobre las obras cientlficas, literarias y artisticas, las cuales comprenden todas las
creaciones del espiritu en el campo cientifico, literario y artistico, cualquiera que sea €l
modo o forma de expresion y cualquiera que sea su destinacion. Que el Decreto 309 de
2000 reglamenta la investigacion cientifica sobre diversidad biolégica y contempla, entre
otras cosas, que los proyectos que requieran la obtencién y utilizacion de los recursos
genéticos, sus productos derivados o sus componentes intangibles, quedaran sujetos a lo
previsto en el mismo y demdas normas legales vigentes que regulen el acceso a recursos
genéticos. Que mediante Decreto 3266 del 8 de octubre de 2004, se modificé la estructura
interna del Ministerio de Ambiente, Vivierida y Desarrollo Territorial, y se cred la Direccion
de Licencias, Permisos y Tramites Ambientales, a la que se le asigné la funcién de
elaborar, revisar y expedir los actos administrativos por medio de los cuales se otorguen o
nieguen las licencias ambientales y demas instrumentos de manejo y control ambiental de
competencia del Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial, asi como los
actos administrativos que sean necesarios para adelantar el procedimiento que tenga
como fin el licenciamiento ambiental y demas autorizaciones ambientales. Que de
acuerdo con lo establecido en el numeral 3° del articulo Cuarto de la Resolucion No. 1393
del 8 de Agosto de 2007, proferida por el Ministro de Ambiente, Vivienda y Desarrollo
Territorial, las funciones administrativas para adelantar el tramite relacionado con las
solicitudes de acceso a los recursos genéticos, aceptar o negar la solicitud y resolver los
recursos de reposicién que se interpongan contra ellos, corresponden al Asesor de la
Direccioén de Licencias, Permisos y Tramites Ambientales codigo 1020 grado 13. Que este
MINISTERIO en cumplimiento a lo establecido en el articulo 30 de la Decisién Andina 391
de 1996, adelantd el proceso de negociacion, €l cual esta consignado en el Acta del dia
veintinueve (29) de abril de 2008. Que corresponde al MINISTERIO, en nombre de la
Nacion, otorgar el acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines de
investigacion y prospeccion bioldgica, de acuerdo con Ia legislacién nacional vigente y con
el presente contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados con fines de
investigacion y prospeccion biolégica. Que la INVESTIGADORA presentd al MINISTERIO
la solicitud de acceso radicada con el nimero No. 4120-E1-31439 del 27 de marzo de
2007 y con radicado No. 4120-E1-80100 del 3 de agosto de 2007, anexd copia del
Permiso de Investigacién Cientifica en Diversidad Bioldégica DTNO-N-20/2007, expedido
por la Unidad Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales -
UAESPNN para el proyecto denominado: “Conformacion de una plataforma en
metagenémica y bioinformatica para la caracterizacion y el aprovechamiento de recursos
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genéticos de ambientes extremos” con lo cual complementd la informacién
correspondiente para dar inicio al tramite a través del Auto de Inicio No. 2537 del 19 de
septiembre de 2007. Que el MINISTERIO mediante la Resolucién 39 del 11 de enero de
2008, aclarada por las Resoluciones 202 del 8 de febrero y 397 del 7 de marzo de 2008,
aceptoé la solicitud de acceso a recursos genéticos y productos derivados, con fines de
investigacion y prospeccion bioldgica para el proyecto denominado "Conformacion de
una plataforma en metagenomica y bioinformatica para la caracterizacion y el
aprovechamiento de recursos genéticos de ambientes extremos”, documentos éstos
que forman parte integral del presente. Contrato. Que mediante el Permiso de
Investigacion Cientifica en Diversidad Biologica DTNO-N-20/2007, expedido por la Unidad
Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales — UAESPNN, se
otorgd Permiso de Estudio con Fines de Investigacion Cientifica en Diversidad Biologica a
la Unién Temporal Centro Colombiano' de Genémica y Bioinformatica de Ambientes
Extremos, GeBix, para la colecta de Procariotas y eucariotas unicelulares presentes en
muestras de suelos y aguas en ambientes extremos presentes en 5 litros de agua por
estacion y 100 gramos de suelo por estacion durante dos salidas de campo de 7 dias
cada una. El acceso cubre ADN de microorganismos, procariotas y eucariotas
unicelulares presentes en muestras de suelos y aguas en ambientes extremos y
metabolitos secundarios, enzimas y proteinas presentes en las muestras colectadas de
microorganismos extreméfilos del PNN Los Nevados. Los muestreos se adelantaran en
las siguientes coordenadas: 74°10'W, 4°20'N y 74°30'W, 4°00°'N. Que mediante
comunicacion remitida a este Ministerio con el radicado No. 4120-E1-40245 del 20 de abril
de 2007, suscrita por el doctor Moisés Wassermann Lerner, rector de la Universidad
Nacional de Colombia, identificé a dicha entidad como Institucion Nacional de Apoyo, a
través del Instituto de Genética de la misma, para el proyecto objeto de este contrato. Que
la INVESTIGADORA presento la solicitud de acceso a recursos genéticos y productos
derivados con fines de investigacién y bioprospeccién para la Primera Fase del Proyecto,
relacionada con bioprospeccién, investigacién y generacion de conocimiento de los
microorganismos objeto de estudio, y para la Segunda Fase del Proyecto, relacionada con
fines de Aplicacién Industrial o Aprovechamiento Comercial, del proyecto denominado:
“Conformacién de una plataforma en metagenémica y bioinformatica para la
caracterizacion y el aprovechamiento de recursos genéticos de ambientes extremos”, sin
embargo, de acuerdo con el Concepto Técnico emitido por la Direccién de Ecosistemas,
con el radicado 2100-E2-83944 del 24 de septiembre de 2007, el Contrato de Acceso a
Recursos Genéticos y Productos Derivados, contemplara en principio la Primera Fase del
Proyecto. Con fundamento en las anteriores consideraciones y en ejercicio del principio
de autonomia de la voluntad, se acuerda suscribir el presente contrato, contenido en las
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siguientes clausulas: PRIMERA.- OBJETO DEL CONTRATO: Mediante el presente
contrato, el MINISTERIO otorga a la INVESTIGADORA acceso a recursos geneticos y
productos derivados con fines de investigaciéon y prospeccion biolégica, conforme se
identifica y en las condiciones que se establecen en la presente clausula: 1. Nombre del
Proyecto de Investigacion. El Proyecto de Investigacién se titula “Conformaciéon de
una plataforma en metagenémica y bioinformatica para la caracterizacion y el
aprovechamiento de recursos genéticos de ambientes extremos” 2. Objeto del
Proyecto de Investigacion. El objetivo general de este proyecto es explorar y aprovechar
la diversidad microbiana en ambientes extremos colombianos a través del establecimiento
de una plataforma en metagendémica y bioinformatica. SEGUNDA.- ALCANCE DEL
OBJETO: 1. Actividades de investigacion a realizar con el producto derivado. La
INVESTIGADORA adelantard las sigulentes actividades en los laboratorios de la
Universidad de Caldas, de la Pontificia Universidad Javeriana (USBA, Bogota),
CORPOGEN, Universidad de Los Andes, Universidad Nacional de Colombia, sede
Bogotd, Universidad del Valle y Universidad de Cauca. Las secuenciaciones de ADN se
podran realizar en laboratorios fuera del pais. En la primera fase, partiendo de las
muestras colectadas y procesadas en las actividades de exploracién, recoleccion y
manejo, se hara extraccion de ADN. Se hara extraccioén de ADN de alto peso molecular y
se conslruiran librerias metagendmicas. Las librerias se conservaran por duplicado a -
80°C en dos instituciones distintas, Se utilizaran diversas estrategias para analizar las
librerias: tamizajes funcionales y tamizajes por homologia para identificaciéon de
secuencias especificas. Este esfuerzo serd complementado por secuenciacién al azar de
insertos. En la fase |, el esfuerzo se concentrara esenciaimente en la busqueda de
enzimas extremdfilas, estearasas y lipasas, celulasas y xilanasas. En esta fase también
se describira la diversidad genética presente en los sitios de muestreo seleccionados
mediante el analisis de genes conservados. Para la exportacion de las muestras de las
especies no incluidas en los apéndices de la Convencion CITES la INVESTIGADORA
debe obtener el respectivo permiso de exportacién de conformidad con la Resolucién No.
1367 de 2000. 2. Resultados esperados de la investigaciéon, Con la ejecucion del
presente proyecto se aspira a establecer un banco de ADN de ambientes extremos
colombianos, mediante la construccion de librerias metagendémicas, como recurso
genético, igualmente, realizar la bioprospeccion de estos ambientes, a través del tamizaje
de dichas librerias, asi mismo a caracterizar los productos identificados para determinar
su potencial biotecnoldgico. Igualmente se proyecta analizar y comparar la diversidad de
comunidades microbianas presentes en ambientes extremos seleccionados. Por otra
parte, se consolidaran las capacidades en genomica y bicinformatica del pais, formando
una red de transferencia, andlisis, procesamiento, almacenamiento y administracion de
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los datos generados. Finalmente, se espera divulgar y socializar los avances, logros y
alcances de los resultados obtenidos por el Centro. PARAGRAFO: El acceso que se
otorga mediante el presente contrato se limita estrictamente a los recursos genéticos y
productos derivados, a las cantidades, a los usos, conforme a lo especificado en cada uno
de los numerales de esta clausula. Para la ejecucion de las siguientes fases del proyecto,
se requerira de los correspondientes contratos de acceso con fines comerciales o de
aplicacion industrial. TERCERA.- OBLIGACIONES DE LA INVESTIGADORA: Con el
proyecto la INVESTIGADORA se compromete a: a) Circunscribir el acceso a los recursos
geneticos y productos derivados, a las cantidades y a los usos, conforme a lo autorizado
en el presente contrato y de acuerdo con el proyecto presentado al MINISTERIO con la
solicitud de acceso y que forma parte integral de los documentos del presente contrato. b)
Remitir copia de los informes de las colectas en el marco del Permiso de Investigacion
Cientifica en Diversidad Biolégica.- DTNO-N-20/2007, expedido por la Unidad
Administrativa Especial del Sistema de Parques Nacionales Naturales — UAESPNN c)
Informar al MINISTERIO, inmediatamente se identifiquen riesgos o amenazas, asociados
a la salud humana, las poblaciones de animales y vegetales, los ecosistemas o el medio
ambiente en general, en desarrollo del presente proyecto. d) Comprometerse para que en
toda publicacion y/o presentacion publica de la investigacién, en las actividades y/o los
resultados que se obtengan con base en el recurso genético y el producto derivado cuyo
acceso se otorga, la INVESTIGADORA mencione: 1. El presente contrato suscrito con el
MINISTERIO, indicando su categoria de “Contrato de Acceso a Recursos Genéticos y
Productos Derivados con Fines de Investigacion y Prospeccion Biolégica" y 2. El recurso
sobre el cual se investiga. e) Presentar al MINISTERIO y demas interesados que
convoque la entidad, los resultados de la investigacion. f) Entregar al MINISTERIO una (1)
copia impresa de los resultados de la investigacién y una (1) copia impresa de cada una
de las publicaciones generadas en desarrollo de la investigacion autorizada por el
presente contrato. g) No transferir ni intercambiar con terceros a ningln titulo ni por dinero
ni especie, todo o parte de los recursos genéticos y productos derivados autorizados. h)
No utilizar los resultados obtenidos en el proyecto durante la fase autorizada en el
presente contrato, para fines comerciales o de aplicacién industrial para generacion de
beneficios econémicos, sin la autorizacién respectiva i) Tramitar y obtener ante el
MINISTERIO los permisos NO CITES de exportacion de las muestras biolégicas que
vayan a ser analizadas fuera del pais. CUARTA.- OBLIGACIONES DEL MINISTERIO:
Para la celebracion y ejecucion del presente contrato, el MINISTERIO, se compromete a: a)
Otorgar a la INVESTIGADORA el acceso a Recursos Genéticos y Productos Derivados
con Fines de Investigacion y Prospeccién Bioldgica de conformidad con lo establecido en
la Resolucion 39 del 11 de enero de 2008, aclarada por las Resoluciones 202 del 8 de
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febrero de 2008 y 397 del 7 de marzo de 2008, por la cual se acepto la solicitud de acceso
a recursos genéticos y productos derivados con fines de investigacion y prospeccion
biolégica. b) Evaluar los informes presentados por la INVESTIGADORA, de conformidad
con los lineamientos sefialados en la Decisién Andina 391 de 1996 y demés normas
concordantes. ¢) Tomar las medidas que considere necesarias para recuperar el material no
utilizado del recurso biologico, genético y/o productos derivados cuyo acceso se ha otorgado,
en el evento que a la terminacién del presente contrato el mismo se encuentre en poder de la
INVESTIGADORA. QUINTA.- DEBERES Y RESPONSABILIDADES DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA: Para la celebracion y ejecucion del presente
contrato, LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA a través del Instituto de
Genética de la misma, se compromete en su calidad de Institucion Nacional de Apoyo a: 1)
Acompanar a la INVESTIGADORA, en los términos de la Decisién Andina 391 de 1996, en
las actividades de acceso. 2) Colaborar con el MINISTERIO en las actividades de
seguimiento y control del acceso autorizado mediante el presente contrato. SEXTA.- PLAZO
DE EJECUCION DEL CONTRATO: El término de ejecucién del presente contrato sera de
dos (2) afios y seis (6) meses, contados a partir de la suscripcion del mismo.
PARAGRAFO PRIMERO: En el evento en que la INVESTIGADORA requiera la prorroga
del presente contrato, dentro de los treinta (30) dias antes de la fecha prevista de
terminacién del mismo debera presentar solicitud escrita al MINISTERIO, informando
sobre el estado de la investigacion, las causas y el periodo solicitado de prorroga. Dentro
de los treinta (30) dias siguientes al recibo de la solicitud el MINISTERIO informara a la
INVESTIGADORA sobre la aceptacion o denegacién de la prérroga y los términos en que
se suscribira la misma. PARAGRAFO SEGUNDO: La prérroga se otorgara por una sola
vez y no excedera los doce (12) meses. SEPTIMA.- CESION.- El presente contrato no
podra ser cedido en todo ni en parte, a persona natural o juridica, nacional o extranjera.
OCTAVA.- PROPIEDAD INTELECTUAL: DERECHOS DE AUTOR.- Los derechos de
autor sobre las obras cientificas resultantes de la investigacién objeto de este contrato se
cefiiran a las disposiciones contenidas en la Ley 23 de 1982 y demas normas
concordantes. PROPIEDAD INDUSTRIAL. Los derechos de propiedad intelectual sobre
procedimientos y productos obtenidos a partir de la investigacién de que trata el presente
contrato, se cefiiran a las disposiciones de la Decision Andina 486 de 2000, sobre
Régimen Comun de Propiedad Industrial. NOVENA.- PUBLICACIONES: En toda
publicacién y/o presentacion publica de la investigacion, las actividades y/o los resultados
que se obtengan con base en los productos derivados cuyo acceso se otorga en el
presente contrato, comprometen a la INVESTIGADORA a hacer referencia a: a) el
presente contrato suscrito con el MINISTERIO, indicando su categoria de “Contrato de
Acceso a Recursos Genéticos y Productos Derivados con Fines de Investigacion y
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Prospeccién Biolégica”; b) Los recursos genéticos y productos derivados sobre los cuales
se investiga; y c) el sitio de colecta de los recursos biolégicos. DECIMA.- DISTRIBUCION
DE BENEFICIOS DERIVADOS DEL ACCESO. La INVESTIGADORA retribuira a la Nacién
el otorgamiento del acceso a los recursos genéticos y productos derivados con fines de
investigacion y prospeccion biologica, incluyendo condiciones preferenciales vy
concesionarias para el acceso a los productos o procedimientos protegidos por derechos de
propiedad intelectual que resulten de las actividades contempladas en el presente contrato,
en la siguiente forma: a) Contribuir con el avance en el conocimiento de la biodiversidad
Colombiana. b) Contribuir al inventario de la biodiversidad colombiana mediante el
depésito de las muestras colectadas de conformidad con lo establecido en el numeral 2°
del articulo 8° del Decreto 309 de 2000. c) Enviar con destino al centro de documentacién
del MINISTERIO un ejemplar de las' publicaciones nacionales e internacionales
relacionadas con la investigacidn objeto del presente contrato. DECIMA PRIMERA.-
INFORMES- La INVESTIGADORA debera entregar en medio impreso y/o magnético los
siguientes informes, segun los lineamientos sefalados en la Decisién Andina 381 de
1996: a) Un informe de avance cada ocho (8) meses, que contenga una lista de las
actividades realizadas y los avances logrados y b) Un informe final, al vencimiento del
término del presente contrato, PARAGRAFO PRIMERO: El MINISTERIO evaluara estos
informes, emitira concepto y lo comunicara por escrito a la INVESTIGADORA. En dicha
comunicacién, el MINISTERIO incluird los requerimientos o comentarios para
complementaciéon, correccidbn o ajuste de los respectivos informes, conforme a lo
dispuesto en el presente contrato. Dentro de los quince (15) dias siguientes a la fecha de
envio de la comunicacion del MINISTERIO, la INVESTIGADORA entregard a éste,
respuesta escrita con las complementaciones, correcciones o ajustes al respectivo
informe. El MINISTERIO evaluara dicha informacién, emitird concepto y lo comunicaré
por escrito a la INVESTIGADORA. DECIMA SEGUNDA.- SUPERVISION DEL
CONTRATO: El MINISTERIO ejercera la supervisién y control, sobre la ejecucion del
presente contrato a través del Director de Ecosistemas y el Director de Licencias,
Permisos y Tramites Ambientales, o de las dependencias que hagan sus veces, o por los
funcionarios que para estos efectos se designen o sefialen. En ejercicio de esta
supervision se desarrollaran, entre otras, las siguientes funciones: a) Velar por el
cumplimiento de cada una de las obligaciones que se establecen en el presente contrato.
b) Verificar el cumplimiento de la normatividad aplicable al presente contrato. ¢) Evaluar
los informes de la INVESTIGADORA y emitir concepto. d) Actuar como interlocutor y
atender las comunicaciones de la INVESTIGADORA y todo interesado en el presente
contrato. e) Enviar al Grupo de Contratos del MINISTERIO copia de los documentos con
sus respectivas notificaciones que se produzcan en relacion con el cumplimiento del
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contrato. f) Informar continua y oportunamente al Grupo de Contratos del MINISTERIO
sobre el estado del contrato y cualquier irregularidad en su ejecucidon. g) Manejar el
expediente del contrato asegurando el archivo continuo y oportuno de los documentos.
DECIMA TERCERA.- EXONERACION DE RESPONSABILIDADES DEL MINISTERIO
EN RELACION CON EL ACCESO Y LA INVESTIGACION. La INVESTIGADORA
exonera de toda responsabilidad al MINISTERIO por los dafios y perjuicios que
eventualmente se ocasionen por la obtencion de los recursos genéticos y los productos
derivados, la realizacion de cualquier otra actividad comprendida o no en la Investigacion,
la manipulacién y transporte de los recursos genéticos y los productos derivados y el
manejo de los resultados de la investigacion. DECIMA CUARTA.- FUERZA MAYOR: En
cualquier momento durante la ejecucion del presente contrato, si surgieren hechos
imprevistos, no ocasionados por accidén U omision de las partes y, en todo caso, fuera de
su control y que imposibiliten la ejecucion del presente contrato, la parte afectada por los
hechos imprevistos notificard por escrito a la otra y dentro de los cinco (5) dias habiles
siguientes a la fecha de notificacién, las partes podran considerar: a) la suspension del
contrato hasta por seis (8) meses o b) la terminacién inmediata del contrato por fuerza
mayor o caso fortuito. PARAGRAFO: Si al cabo del periodo acordado de suspension no
cesan los hechos que imposibilitan la ejecucién del contrato, éste se declarara terminado
por fuerza mayor o caso fortuito. DECIMA QUINTA.- TERMINACION DEL CONTRATO:
El presente contrato podra terminarse en los siguientes eventos: a) Finalizacién del término
del presente contrato; b) Solicitud de terminacién por parte de la INVESTIGADORA, cuando
requiera nueva solicitud de acceso, conforme a lo previsto en este contrato; c)
Incumplimiento de la INVESTIGADORA; d) Disolucién y/o Liquidacién de la Uniéon Temporal
CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE AMBIENTES
EXTREMOS, GEBIX; e) Por fuerza mayor o caso fortuito; f) Cualquiera de las causales de
nulidad absoluta establecidas en los articulos 44 y 45 de la Ley 80 de 1993; y g) Por voluntad
expresa de la INVESTIGADORA. Al finalizar el término del presente contrato, el
MINISTERIO emitira concepto escrito acerca del informe definitivo de la investigacién y lo
comunicard a la INVESTIGADORA indicando las condiciones en que se realizara la
terminacion del contrato. EI MINISTERIO podra declarar la terminacién del contrato en
cualquiera de los siguientes casos: a) Por contravencion de las condiciones estipuladas en el
objeto del presente contrato; b) Cuando debido a la ejecucién del contrato y, en particular, de
la investigacion, se ocasionen dafios y perjuicios que afecten la salud humana, la
biodiversidad, los recursos genéticos, los ecosistemas y/o los bienes de terceros, ¢) Cuando
se compruebe falsedad o dolo en cualquiera de los documentos del presente contrato. El
MINISTERIO notificara a la INVESTIGADORA el acto sancionatorio correspondiente, en el
cual incluira las condiciones de terminacion del contrato. En caso de que el contrato se
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declare terminado por fuerza mayor o caso fortuito, las partes suscribiran un acta que
contenga el estado de la investigacién, la descripcién de los hechos que imposibilitan la
gjecucion del contrato y el acuerdo de terminacién. Si en cualquier momento durante la
ejecucion del presente contrato, se comprueba alguna causal de nulidad absoluta, segtin los
articulos 44 y 45 de la Ley 80 de 1993, la INVESTIGADORA entregara al MINISTERIO un
infforme del estado de la investigacion. El MINISTERIO notificard por escrito a la
INVESTIGADORA acerca del concepto sobre el estado de la misma y el respectivo concepto
de nulidad. PARAGRAFO PRIMERO.- Si en cualquier momento después de la terminacion
del contrato, el MINISTERIO encuentra que-ha habido falsedad o dolo en el contenido del
informe final o que se estan utilizando ilegalmente los recursos genéticos o los productos
derivados, podra adelantar las acciones civiles y penales a que haya lugar conforme a la
responsabilidad de la INVESTIGADORA 'y/o de terceros. PARAGRAFO SEGUNDO.-
Corresponde a las autoridades ambientales ejercer las atribuciones de policia cuando se
hubiere incurrido en violacion de las normas sobre proteccion ambiental y de los recursos
naturales renovables, conforme a lo establecido en los articulos 83 y siguientes de la Ley
99 de 1993. DECIMA SEXTA.- NOTIFICACIONES: Los actos administrativos que se
produzcan en relacién con el presente contrato seran notificados por escrito a la
INVESTIGADORA. DECIMA SEPTIMA.- DIRECCIONES: Las comunicaciones que se
produzcan en relacion con el presente contrato se realizaran a las siguientes direcciones:
a) El MINISTERIO: Calle 37 No. 8-40 de la ciudad de Bogota, Direccion de Licencias,
Permisos y Tramites Ambientales. b) La INVESTIGADORA: carrera 5 No. 66 A - 34 de
Bogota DC. y a los correos  electronicos mzambrano@corpogen.org Y
grnemogas@unal.edu.co. _DECIMA OCTAVA.- PERFECCIONAMIENTO,
LEGALIZACION Y EJECUCION DEL CONTRATO. El presente contrato se entiende
perfeccionado con su suscripcién por las partes. PARAGRAFO: Para legalizar el presente
contrato, el MINISTERIO publicaréd un extracto del mismo junto con la Resolucién que
otorgue el acceso en la Gaceta Ambiental Oficial. DECIMA NOVENA.- LEGISLACION
APLICABLE: El presente contrato de acceso a Recursos Genéticos y Productos
Derivados con Fines de Investigacion y Prospeccion Biologica se rige por la Decisidon 391
del 2 de julio de 1996 de la Comisién del Acuerdo de Cartagena, sobre el “Régimen
Comun sobre Acceso a los Recursos Genéticos™ y por las leyes, reglamentaciones y
normas vigentes en el territorio nacional de Colombia, en particular, pero no limitadas, a
aquellas vigentes para investigacion cientifica en diversidad biologica, acceso a recursos
genéticos, propiedad intelectual y bioseguridad. VIGESIMA.- IDIOMA DEL CONTRATO:
El idioma del presente contrato, incluso los documentos anexos al mismo, los informes de
la INVESTIGADORA y las comunicaciones entre las partes, serd el castellano. El
presente contrato de acceso a recursos geneticos y productos derivados con fines de
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investigacién y prospeccion biolégica se suscribe en la ciudad de Bogota, a los
veintinueve (29) dias del mes de abril de 2008.

EL MINISTERIO,
' “mﬂf}'*@
M LA'ZAPATA PEREZ
Directora de Ligencias, Pérmisos y Tramites Ambientales
LA INVESTIGADORA,

. Eniko~

MARIA MERCEDES ZAMBRANO EDER

C.C. No. 31.874.035 de Cali

UNION TEMPORAL CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE
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11




PROSPERIDAD 5.
TODOS 5

HPARA

CONTRATQ DE ACCESO A RECURSOS GEN ETICOS PARA
INVESTIGACION CIENTIFICA SIN INTERES COMERCIAL No. 76
MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO SOSTENIBLE Y
CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE AMBIENTES
EXTREMOS - GEBIX

El presente contrato de acceso a recursos genéticos y productos derivados para investigacion
cientifica sin interés comercial se suscribe, de una parte por MARIA CLAUDIA GARCIA
DAVILA, identificada con la cédula de ciudadania No. 39.790.569 expedida en Bogota, quien
actua en su condicion de Director Técnico, Codigo 0100, Grado 22, de la Direccion de
Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos del Ministerio de Ambiente y Desarrollo
Sostenible, segun Resoluciéon No. 543 del 31 de mayo de 2013, debidamente facultada para
suscribir el presente contrato, de conformidad con 1o establecido en el numeral 14 del Articulo
16 del Decreto Ley 3570 de 2011, quien para los efectos del presente contrato se denominara
el MINISTERIO; y por otra parte, la UNION TEMPORAL CENTRO COLOMBIANO DE
GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE AMBIENTES EXTREMOS - GEBIX, identificado con
NIT 900.191.633-5, representada legalmente por MARIA MERCEDES ZAMBRANO EDER con
cedula de cjudadania N* 31.874.035 de Cali, quien para los efectos del presente contrato se
denominara LA INVESTIGADORA y CONSIDERANDO Que: 1) El articulo 81 de la
Constitucian Politica, en el inciso segundo, determina que el Estado es el Unico ente facultado
para regufar la utilizacion, el ingreso o la salida de los recursas genéticos del pais; por lo tanto,
aspectos tales como la autorizacion de acceso a los recursos genéticos y el contrato mismo, no
podran ser transados par particulares. 2) Que el 2 de julio de 1986, la Comunidad Andina por
medio de la Comision del Acuerdo de Cartagena, aprobo la Decision 391 — Régimen Comin de
Acceso a Recursos Genéticos, estableciendo como consideraciones la soberania de los paises
en el uso y aprovechamiento de sus recursos, principio que ha sido enunciado por el Convenio
sobre Diversidad Bioldgica, suscrito en Rio de Janeiro en junic de 1992. 3) Que la Decision
Andina 391 de 1996, tiene por objeto regular el acceso a los recursos genéticos y sus
productos derivados, pertenecientes a los Paises Miembros a fin de prever condiciones para
una participacion justa y equitativa en los beneticios derivados del acceso, sentar las bases
para el reconocimiento y valoracion de los recursos geneticos, sus productos derivados y de
sus componentes intangibles asociados, especialmente cuando se trate de comunidades
incigenas, afroamericanas o locales; promover la conservacion de la diversidad bioldgica y la
utilizacion sostenible de los recursos biologicas que contienen los recursos genéticos; promover
la consolidacién y desarrollo de las capacidades cientificas, tecnoldgicas y técnicas a nivel
local, nacional y subregional y fortalecer la capacidad negociadora de los Paises Miembros. 4)
Que de conformidad con el articulo 5° numeral 20 de la Ley 89 de 1993, corresponde al
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible. coordinar, promover y orientar las acciones de
investigacion sobre el medio ambiente y los recursos naturales renovables, establecer el
Sistema de Informacion Ambiental y organizar el inventario de biodiversidad y de los recursos
genéticos nacionales. 5) Que el articulo 5% numeral 21 de la norma anteriormente citada,
establece que es funcion del Ministerio de Ambiente y Desarrolio Sostenible regular conforme a
la ley, la obtencién, uso, manejo, investigacion, importacion y exportacién, asi como la
distribucion y el comercio de especies y estirpes genéticas de fauna y flora silvestre. 6) Que a
su vez, el articulo 52 numeral 38 ibidem senala que es responsabilidad de este MINISTERIO,
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vigilar que el estudio, exploracion e investigacion de nacionales y extranjeros con respeclo a
nuestros recursos naturales renovables respete la soberania nacional y los derechos de la
Nacion Colombiana sobre sus recursos genéticos. 7) Que el Gaobierno Nacianal, mediante el
Decreto 730 del 14 de marzo de 1997, determind que el Ministerio del Medio Ambiente, hoy
Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible, es la Autaridad Nacional competente para
actuar en los térmnos y para los efectos contenidos en la Decision Andina 391 de 1996. 8) Que
mediante Resolucién 620 del 7 de julio de 1997, EL MINISTERIO, establecid el procedimiento
interno para tramitar las solicitudes de acceso a los recursos genéticos y sus productos
derivados. 9) Que la Sala de Consuita y Servicio Civil del Consejo de Estado, mediante
concepto del 7 de agosto de 1997, radicacion 977, Consejero Ponente: Cesar Hoyos Salazar,
sefialé que los recursos genéticos son bienes de dorinio publico y pertenecen a la Nacion y
forman parte de los recursos o riquezas naturales de la misma. 10) Que en consecuencia, "E/
régimen juridico dz propiedad aplicable a los recursos geneticos, de utilidad real o potencial, es
el establecido para los bienes de dominio publico, en forma general en la Constitucion Politica,
y de manera particuiar, en la Decision 391 de fa Comision del Acuerdo de Cartagena, en el
decreto ley 2811 de 1974, la ley 165 de 1994 y en las demds disposiciones legales que en el
futuro se expidan sobre la materia’. 11) Que la Decision Andina 486 del ano 2000, establece
que los Paises Miembros deberan asegurar que la proteccion conferida a los elementos de la
propiedad industrial se concederd salvaguardando y respetando su patrimonio biologico y
genético, asi como los conocimientos ftradicionales de sus comunidades indigenas,
afroamericanas o locales. En tal virtud, la concesion de patentes que versen sobre invenciones
desarrolladas a partir de material obtenido de dicho patrimonio o dichos conocimientos estara
supeditada a que ese material haya sido adquirido de conformidad can el ordenamiento juridico
internacional, comunitaric y nacional y dichas disposiciones se aplicaran ¢ interpretaran de
manera que no contravengan a las establecidas por la Decision Andina 391 de 1996. 12) Que
la Comision del Acuerdo de Cartagena, mediante la Decisién 351 de 19283 aprobd el Régimen
Comun sobre Derechos de Autor y Derechos Conexos, la cual tiene por finalidad reconocer una
adecuada y efectiva proteccion a los autores y demas titulares de derechos, sobre las obras del
ingenio, en el campo literario, artistico o cientifico, cualquiera que sea el género ¢ forma de
expresion y sin importar el mérito literario o artistico ni su destino. 13) Que mediante la Ley 23
de 1982, aclarada y modificada por la Ley 44 de 1993, se reglamentd lo relativo a los derechos
de autor, senalandc que estos recaen sobre las obras cientificas, literarias y artisticas, las
cuales comprenden todas las creaciones del espiritu en el campo clentifico, literario y artistico,
cualquiera que sea el modo o forma de expresion y cualguiera gque sea su destinacion. 14) Que
el Decreto 309 de 2000 reglamenta la investigacién cientifica sobre diversidad biologica vy
contempla, entre otras cosas, que los proyectos que requieran la obtencion y utilizacion de los
recursos genéticos, sus productos derivados o sus componentes intangibles, quedaran sujetos
a lo previsto en el mismo y demas normas legales vigentes que regulen el acceso a recursos
genéticos, 15) Que mediante el Decreto Ley 3570 del 27 de septiembre de 2011, se
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madificaron los chjetivos y la estructura del Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible 16)
Que el numeral 14 de articulo 16 del citado Decreto Ley asignd a ta Direccion de Bosques,
Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos, la funcion de adelantar el tramite relacionado con las
solicitudes de acceso a recursos genéticos, aceptar o negar la solicitud, resolver el recurso de
reposicion que se interponga y suscribir los contratos correspondientes. 17) Que EL
MINISTERIO en cumplimiento de lo establecido en el articulo 30 de la Decision Andina 381 de
1996, adelantara el proceso de negociacion el cual esta consignado en Acta del dia 28 de junio
de 2013. 18) Que correspande al MINISTERIO, en nombre de la Nacién, otorgar el acceso a
los recursos genéticos, de acuerdo con la legislacion nacional vigente y al presente contrato de
acceso a recursos genéticos y productos derivados. 19) Que en tal sentido mediante Auto No.
13 del 26 de Junio de 2012, se modifico el Autc No. 3238 del 13 de octubre de 2011, por el cual
se admitio la solicitud de Acceso a Recursos Genéticos para el proyecto denominado
“Conformacion de una plataforma en Metagenomica y Bioinformética para la caracterizacion y
el aprovechamiento de Recursos Gengéticos en ambientes extremos”, y se dio inicio al tramite
administrativo previsto en la Decisién Andina 391 de 1996. 20) Que LA INVESTIGADORA
aportd comunicacion suscrita por el Rector de la Universidad Nacional de Colombia, a través de
la cual se identifica como la Institucion Nacional de Apoyo. 21) Que Parques Nacionales
Naturales de Colombia, otorgd €l Permiso de Investigacion Cientifica en Diversidad Biologica
N°. PIDB DTAO 021-10 del 23 de mayo de 2011, para el proyecto: “Conformacién de una
plataforma en Metagendmica y Bioinformatica para la caracterizacion y el aprovechamiento de
Recursos Genéticos en ambientes extremos”, a nombre de LA INVESTIGADORA. 22) Que
mediante Resolucion No. 425 del 7 de mayo de 2013, se aceptd la solicitud de acceso a
recursos geneticos, presentada por LA INVESTIGADORA, para el desarrollo del proyecto:
“Conformacion de una plataforma en Metagendmica y Bioinformatica para la caracterizacion y
el aprovechamiento de Recursos Gengéticos en ambientes extremos”, y se recomienda el paso
a la etapa de negociacion y a la eventual firma del contrato de acceso a recursos genéticos y
productos derivados sin interés comercial. 23) Que la mencionada investigacidn no pretende
fines comerciales en el uso del recurso genético que se especifica en el presente contrato, en
las actividades de investigacién, ni en los resultados previstos. Con fundamento en las
anteriores consideraciones y en gjercicio del principio de autonomia de la voluntad, se acuerda
suscribir el presente contrato, contenido en las siguientes clausulas: CLAUSULA PRIMERA.-
OBJETO DEL CONTRATO: Mediante el presente contrato, EL MINISTERIO otorga A LA
INVESTIGADORA el acceso a 1os recursos genéticos para investigacion cientifica sin interés
comercial, conforme se identifica y en las condiciones que se establecen: 1). Nombre del
Proyecto de Investigacion. “Conformacion de una plataforma en Metagendomica vy
Bioinformatica para la caracterizacion y el aprovechamiento de Recursos Genéticos en
ambientes extremos”, 2.) Objeto del Proyecto de Investigaciéon. Con las actividades de
acceso gue realizara LA INVESTIGADORA, se pretende explorar y aprovechar el potencial de
la diversidad microbiana en ambientes extremos Colombianos, a través del establecimiento de
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una plataforma en metagendmica y bioinformatica. CLAUSULA SEGUNDA.- ALCANCE DEL
OBJETO: Se obtendran ADN de procariotas y eucariotas unicelulares presentes en muestras
de suelos y aguas en diferentes ecasistemas del PNN los Nevados, metaboelitos secundarios,
enzimas y proteinas presentes en las muestras colectadas de microorganismos extremofilos
del PNN los Nevados y posibles muestras de hojas y raices de plantas, se realizara analisis y
bioprospeccidn de comunidades microbianas, caracterizacion de conocimientos y resultados de
investigacion con potencial biotecnologico, consolidacion de la plataforma bicinformatica del
GEBIX, trabajo juridico, propiedad intelectual y proyeccion y fortalecimiento del centro.
PARAGRAFO: LA INVESTIGADORA podra realizar el deposito de las cepas de los
microorganismos objeto del presente proyecto en una casa internacional de depdsito avalada
por el tratado de Budapest con fines de proteccidn y conservacion, para lo cual se remitird a
este Ministerio copia de los respectivos certificados de deposito.  CLAUSULA TERCERA.-
OBLIGACIONES DE LA INVESTIGADORA .- Con el proyecto, LA INVESTIGADORA se
compromete: a) Circunscribir el acceso a los recursos genéticos, a las cantidades y a los usos,
conforme con lo autorizado en este contrato y de acuerdo c¢an el proyecto presentado al
MINISTERIO con la sclicitud de acceso, el cual forma parte integral de los documentos del
presente contrato, los cuales obran en el expediente RGE0102; b) Informar al MINISTERIO,
inmediatamente se identifiqguen riesgos o amenazas, asociados a la salud humana, las
pablaciones de animales y vegetales, los ecosistemas o el medio ambiente en general, en
desarrollo del presente proyecto; ¢) Comprometerse para que en toda publicacion y/o
presentacion publica de la investigacion, en las actividades y/o los resultados que se obtengan
con base en |os recursos genéticos cuyo acceso se otorga, LA INVESTIGADORA mencione: 1)
El presente contrato suscrito con EL MINISTERIO, indicando su categoria de “Contrato de
acceso a recursos genéticos y productos derivados para Investigacion Cientifica sin Interés
Comercial” v 2) El recurso sobre el cual se investiga; d) Presentar al MINISTERIO y demas
interesados que convoque la entidad, los resultados de la investigacién; e) Garantizar que el
recurso biologico que contiene el recurso genético al cual accede, sera utilizado Unica y
exclusivamente para realizar la investigacion cientifica sin interés comercial; f) Entregar al
MINISTERIO una (1) copia en medic impresa y magnético de los informes de la investigacion y
una (1) ccpia impresa de cada una de las publicaciones generadas en desarrollo de la
investigacién autorizada por el presente contrate; g) No transferir ni intercambiar con terceros &
ningun titulo ni por dinero ni especie, todo o parte de los recursos genéticos autorizados, sin
que previamente se autorice por EL MINISTERIO; salvo aquellas necesarias para el desarrollo
de las actividades de! objeto del contrato. h) No utilizar los resultados obtenidos en el proyecto
autorizado en el presente contrato, para fines comerciales o de aplicaciéon industrial para
generacion de beneficios econdémicos, sin la autorizacion respectiva; i) Obtener ante EL
MINISTERIO en casc de que lo requiera, l0s respectivos permisos para la exportacion e
importacion del material biologico o genético; j) Utilizar los resultados obtenidos en la
Investigacion unicamente con finalidades cientificas y académicas; k) Compariir con EL
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MINISTERIO, la informacién sobre datos genéticos ideniificados y origen probable de las
muestras, para efectos de su utilizacion en procesos de investigacion, que se adelante en el
territorio nacional o en otros paises y que comprometa material biolégico de origen colombiano
sin perjuicio de la confidencialidad que en cada caso solicite la INVESTIGADORA; 1} Informar
oportunamente al MINISTERIO vy a la Institucion Nacional de Apoyo, sobre fos avances de la
investigacion, la remision de investigaciones y publicaciones derivadas de las actividades del
proyecto y la liberacion de la informacion en la base de datos del sistema de informacion sobre
biodiversidad -SiB. m) Incluir un reconocimiento al origen Colompiano de los recursos
geneticos, las entidades proveedoras de las muestras biologicas y el contrato de acceso
suscrito con el Estado, en las publicaciones cientificas que se generen, en desarrollo del
proyecto: “Conformacion de una plataforma en Metagendmica y Bioinformatica para la
caracterizacion y el aprovechamiento de Recursos Genéticos en amblentes extremos™, n) En
los eventos en que se llegue a compartir informacién de los datos genéticos obtenidos del
proyecto “Conformacion de una plataforma en Metagenomica y Bioinformética para {a
caracterizacion y el aprovechamiento de Recursos Genéticos en ambientes extremos”, en el
marco del presente contrato; con bases de datos internacionales de acceso libre, en la medida
que sea factible se estableceran los créditos respectives frente al origen colombiano de las
muestras, el respectivo proveedor del recurso y el marco legal de obtencién, senalando las
restricciones a que haya lugar o condiciones para su uso en el contexto internacional por
gquipos de investigacion de otros paises. CLAUSULA CUARTA.- OBLIGACIONES DEL
MINISTERIO: Para la celebracion y ejecucién del presente contrato, EL MINISTERIO, se
campromete a) Otorgar A LA INVESTIGADORA, el acceso a los recursos genéticos con fines
de investigaci¢én cientifica sin interés comercial de conformidad con lo establecido en la
Resolucion No. 425 del 7 de mayo de 2013, por la cual se aceptd la solicitud de acceso a los
recursos genéticos. b) Evaluar los informes presentados por LA INVESTIGADORA, de
cenformidad con los lineamientos senalados en la Decisién Andina 391 de 1996 y demas
normas concordantes. ¢) Tomar las medidas que considere necesarias frente A LA
INVESTIGADORA o terceros, para recuperar el material del recurso biolégico y/o genético cuyo
acceso se ha otorgado, en el evento que a la terminacidn del presente contrato, este material no
haya sido depositado en una coleccion debidamente registrada o en su defecto al Instituto de
Investigaciones Alexander von Humboltd. CLAUSULA QUINTA..- INSTITUCION NACIONAL DE
APOYO, En la ejecucion del presente contrato, la Universidad Nacional de Colombia, se
compromete en su calidad de Institucién Nacional de Apoyo, acompafar y participar con LA
INVESTIGADORA en las actividades de accesc a los recursos genéticos y colaborar con el
MINISTERIO, en las actividades de seguimiento y control del acceso a los recursos genéticos.
CLAUSULA SEXTA.- PLAZO DE EJECUCION DEL CONTRATO: E! término de ejecucion del
presente contrato serd de sesenta (60) meses contados a partir de la ejecutoria del acto
administrativo por medio del cual se adopte y suscriba el presente contrato. CLAUSULA
SEPTIMA.- PRORRQOGA: En el evento en que LA INVESTIGADORA requiera la prérroga del
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presente contrato, dentro de los treinta (30) dias antes de la fecha prevista de termnacion del
mismo deberd presentar solicitud escrita al MINISTERIO, informando sobre el estado de la
investigacion, las causas y el periodo solicitado de prorroga. Dentro de los treinta (30) dias
siguientes al recibo de la solicitud EL MINISTERIO informara LA INVESTIGADORA sobre la
aceptacion o denegacion de la prorroga y los términos en que se suscribirda la misma. La
prorroga se otorgara por una sola vez y no podra ser mayor al término de treinta (30) meses.
CLAUSULA OCTAVA.- CESION.- El presente contrato no podra ser cedido en todo ni en
parte, a persona natural o juridica, nacional o extranjera, sin que medie autorizacion previa por
parte del MINISTERIO. CLAUSULA NOVENA.- PROPIEDAD INTELECTUAL: DERECHOS
DE AUTOR. Los derechos de autor sobre las cbras cientificas resultantes de la investigacion
objeto de este contrato se cenirdan a las disposiciones contenidas en la Ley 23 de 1982,
aclarada y modificada por la Ley 44 da 1993, Ley 1450 de 2011, Decision 351 de 1998 y demas
normas concordantes. PROPIEDAD INDUSTRIAL. Los recursos genéticos tal como se
encuentran en la naturaleza, de que trata el presente conirato no seran objeto de ningun
derecho de propiedad industrial, ni seran susceptibles de depdsite con fines de patentamiento.
Los derechos de propiedad inteleciual sobre preductos o procedimientos obtenidos a partir de
la investigacion de que trata el presente contrato, se cefirdn a las disposiciones de la Decision
Andina 486 de 2000, sobre Régimen Comun de Propiedad Industrial. CLAUSULA DECIMA.-
PUBLICACIONES: En toda publicacion v/o presentacién publica de la investigacion, las
actividades y/o los resultados gue se obtengan con base en os recursos genéticos cuyo
acceso se otorga en el presente contrato, comprometen a LA INVESTIGADORA, a hacer
referencia: a) el presente contrato suscrito con EL MINISTERIO, indicando su categoria de
“‘Contrato de acceso a recursos geneticos y productos derivados para Investigacion Cigntifica
sin Interés Comercial”: y b) el recurso genético sobre el cual se investiga. CLAUSULA DECIMA
PRIMERA.- DISTRIBUCION DE BENEFICIOS DERIVADOS DEL ACCESQ: LA
INVESTIGADORA, retribuira a la Nacién el otorgamiento del acceso a los recursos genéticos,
incluyendo condicicnes preferenciales y concesionarias para €l acceso a los productos o
procedimientos protegidos por derechos de propiedad intelectual, que resulten de las actividades
contempladas en el presente contrato y asi mismo dando estricto cumplimiento a las obligaciones
establecidas en la Clausula Tercera del presente contrato. CLAUSULA DECIMA SEGUNDA.-
INFORMES: 1) debera entregar en medio impreso y/o magnético cuatro (4) informes de
avance, uno cada doce (12) meses desde la suscripcion del presente contrate, y un (1) informe
final, antes del vencimiento del término del presente contrato, segun los lineamientos sefialados
en la Decision Andina 391 de 1996. 2) Dichos informes deberdn elabararse de acuerdo con las
actividades de acceso autorizadas y las obligaciones establecidas en el presente contrato. 3)
Copia de los citados informes debera ser remitida al Universidad Nacional de Colombia, en su
calidad de Institucion Nacional de Apoyo. 4) EL MINISTERIO evaluara dichos informes, emitira
concepto y lo comunicard por escrito a LA INVESTIGADORA, dentro de los treinta (30) dias
siguientes a su recepcion. En dicha comunicacion, EL MINISTERIO incluira los requerimientos
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o comentarios para complementacién, correccidn o ajuste de los respectivos informes,
conforme a lo dispuesto en el presente contrato. 5) Dentro de los treinta (30) dias siguientes a
la fecha de envio de la comunicacién de requerimientos y ajustes, LA INVESTIGADORA,
entregard al MINISTERIO respuesta escrita con las complementaciones, correcciones o ajustes
al respectivo informe. 6) EL MINISTERIO evaluara dicha informacion, emitira concepto y lo
comunicard por escrito A LA INVESTIGADORA. CLAUSULA DECIMA TERCERA-
SUPERVISION DEL CONTRATO: EL MINISTERIO ejercerd la supervision y control, sobre la
ejecucion del presente contralo a través de la Direccidn de Bosques, Biodiversidad y Servicios
Ecosistémicos o de las dependencias que hagan sus veces, ¢ por los funcionarios que para
estos efectos se designen o senalen. En ejercicio de esta supervision se desarrollaran entre
otras, las siguientes funciones: a) Velar por el cumplimiento de cada una de las obligaciones
que se establecen en el presente contrato; b) Verificar el cumplimiento de la normatividad
aplicable al presente contrato; ¢) Evaluar los informes de LA INVESTIGADORA y emitir
concepto; d) Actuar como interlocutor y atender las comunicaciones de LA INVESTIGADORA v
a todo interesado en el presente contrato; €) Mantener la informacion y documentacion
relacionada con el chjeto del presente contrato en un archivo continuo de los documentos bajo
las premisas de seguridad y confidencialidad que para estos permisos se requieren.
CLAUSULA DECIMA CUARTA.- EXONERACION DE RESPONSABILIDADES DEL
MINISTERIO EN RELACION CON EL ACCESO. LA INVESTIGADORA exonera de toda
responsabllidad AL MINISTERIO por los dafios y perjuicios que eventualmente se ocasionen
por la obtencion de los recursos genéticos, la realizacion de cualquier otra actividad
comprendida o no en la investigacion, la manipulacion y transporte de los recursos genéticos, y
el manejo de los resultados de la investigacion. CLAUSULA DECIMA QUINTA- FUERZA
MAYOR: En cualquier momenta durante la ejecucion del presente contrato, si surgieren hechos
imprevistos, no ocasionados par accion u omision de las partes y, en todo caso, fuera de su
control y que imposibiliten la ejecucion del presente contrato, la parte afectada por los hechos
imprevistos notificarda por escrito a la otra y dentro de los cinco (5) dias habiles siguientes a la
fecha de notificacion, las partes podran considerar: a) la suspensién del contrato hasta por seis
(6) meses o b) la lerminacion inmediata del contrato por fuerza mayor o caso fortuito.
PARAGRAFO: Si al cabo del periodo acordado de suspensién no cesan los hechos que
imposibilitan la ejecucion del contrato, éste se declarara terminado por fuerza mayor 0 caso
fortuito. CLAUSULA DECIMA SEXTA- TERMINACION DEL CONTRATO: El presente contrato
se dard por terminado en los siguientes eventos: a) Finalizacion de! término del presente contrato;
b) Incumplimiento de LA INVESTIGADORA; c¢) Por fuerza mayor o caso fortuito. d) Por voluntad
expresa de LA INVESTIGADORA. EL MINISTERIO, al finalizar el término del presente contrato,
emitird concepto escrito acerca del informe definitivo de la investigacion y 1o comunicard a LA
INVESTIGADORA, indicando las condiciones en que se realizara la terminacion del contrato. f)
EL MINISTERIO podra declarar la terminacion del contrato en cualquiera de 10s siguientes casos:
1) Por contravencién de las condicionas estipuladas en el objeta del presente contrato; 2) Cuando

Calle 37 No # - 40 Begota, Colomina
Conmutador (5711 31253400
www minambiente.qov.co 7




Py . PROSPERIDAD
72N & PARA TODOS

CONTRATO DE ACCESO A RECURSOS GENETICOS PARA
INVESTIGACION CIENTIFICA SIN INTERES COMERCIAL No. 76
MINISTERIO DE AMBIENTE Y DESARROLLO SOSTENIBLE Y
CENTRO COLOMBIANO DE GENOMICA Y BIOINFORMATICA DE AMBIENTES
EXTREMQS - GEBIX

se cambie el objeto de la investigacion y con esto se ocasione danos y perjuicios que puedan
afectar fa salud humana, la biodiversidad, los recursos geneticos, [os ecosistemas y/o los bienes
de terceros en el desarrollo de las obligaciones, por acciones de LA INVESTIGADORA fuera del
marco de la investigacién 3) Cuando se compruebe falsedad o dolo en cualquiera de los
documentos del presente contrato. EL MINISTERIO notificarda a LA INVESTIGADORA €l acto
administrativo correspondiente, en el cual incluird las condiciones de terminacion del contrato. En
caso de que el contrato se declare terminado por fuerza mayor ¢ caso fortuito, las partes
suscribiran un acta gue contenga el estado de la investigacion, la descripcion de los hechos que
imposibilitan la ejecucion del contrato y el acuerdo de terminacion. g) Una vez terminado el
presente contrato, LA INVESTIGADORA, no utlizara los recursos geneticos con hingun
proposito, ni pretendera derechos de propiedad intelectual sobre los mismos, en el pais ni en el
exterior. En el evento en que se requiera utilizar los recursos genéticos objeto del presente
contrato gue hayan sido depositados en bancos o colecciones legalmente registradas se deberé
solicitar el respectivo contrato ante la Autoridad Nacional Competente, h) Si en cualquier momento
después de la terminacion del contrato, EL MINISTERIO encuentra que ha habido falsedad o dolo
en el contenido de los informes 0 que se estéd utilizando ilegalmente el recurso genético, podra
solicitar a las autoridades competentes que adelanten las acclones civiles, penales vy
administrativas a que haya lugar conforme a la responsabilidad de LA INVESTIGADORA y/o de
terceros. i) En caso de presentarse infraccion a las normas scbre proteccion ambiental y de los
recursos naturales renovables, y una vez surtido ¢l correspondiente proceso se dara aplicacion a
las sanciones establecidas en la Ley 1333 del 21 de julio de 2009, a que haya lugar. CLAUSULA
DECIMA SEPTIMA.- NOTIFICACIONES: Los actos administrativos que se produzcan en
relacion con el presente contrato seran notificados personalmente a LAINVESTIGADORA en la
Cr 5 N? 66A — 34 de la ciudad de Bogotd. CLAUSULA DECIMA OCTAVA.- DIRECCIONES:
Llas comunicaciones gue se emitan en relacion con el presente contrato se realizaran a las
siguientes direcciones: a) EL MINISTERIO: en fa Calle 37 N 8-40 de la ciudad de Bogota,
Direccion de Bosques, Biodiversidad y Servicios Ecosistémicos. b) LA INVESTIGADORA, en {a
Cr 5 N° 66A — 34 de la ciudad de Bogota. c¢) [nstitucién Nacional de Apoyo: Universidad
Nacional de Colombia, Calle 45 No. 26-85, edificio Uriel Gutierrez, 5° piso, oficina 567, de la
ciudad de  Bogoté. CLAUSULA DECIMA NOVENA.- PERFECCIONAMIENTO,
LEGALIZACION Y EJECUCION DEL CONTRATO. El presente contrato se entiende
perfeccionado con la suscripcion por las partes y la posterior emision de la resclucion de
perfeccionamiento a) Para legalizar el presente contrato, EL MINISTERIO publicara un extracto
del mismo junto con la Resolucion gue otorgue el acceso a los recursos genéticos. CLAUSULA
VIGESIMA.- LEGISLACION APLICABLE: El presente contrato de acceso a recursos genéticos
y productos derivadas para investigacion cientifica sin interés comercial se rige por la Decision
391 del 2 de julio de 1996 de la Comisién del Acuerdo de Cartagena, sobre el “Régimen Comun
sabre Acceso a los Recursos Genéticos” y por las leyes, reglamentaciones y normas vigentes
en el territorio nacional de Colombia, en particular, pero no limitadas a aquellas vigentes para
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investigacion cientifica en diversidad bioldgica, acceso a recursos genéticos, permisos de
importacion y exportacion de especimenes de la diversidad biologica, propiedad intelectual y
bioseguridad. CLAUSULA VIGESIMA PRIMERA.- IDIOMA DEL CONTRATO: E! idioma del
presente contrato, incluso los documentos anexos al mismo, los informes y las comunicaciones
entre las partes, sera el castellano. El presente contrato de acceso a recursos genéticos y
producto derivado, para investigacion cientifica sin interés comercial se suscribe en la ciudad
de Bogotd, a los veintiocho dias (28) dias del mes de junio de 2013.

Lo Cwacuc . il Eand

MARIA CLAUDIA GARCIA DAVILA MARIA MERCEDES ZAMBRANO E.
Directora Bosques, Biodiversidad y Servicios HRepresentante legal
Ecosistémicos Unién Temporal Centro Colombiano De

Gendmica Y Bioinformatica De Ambientes
Extremos - GEBIX
o0
Proyectd: Maria Claudia Orjuela Marguez - Abogada Contralista ANLA

Aevisado por: Beatrlz Adrana Acevedn P. = Profesional Especializado dfd
Expediente RGEO102
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CAVELIER 213 Poder especial para uso en
ABOGADOS Colombia  para  Propiedad
EDIFICIO SISKI Industrial (persona juridica)

CARRERA 42 N° 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

Serior Director
DIRECCION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D,

Nosotros, PATRICIA DEL PORTILLO OBANDO, en su calidad de Directora Ejecutiva, mayor de edad, identificada
con cédula de ciudadania No. 20.523.312, ¢n representacion de la CORPOR-\CION CORPOGEN, con Nit:
830.009.610-5, v JAIME ALBERTO CATANO CATANO, en su calidad de Apoderado General, mayor de edad,
identificado con cédula de ciudadania No. 79°522.040, y Tarjeta Profesional de Abogado No 99.389 del C.S. de la ], en
representacion de la PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA, institucion de educacion superior. no oficial, de
utilidad comun. sin 4nimo de lucro, con Personeria Juridica reconocida mediante Resolucion namero 73 del 12 de
diciembre de 1933 expedida por ¢l Ministerio de Gobierno, reconocida como Universidad mediante ¢l Decreto numero
1297 del 30 de Mayo de 1964, vigilada por el Ministerio de Educacion Nacional. con domicilio principal en la ciudad de
Bogotd D.C.. conferimos poder a los doctores LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, T.P.A. No. 23.555. identificada
con cédula de ciudadania nimero 35.456.344 d®&Usaquén, JORGE CHAVARRO ARISTIZABAL, T.P.A. No.
40.119. identificade con cédula de ciudadania namero 16,209,380 de Cartago (Valle), OSCAR
FERNANDO CORREA BARBOSA, T.P.A. No. 71.027 identificado con cédula de ciudadania numero
79,524,634 de Bogoti, EDNA DARMELY SARMIENTO CHARRY, T.P.A. 65.794 identificada con
cédula de ciudadania nimero 32.006.265 de Bogotd, para solicitar y obtener en Colombia Patente de Invencion
para “ENZIMA ESTERASA MODIFICADA ENANTIOSELECTIVA Y PROCESO PARA LA OBTENCION DE
LA MISMA™.

lLos apoderados quedan [acultados para interponer recursos, transigir, conciliar, desistir. cancelar, recibir, renunciar,

sustituir v revocar las sustituciones, y ratificar los actos de agentes oficiosos.

Senor Director,

Por la UNIVERSIDAD.

J _ : 9 ! (
L. U .
JAIME ALBERTO CATANO CATANO
C.C.79'522.040

Apoderado General

Por CORPOGEN,

ﬁ e M‘P icz//\%

PATRICIA DEL PORTILLO OBANDO
C.C. 20525312 = »

Representante Legal

© CAVELIER ABOGADOS
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EL SUBDIRECTOR DE INSPECCION Y VIGILANCIA DEL
VICEMINISTERIO DE EDUCACION SUPERIOR EN
CUMPLIMIENTO DE LAS FUNCIONES ATRIBUIDAS POR EL
DECRETO 5012 DE 2009 Y LA RESOLUCION 7245 DE 2011

RL-0004221-2012
CERTIFICA:

Que alf{la) PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA (Cédigo:1701), con demicilio en BOGOTA D.C., es una institucian
de educacién superiar, PRIVADA, de utilidad camin, sin anima de lucro y su caracter académico es el de Universidad,
caon persaoneria juridica reconocida mediante RESOLUCION 73 de 12 de Diclembre de 1933 expedida(a) por elfla
MINISTERIO DE GOBIERNQ..

Que el iérmino de duracion de la institucién es indefinido, Que |a citada institucidn obtuvo reconocimiento institucional
como Universidad mediante Decreto nimero 1297 del 30 de mayo de 1964, expedide por el Gobierne Nacional. Que
mediante Resalucian No.1320 del 12 de Junio de 2003, expedida por el Ministeric de Educacién Nacional le fue
ctargada Acreditacidn Institucional, Que mediante Resolucién B038 del 06 de noviembre de 2008, expedida por el
Ministerio de Educacién Macional. le fue ratificada reforma estatutaria. '

Que la mencicnada institucidn cuenta con seccional(es) en:

1702 CcAlUl

Que al folio 353 distinguide con el registra 347 del libro de rectores y representantes legales de las instituciones de
educacién superior aparece inscrito(a) el(la) PADRE JOAQUIN EMILIC SANCHEZ GARCIA, identificado(a) con cédula
de ciudadania No 4242274 expedida en Santa Rosa de Viterbo (Boyaca) como RECTOR | por un periodo
‘comprendide entre el 1 de Octubre de 2007 y el 30 de Septiembre de 2013, que dicha inscripcion se efectud el 2 de
Octubre de 2007 de conformidad can lo dispuesto en elf(la) ACTA FUNDA ., del 18 de Agosto de 2007, expedida(a) por
gl(la) Gran Cancilier.

Que al folio 353 distinguide con el registro 347 del libro de rectores v represenianies legales de las instituciones de
educacion sugerier aparece inscrito(a) el(la) PADRE JOAQUIN EMILIO SANCHEZ GARCIA, identificada(a) con cédula
de ciudadania No 4242274 expedida en Santa Rosa de Viterbo (Boyaca) como REPRESENTANTE LEGAL , porun
periodo comprendida entre el 1 dg Octubre de 2007 y e] 30 de Septiembre de 2013, que dicha inscripcién se efectud
el 2 de Octubre de 2007 de conformidad con lo dispuests en elf(la) ACTA FUNDA 1, del 15 de Agostio de 2007,
expedido(z) par elfla) Gran Canciller,

La informacian consignada en este certificado carresponde a la Gltima reportada por parte de la Institucian,

De confarmidad con lo establecido por la ley 962 de 2005, los actos de registro aqul certificados quedan en firme
cinca (5) dias habiles después de la fecha de inscripoion, siempre que no sean objeto del recursos en la via
gubernativa.

4 E nresente dosumente electronica tiene validez por cumplir los requisitos’ de que irata la Ley 827 de 1938, el Decreto

) F:e'gla:nentar]o 1747 de 2000 v las demas normas que los complementen, modifiguen a reemplacen. Para‘ueriﬁcar la
autenticidad del presente certificado o ver el documento electrénico, deherd ingresar a www.mineducacion.gov.co,
ment de Tramites, opcién de Consulta de Certificadas e Ingresar el ntmere de radicado.
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DE COMERCIO DE BOGOTA
Por nuestra scoccledatd

<|3 CAMARA

CORPORACION CORPOGEN
NIT - 8300096105

Informe Existencia y Representacicn Legal

Fecha y Hora de 30/p4/2014 11:44
la consulta:

Matricula: 50004383

Direccidn: CR 5 NO. 66 A -34

Teléfono: 8050122

Email: administracion@corpogen.org

Fecha ultima
Renovacidn: 2014-03-20

dEA kA kb Ak dd bbbkt A bbb F bk k btk

La Camara de Comercio de Bogotd informa que los siguientes son los datos gue
aparecen en el Registro Mercantil gque administra la entidad:

CERTIFICA:
INSCRIPCION: QUE POR CERTIFICACION NO. 0002603 DEL 11 DE ABRIL DE 1997
OTORGADO (A) EN ALCALDIA MAYOR DE BOGOTAZ, INSCRITA EN ESTA CAMARA DE
COMERCIO EL 20 DE MAYO DE 1997 BAJO EL NUMERO 00005269 DEL LIBRO I DE
LAS ENTIDADES SIN ANIMO DE LUCRO, FUE INSCRITA LA ENTIDAD DENOMINADA
CORPORACION CORPOGEN.

CERTIFICA:
QUE DICHA ENTIDAD OBTUVO SU PERSONERIA JURIDICA NUMERO : 382 EL 22 DE
AGOSTO DE 1995, OTORGADA POR: ALCALDIA MAYOR DE BOGCTA

CERTIFICA:
ENTIDAD QUE EJERCE LA FUNCICN DE INSPECCION, VIGILANCIA Y CONTROL:
ALCALDIA MAYOR DE BOGOTA

CERTIFICA:

REFORMAS:

DOCUMENTO NO. FECHA ORIGEN FECHA NO.INSC.
00055486 1998/11/04 NOTARIA 37 1998/12/17 00019123
gooooos 1999/03/18 ASAMBLEA DE ASOCIADOS 19%%/06/17 00023573
0001826 2005/04/25 NOTARIA 45 2005/07/08 00087582
113 2010/10/26 ASAMBLEA DE ASOCIADOS 2010/10/27 00181314

CERTIFICA;

VIGENCIA: QUE EL TERMINO DE DURACION DE LA ENTIDAD ES INDEFINIDO

CERTIFICA:
OBJETO: SER UN CENTRO QUE DESARROLLA PROYECTOS DE INVESTIGACION
CIENTIFICA, BASICA O APLICADA, EN EL CAMPO DE LAS CIENCIAS BIOLOGICAS Y
BIOMEDICAS Y EN GENERAL EN TODAS AQUELLAS AREAS AFINES Y DISCIPLINAS
RELACIONADAS QUE PUDIEREN SURGIR EN EL FUTURO. PRESTAR SERVICIOS DE ALTA
TECNOLOGIA EN CIENCIAS BIOMEDICAS Y BIOTECNOLOGIA A LA COMUNIDAD EN

GENERAL CON MIRAS A MEJORAR EL NIVEL SOCIOECONOMICO DE LA POBLACION.
LA INFCRMACION QUE FIGURA EN BELANCO DENTREC DEL REPORTE, CORRESPONDE A INFORMACION NO REPORTADA POR LA EMPRESA
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&S CAMARA

Por nuestra socjedad

ATENDER LAS SOLICITUDES DE SERVICIOS DE INDOLE PROFESIONAL, TECNICO O
INSTRUMENTAL EN LOS CAMPOS DE LAS CIENCIAS BIOMEDICAS Y LA BIOTECNOLOGIA,
PARA EL USO DE LAS UNIVERSIDADES, HOSPITALES, LA INDUSTRIA PRIVADA, LAS
ENTIDADES OFICIALES, ENTRE OTRAS. OFRECER SERVICIOS DE CAPACITACION
TEORICO-PRACTICA PARA EL USO DE TECNICAS, INSTRUMENTOS Y PROCESOS
UTILIZADOS EN LAS CIENCIAS BIOMEDICAS Y LA BIOTECNOLOGIA. FACILITAR LA
UTILIZACION DE ESTOS PROCEDIMIENTOS Y TECNOLOGIAS DIRIGIDOS AL
APROVECHAMIENTO DE LA ENORME BIODIVERSIDAD QUE OFRECE NUESTRO PAIS PARA EL
BENEFICIO DE LA COMUNIDAD EN GENERAL. CONTRIBUIR A LA SOLUCION DE
PROBLEMAS ESPECIFICOS EN LAS AREAS DE LA SALUD, AGRICULTURA, VETERINARIA,
MEDIO AMBIENTE E INDUSTRIA. APLICAR LAS METODOLOGTAS Y PROCEDIMIENTOS
BIOTECNOLOGICOS EN LA RECUPERACION DE ESPECIES DE ORGANISMOS EN PELIGRO DE
EXTINCION Y EN EL MEJORAMIENTO DE ESPECIES DE VALOR ECONOMICO EN LA
OBTENCION DE PRODUCTOS DE ORIGEN BIOLOGICO. DESARROLLAR ESTRATEGIAS DE
FORMACION Y CAPACITACION DE RECURSOS HUMANOS. ELABORAR Y COMERCIALIZAR
PRODUCTOS EN EL CAMPO DE LA BIOTECNOLOGIA, DE LAS CIENCIAS BIOMEDICAS Y DE
LA BIOLOGIA MOLECULAR. DESARROLLAR PROYECTOS EN EL CAMPO DE LA
BIOTECNOLOGIA, DE LAS CIENCIAS BIOMEDICAS Y DE LA BIOLOGIZ MOLECULAR.

PATRIMONIO: 323.28

** QRGANOS DE ADMINISTRACION *+*

QUE POR ACTA NO. 131 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 31 DE JULIO DE 2013,
INSCRITA EL 25 DE FEBRERO DE 2014 BAJO EL NUMERO 00234993 DEL LIBRO I
DE LAS ENTIDADES SIN ANIMO DE LUCRQ, FUE (RON) NOMBRADO (8):

NOMERE IDENTIFICACION

MIEMBRO CONSEJO DIRECTIVO

OCAMPC MOURE WALTER ANTONIO C.C. 000000019258621
MIEMBRO CONSEJO DIRECTIVO

SALAZAR VALLEJO MARCELA C.C. 0000000396390637
MIEMBRO CONSEJO DIRECTIVO

ZRMBRANG EDER MARIA MERCEDES C.C. 000000031874035
MIEMBRC CONSEJO DIRECTIVO

REYES MUNOZ ALEJANDRO C.C. 00000008018B1604
MIEMBRO CONSEJO DIRECTIVO

ANZOLA LAGOS JUAN MANUEL C.C. 000000079601596
MIEMBRO SUPLENTE CONSEJO DIRECTIVO

DIAZ RODRIGUEZ LUIS FERNANDO C.C. 000000079602281
MIEMBRO SUPLENTE CONSEJO DIRECTIVO

GRANJA DE BRITO CLARISSA C.E. 000000000303985

** NOMERAMIENTOS *#

QUE POR ACTA NO. 114 DE CONSEJO DIRECTIVO DEL 10 DE DICIEMBRE DE 2010,
INSCRITA EL 17 DE DICIEMBRE DE 2010 BAJO EL NUMERO 00183304 DEL LIERO
I DE LAS ENTIDADES SIN ANIMO DE LUCRC, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMERE IDENTIFICACION
DIRECTOR EJECUTIVO
DEL PORTILLO OBANDO PATRICIA DEL PILAR C.C. 000000020525312
DIRECTOR EJECUTIVO SUPLENTE
CEPEDA HERNANDEZ MARTHA LUCIA C.C. 000000052089622

LA INFORMACION QUE FIGURA EN BLANCO DENTRO DEL REPORTE, CORRESPCNDE A INFORMACION MO REPORTADA POR LA EMPRESA

G S

2 de 4



&S AMARA

Por nuesira socledad

CERTIFICA;

FACULTADES DEL REPRESENTANTE LEGAL: DENTRO DE LAS ATRIBUCIONES DE
L DIRECTOR EJECUTIVO SE ENTIENDEN INCORPORADOS TODAS LAS
OPERACIONES Y ACTOS CONEXOS CON LOS5 INDICADOS EN LOS ARTICULOS
ANTERIORES , © ACCESORIOS A ELLOS, COMO LO SIGUIENTE: 1. DIRIGIR
LA CORPORACION DE CONFORMIDAD CON LO DISPUESTO POR LA ASAMBLEA,
EL CONSEJO DIRECTIVO Y LOS PRESENTES ESTATUTCS. s CoMO
REPRESENTANTE LEGAL DE LA CORPORACION Y EN DESARROLLO DE LAS
FACULTADES QUE LE OTORGUE LOS PRESENTES ESTATUTOS, CELEBRAR Y
SUSCRIBIR LOS ACTOS O CONTRATOS QUE PARA EL CUMPLIMIENTO DE SUS
OBJETIVOS DEBAN CUMPLIRSE. 3. NOMBRAR Y REMOVER LIBREMENTE A LOS
APODERADOS, EMPLEADOS, TRABAJADORES, CONSULTORES Y ASESORES AL
SERVICIO DE LA CORPORACION Y CELEBRA PARA TAL EFECTO LOS
CONTRATOS CORRESPONDIENTE. 4. CELEBRAR ¥ PRESENTAR PARA
APROBACION DEL CONSEJO DIRECTIVO LOS PLANES, PROGRAMAS Y
PROYECTOS QUE HA DE EJECUTAR LA CORPORACION ANUALMENTE. 5.
ELABORAR Y PRESENTAR PARA APROBACION DEL CONSEJO DIRECTIVO LOS
PRESUPUESTOS ANUALES DE RENTA Y GASTOS. 6. PRESENTAR AL CONSEJO
DIRECTIVO, AL FINAL DE CADA ANO, UN BALANCE DE CUENTAS A 31 DE
DICIEMBRE DE CRDA ANO. 7. PRESENTAR AL FINAL DE CADA AN O AL
CONSEJC DIRECTIVC UN INFORME GENERAL DE Las ACTIVIDADES
DESARROLLADAS, ECONOMICAS Y CIENTIFICAS, EL LA CUAL SERA
PRESENTADO LUEGO A LA ASAMBLEA. 8. ADELANTAR TODAS LAS GESTIONES
QUE SEAN NECESARIAS PARA OBTENER RECURSOS PARA LA CORPORACION. 9.
DELEGAR TEMPORALMENTE EN APODERADOS GENERALES O ESPECIALES Y EN
LOS EMPLEADCS Y TRABAJADORES AL SERVICIO DE LA CORPORACION, UNA O
ALGUNAS DE LAS FUNCIONES QUE SEAN DE SU CARGO. LAS DELEGACIONES
PERMANENTES REQUERIRAN EL VISTO BUENC DEL CONSEJO DIRECTIVO. 10.
CONVOCAR AL CONSEJO DIRECTIVC Y A LA ASAMBLEA EN LOS TERMINOS
REVISTOS EN LOS PRESENTES ESTATUTOS Y CUANDO LO EXIJAN LAS
NECESIDADES O CONVENIENCIAS DE LA CORPORACION. 11. ASISTIR A
TODAS LAS REUNIONES DEL CONSEJO DIRECTIVO, EN LAS CUALES SO0OLO
TENDRA VOZ. 12. DIRIGIR TODAS LAS CAMP AN AS . Y ACTIVIDADES QUE
ORDENE U QORGANICE EL CONSEJO DIRECTIVO PARA EL DESARROLLO DE LOS
OBJETIVOS DE LA CORPORACION Y, EN GENERAL, SALVAGUARDAR SU
PATRIMONIO Y VELAR POR SU CRECIMIENTO. 13. CUMPLIR Y HACER
CUMPLIR TODAS LAS DECISIONES DE LA ASAMELEA Y DEL CONSEJO
DIRECTIVO. 14. CUMPLIR TODAS LAS OBLIGACIONES Y EJERCITAR TCDCS
1.0OS DERECHOS QUE CORRESPONDAN A LA CORPORACION SEGUN LAS LEYES Y
LOS ESTATUTOS.

** REVISORIA FISCAL **

QUE POR ACTA NO. 108 DE ASAMBLEA GENERAL DEL 27 DE ABRIL DE 2010,
INSCRITA EL 23 DE JULIO DE 2010 BAJO EL NUMERO 00176634 DEL LIBRO I DE

LAS ENTIDADES SIN ANIMO DE LUCRO, FUE (RON) NOMBRADO (S):

NOMERE IDENTIFICACION
REVISOR FISCAL
BARRETO GUTIERREZ JOSE DEL CARMEN c.C. 000000079661482

LA INFORMACION QUE FIGURA EN BLANCO DENTRO DEL REPORTE, CORRESPONDE A INFORMACION NG REPORTADA POR LA EMPRESA
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C DE COMERCIO DE BOGOTA
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Fin del Informe de Existencia y Representacidn Legal. Este informe no es un
certificado de existencia y representacién legal, y en consecuencia no sirve
como prueba de ningun efecto.

LA INFORMACION QUE FIGURA EM BLANCO DENTRO DEL REPORTE, CORRESPONDE A INFORMACION NO REPORTADA POR LA EMPRESA
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©CAVELIER
ABOGADOS

CESION DE DERECHOS DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

Los suscritos, MARIA MERCEDES ZAMBRANO EDER, SANDRA BAENA GARZON y GINA PILAR
LOPEZ RAMIREZ, mayores de edad, identificados como aparece al pie de sus firmas, domiciliados en
Bogota, Colombia, declaramos bajo juramento ser inventores de la invencion: “ENZIMA ESTERASA
MODIFICADA ENANTIOSELECTIVA Y PROCESO PARA LA PRODUCCION DE LA MISMA” y
declaramos asi mismo que cedemos y transferimos, sin limitacion alguna, a favor de la PONTIFICIA
UNIVERSIDAD JAVERIANA, constituida y existente de conformidad con las leyes de la Republica de
Colombia y domiciliada en la Carrera 7a. No. 40-90, Bogotd, Colombia, NIT. 860013720-1, y
CORPORACION CORPOGEN, identificada con NIT. 8300096105, entidad sin animo de lucro, registrada
ante la Camara de Comercio de Bogota, con domicilio principal en la ciudad de Bogota D.C, todos los
derechos inherentes a dicha invencién y que las citadas instituciones quedan facultadas para solicitar en
su nombre la patente de invencion correspondiente en Colombia.

El presente documento se suscribe para ser presentado por la PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA y
CORPORACION CORPOGEN, como cotitulares, en el tramite de la solicitud de patente ante la
Superintendencia de Industria y Comercio.

Dado y firmado hoy 07 de abril de 2014 en Bogotd, Dado y firmado hoy 07 de abril de 2014 en
D.C. Bogota, D.C.

W “dorind C .

{llk ’/f o | '?CLUL_\_ ~ Q ﬂ:’,'l /C’L Q /;_})_f:f_':ﬁ-k__\:\
MARIA MERCEDES ZAMBRANOQ EDER
C.C. N°. 31.874.035

SANDRA BAENA GARZON
C.C. N°. 31.472.621

Dado y firmado hoy 07 de abril de 2014 en Bogota,
D.C.

@MB’[WQ)M <
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2 9
ar i
. . RECIBO DE CAJA No. 14 - 0045759
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Abril 30 de 2014 - 11:30:31
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS NI 860.041.367
*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAGO VR PAGO
RECIBO DE CA 999999999 45503 29/04/2014 21.000.00
RECIBO DE CA 999999999 45523 29/04/2014 106.000.00
RECIBO DE CA 99993995999 45538 29/04/2014 335.000.00
RECIBO DE CA 9999989999 45550 29/04/2014 515.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Vr.UNDITARIO Vr.CONCEPTO
1 50005-01-01 SOLICITUDES 2245 DTO 25% PCT SOLICITUD DE PATENTE 386.250.00 386.250.00
DE INVENCION $386.250.00

SON:/TRESCIENTOS OCHENTA Y SEIS MIL DOSCIENTOS CINCUENTA PESOS MONEDA CORRIENTE***

s

Fecha 2014-04-30 16:46'58 Dep. 2020 DIR NUEVASCR
Tra 2 PATENTES Eve 1 REGDEPCSITO
Act 411 PRESENTACION Fo1ios}?’}2/

oo 284 3 fol ~0od )

e

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5y 10 Bogota, D.C.- Colombia
Web: www sic.gov.co e-mal Infoi@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-310165 Call Center: (571) 6513240

Abril 30 de 2014 - 11:30:33
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NIT : 800.176.089-2
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

RECIBO DE CAJA

No. 14 - 0045760

|

",

Bogota D.C., Abril 30 de 2014 - 11:30:31

RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

*** Soporte del Pago ***

TIPO PAGQO CUENTA Nao. PAGO EECHA PAGO VR PAGQ
RECIBO DE CA 8999999999 45503 29/04/2014 21.000.00
RECIBO DE CA 999999999 45523 29/04/2014 106.000.00
RECIBO DE CA 9998999989 45538 29/04/2014 335.000.00
RECIBO DE CA 999999999 45550 29/04/2014 515.000.00

CANT. RENTISTICO
18 50005-01-01 SOLICITUDES

*** Conceptos Pagados ***
CONCEPTO

1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA
ADICIONAL ALAS 10 INIC

Vr.UNDITARIO  Vr.CONCEPTO

31.000.00

589.000.00

SON: **d'BiNIEN OS OCHENTA Y NUEVE MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

.,

[
Responsable:
- - |

Recibo de Cajawal Expediente No.

$589.000.00

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

WA

Fecha' 2014-04-30 16:46 58
Tra. 2 PATENTES
Act. 411 PRESENTACION

IR

- -00000-0000

Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Eve 1 REGDEPOSITO

Fcl!os‘.}? ?-, 2.

Q) o 212t~ 2oL ~Ood~+

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colembla

Web: www.sic.gov.co e-mai: infof@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: {571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center; {571) 6513240

, Abril 30 de 2014 - 11:30:33

RE
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

Pt i DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION

(21) N° de solicitud:
22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais

(51) Int CI:

C12P 001/000

(71)Solicitante(s) CORPORACION CORPOGEN

Y PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA

(72) Inventor(es) ~ MARIA MERCEDES ZAMBRANO EDER

Y OTROS

(74) Apoderado: ~ LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(54) Titulo: ~ ENZIMA ESTERASA MODIFICADA ENANTIOSELECTIVA Y PROCESO PARA LA OBTENCION DE LA MISMA

Resumen:

La presente invencion se refiere a la obtencién de una enzima
lipalitica modificada que fue aislada, expresada y purificada a
partir de expresién heterologa. La secuencia del gen que
codifica para la enzima basal fue obtenida a partir de un
organismo termoaciddfilo de la familia de Acidobacteraceae.
Esta enzima basal que proviene de un organismo
termoaciddfilo, es capaz de hidrolizar sustratos lipidicos
(triacil-glicercles) unidos a acidos grasos de cadena media
(Cs-C10) como la tributiring, tricaprilina, entre otros. También
puede llevar a cabo otras reacciones inversas a la hidrolisis
como reacciones de sintesis. Por otro ladoe, esta enzima tiene
preferencia enantioselectiva sobre sustratos (S) de esteres de

profenos como ibuprofeno, naproxeno y otros.

La enzima basal lipolitica enantioselectiva fue modificada en
su extremo C-terminal para adicionar una cola de aminoacidos
histidina que le otorgan una mayor eficiencia en su proceso de

purificacion.

La invencion por lo tanto, se refiere a un método para producir
un polipéptido puro activo, el cual es denominado enzima
lipolitica 499EST obtenida a traves del hospedero E. coli BL
21 (DE3).
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

U

—_

: i Eve 1 REGDEPOSITC
PATENTE DE INVENCION [ WodElpiE o g.TaltEs “eponosy})?g/

Fecha 2014-04-30 16.46:58 Dep 2020 DIR NUEVASCR

L]

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de Identificacién del solicitante o de la persona que presenta Ia solicitud
Descripcién de la invencion

Dibujos de ser estos parﬁn_enfes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de dascuénto)
Completa - D : . Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT D MODELO DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

NiNEEEN

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espanol, tal como fue presentada Inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

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

Completa * D ‘Incompleta D

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

1 U 0]

Indicacion que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del solicitante o de |a persona que presenta la solicitud

.

Representacion grafica y fotografica de! Disefio industrial o muestra del material que incorpora el |

diseno

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

Completa D © Incompleta D

|
|
J

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

Indicacién que se solicita un esquema de trazado
Datos de-identificacién del solicitante o de la persbna gue presenta la solicitud:
Representacidn grafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa o ncompleta D

PI02-F08 (2009-11-18)



<210> 1
<211> 942
<212> DNA
<213> Aci di
<220>
<221>
<222>
<223>

sourc

cal dus

e

1..942
/ or gani sn=" Aci di cal dus"

LISTADO DE SECUENCIAS

/ not e="499Est Nucl e6ti dos"
/[ mol _type="unassi gned DNA"

<400> 1

atgccgettg
ccct at gaaa
ct cgccecgg
gggcccgecc
ctcgtctatt
tgccgcgaga
cct gagcaca
aaagaggccc
ggcggcaat ¢
gcctttcage
cgct gggcag
ct caccgacc
ct ccgecggcec
ggcgaggact
cccggceat ga
ctcggectca

<210> 2
<211> 313
<212> PRT
<213> Aci di
<220>

<223> Prote
<400> 2

Met
1
Ser

Pro Leu

Ay Arg

Leu Tyr Arg

35

Ala Au Va
50

Pro Thr

65

Leu

Arg
Val Tyr

H s Asp Va

Leu

at cgccacgce
cgct caccce
agccgccgcec
tacccacccg
t ccacggcgg
tcgccaaccg
aattccccgce
caagcct cgg
tcgct gcegt
tcctgatcta
agggct at ct
ccacccgcga
tgccgeccege
acgccgeccg
tccacggct t
t cgccgaacg

cal dus

ina

Asp Arg

Pro Pro
20
Adn Ala

Arg Asp

Leu Tyr

Phe Hi s
85
Cys

Tyr

Val
100
Asp

H s
Tyr
Arg
Leu
Arg
70
Ay
Arg

Arg

cgaggccgtc
ggccgaggceg
cgt ggcagag
cctctaccgg
gggct gggt g
ggccggcat ¢
cgccgt cgag
cttcgatccg
cgtctcecctg
tcccgecgacc
cct cacccge
gat cgccgat
cttcgtgctg
cctcgecegeg
cctcaccatg
cctgcgecgea

Ala Au

A u Thr

du Va
40
Ser Leu
55
Pro An

Ay Ay
Au lle

Leu Al a

ct cgagat ga
cgcggcett gt
gt gcgcgat ¢
ccgcagcagg
at cggcgat c
ggcgt gct ct
gacgccttcg
gcccggcet cg
ctcgccegeg
gat ct cggca
cccaccat gg
tggcgggat ct
accgccgaat
gccgggot ge
ggcaaggcga
gcact cgcct

Al a Val
10

Thr

Leu
Leu Pro
25
Leu

Ala Pro

Pro Hs Pro

Gn dy Ay
75
Val Ile
90

Asn

Trp

Al a
105
Pro

Arg

Gu Hs

tccgeccaat c
accgccaggce
tctcecctccc
gcggcgegcec
t cgaaaccca
ccatcgatta
ccgcgacgceg
ccgt gggegg
agcagggcgg
tgacccat cc
agt ggttccg
ctccgetccg
acgacccgct
cggt cgcgac
t cccggegge
ga

Au Met Ile

Ala Au Al a

30

Gu Pro Pro
45

Ala Gy

60

Al a

Pro

Pro Leu

Gy Asp Leu

Al a Ile
110
Pro

Gy

Lys Phe

gggacggccg
gcgcgaggt g
ccat cccgcec
gcttcccectc
tgacgtggtc
ccgcct cgcec
ctgggcggceg
ggacagcgcg
cccgtcgatt
ctcccat cag
cgcccattac
cgcccccgat
ggt cgat gag
ccatcgcgtg
gaacgaggcg

Arg @n
15
Arg Gy

Pro Va

Al a Leu
Leu
80
Thr

Pro

Au
95
Gy Vval

Ala Al a

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
942



Val

Ser
145
Ay
Ay
Ay
Thr
Thr
225
Leu
Leu
Val

Thr

Al a
305

Au
130
Leu
Ay
Pro
Met

Arg
210
Arg
Arg
Val

Pro
Met

290
Au

<210> 3
<211> 21

<212>
<213>

<220>

<221>

<222> 1.

<223>

115
Asp

Ay

Ser
Thr
195
Pro
Au
Ay
Asp
Val

275
Ay

Arg

DNA
Escherichi a col

source

.21

Al a
Phe
Leu
Ile
180
H s

Thr

Leu
Gu
260
Al a
Lys

Leu

Phe
Asp
Al a
165
Al a
Pro
Met
Al a
Pro
245
Ay
Thr
Al a

Arg

Al a
Pro
150
Al a
Phe
Ser
Au
Asp
230
Pro
Au
H s
Ile

Al a
310

/ note="1 N Cl ADOR"

/[ mol _type="unassi gned DNA"

<400> 3
catatgccgc ttgatcgcca ¢
<210> 4
<211> 25

<212>
<213>

<220>

<221>

<222> 1.

<223>

DNA
Escherichi a col

source

.25

/ note="1 Nl Cl ADCR"

/[ mol _type="unassi gned DNA"

<400> 4
aagcttggceg agtgctgcge gcagg

Al a
135
Al a
Val
Adn
H s
Trp
215
Trp
Al a
Asp
Arg
Pro

295
Al a

120
Thr

Arg
Val
Leu
Adn
200
Phe
Arg
Phe
Tyr
Val
280
Al a

Leu

[ organi sn="Escherichia coli'

[ organi snm="Escherichia coli

Arg

Leu

Leu
185
Arg
Arg
Val
Val
Al a
265
Pro

Al a

Al a

Trp
Al a
Leu
170
Ile

Trp

Al a

Leu
250
Al a

Ay

Al a
Val
155
Leu
Tyr
Al a
H s
Pro
235
Thr

Arg

Au

Al a
140
Gy
Al a
Pro
Au
Tyr
220
Leu

Al a

Leu

Al a
300

125
Lys

Ay
Arg
Al a
205
Leu
Arg
Gu
Al a
Hi s

285
Leu

Gu
Asp
Au
Thr
190
Tyr
Thr
Al a
Tyr
Al a
270
Gy

Ay

Al a
Ser
Adn
175
Asp
Leu
Asp
Pro
Asp
255
Al a
Phe

Leu

Pro
Al a
160
Ay
Leu
Leu
Pro
Asp
240
Pro

ay

Leu



