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PRODUCCION DE

POLIHIDROXIALCANOATOS A PARTIR DE JUGO Y MELADURA

1. CAMPO DE LA

CLARIFICADOS DE CANA DE AZUCAR.

INVENCION.

La presente in
poliésteres
particular, la

para obtener p¢

a partir de Alcaligenes Latus,

jugo vy

meladura

vencién se refiere a un proceso de produccidén de

biodegradables empleando microorganismos. En

invencién se encuentra relacionada con un proceso
blihidroxialcanoatos de tipo poli(3-hidroxibutirato)
empleando como fuente de carbono
de “de azucar. Los

clarificados cafia

polihidroxialcanoatos obtenidos a partir del proceso aqui descrito

pueden ser usa@os como sustitutos de los poliésteres sintéticos en

diferentes

farmacéutico, m

sectores,

|

incluyendo los sectores alimentario,

édico, agricola y otros.

2. ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

Los pléasticos

<&

ho

sintéticas vy
renovables com
degradacién de
tardar 500 afo
la disposicién
incineracién,

la

atmésfera,

las dioxinas,

estrategias son

En el estado d
medio

{(bioplasticos),

(Polihidroxialcanoatos).

sustituir los

P

genérando efect

ambiente

son materiales elaborados con resinas (polimeros)

e producen generalmente a partir de recursos no

0 el gas natural y el petrdleo. Sin embargo, la

los pléasticos sintéticos es muy lenta y puede

-

O o

Una de las estrategias que se ha utilizado para

de los plasticos derivados del petrdleo es la

ero la quema de plasticos es altamente contaminante
0s negativos tales como el incremento del CO, en la
liberacién de compuestos quimicos peligrosos como

el cloruro el <cianurco de hidrbégeno. Otras

y

la fotodegradacidén o el re-uso.

el reciclaje,

e la técnica se conocen plasticos amigables con el

tales como los plasticos bacterianos

entre los cuales estéan los PHAS

Estos polimeros son una alternativa para

plasticos sintéticos derivados del petrdleo porque

son biodegradaAles y se producen a partir de recursos renovables.

Sin embargo, 1

a mayor

|
| . . . ..
‘ desventaja para la comercializacién de los

PHAS es su elevado costo de produccidn, debido especialmente a los

altos precios

de 1las materias primas como, por ejemplo, las




|
|
I
!
|
fuentes de carbo?o 0 energia para el crecimiento de los

microorganismos, que los hacen poco competitives comparados con
los plasticos petroguimicos (Chen, 2009)%.

.

Los PHAs son poliésteres biocompatibles (es decir, gque no causan

|

efectos téxicos) naturales, renovables, biodegradables

(Verlinden, et al., 2011)%, los cuales son producidos por bacterias

. —~

Gram positivas y anm negativas, tales como E. Coli, Azotobacter
chroococcum, Bacillbs megaterium, Alcaligenes latus, entre otras.
Bajo condiciones #e estrés microbiano los PHAs se acumulan
intracelularmente er la forma de granulos de reserva (Solaiman, et
al., 2006)°. Al comp?rar las bacterias capaces de reservar PHAs con
las que no producen{PHAs, se ha demostrado que las bacterias que
contienen reserva dé PHA son capaces de sobrevivir y soportar méas
tiempo las condiciobes adversas del medio, antes de iniciar su
proceso de 1lisis c%lular (Chee, et al., 2010)*. Los PHAs son

polimeros de écido% hidroxialcanoicos (Figura 1), que algunas

I

bacterias, arqueas y microalgas acumulan intracelularmente como
|

material de reserva, para usarlo posteriormente como fuente de

carbono y energia (Kﬁanna and Srivastava, 2005).
|

X i

T O—CH— (CH)n»—C
|
|

Acido hidro?ialcanéico, mondémero constitutivo de los PHAs

n
|

i
Los PHAs se dividen bn tres grandes clases, de acuerdo al tamafio

|

de monémeros asi (Madison and Huisman, 1999)°:
|
i

|

\
|

|
|
|

'Chen, James C. Manual Del azﬁcar de Cafila, Noriega Editores, 1991.

\
2 Verlinden, R. A., D. J. Hill} M. A. Kenward, C. D. Williams, Z. Piotrowska-Seget, and I.
K. Radecka. 'Production of Pollyhydroxyalkanoates from Waste Frying Oil by Cupriavidus

Necator', AMB Express Vol. 1, No. 1, 11, 2011.

3Solaiman, D., R. Asbhy, T. Foblia, and W. Marmer. 'Conversion of Agricultural Feedstock and

Coproducts into Polyhydroxyalkanoates', Applied Microbiology & Biotechnology Vol. 7,
No. 6, 783-789, 2006. |

4Chee, J., S. Yoga, N. Lau, S.‘Ling, M. Raeid, M. Abed, and K. Sudesh. 'Bacterially Produced
Polyhydroxyalkanoate (Bha): Converting Renewable Resource into Bioplastics', Current
Research, Technology and Education Topics in Applied Microbiology and Biotechnology,
1395-1404, 2010. {

*Madison, L. L., and G. W. Huisman. ‘Metabolic Engineering of Poly(3-Hydroxyalkanoates):
From Dna to Plastic’', M%crobiol Mol Biol Rev Vol. 63, No. 1, 21-53, 1999.



1. Los PHAs de cadena corta que contienen hasta cinco 4atomos de
carbono en su c%dena principal, por sus siglas en ingles se

L . v .
denominan PHAgq KHldroxyac1ds of Schort-Chain-Length);

|
2. Los PHAs de ca#ena media que contienen de 6-14 A4tomos de

carbono en su cadena principal, por sus siglas en ingles se
J
|

l

3. Los PHAs de cad%na larga, con mds de 14 4dtomos de carbono en

les conoce como PHRy, (Hidroxyacids of Medium-Chain-Length):;

su cadena principal, por sus siglas en ingles se les conoce

como PHAmL(hidrbxyacids of Long-Chain-Length).
J

!
|
|
Estas diferencias se deben principalmente a la especificidad por
|
el sustrato de la enzima PHA sintasa, la cual puede aceptar 3HAs
de un cierto rango fde longitud de carbono (Anderson and Dawes,
|
1990)%. La PHA sint#sa de Alcaligenes eutrophus puede polimerizar
1
3HAs de 3 a 5 atomos!de carbono (Sharma, 2012)°.
r
|
!
El poli-pf-hidroxibutirato (PHB) es uno de los PHAs mas abundantes,
|

y el méas estudiado|/ (Berlanga, et al., 2006)% (Cetin, et al.,
2006)°. Es un poliés#er de almacenaje que se produce como cuerpo de
inclusién insoluble; en el citoplasma. Las propiedades fisicas vy
quimicas del PHB Eon similares a las del polipropileno, sin
embargo, otros PHAs;pueden tener subunidades de P-hidroxidcidos de
cadena larga, ordeqado de Cs a Cyp. La adicidén de un porcentaje
pequeric de subunidédes laterales de cadena larga dentro del PHB
causa un increment# en la flexibilidad de estos copolimeros y en
consecuencia, dich% polimero puede sustituir la mayoria de los

termoplasticos (Page, et al., 1992)1°,

¢ Anderson, A.J., and E.A. .Dawes. 'Occurrence, Metabolism, Metabolic Role, and industrial
Uses of BacteriallPolyhydroxyalkanoates.', Microbiol Rev Vol. 54, No. 4, 450-472,
1990.
Wang, B., R. R. Sharma—shivappa, J. W. Olson, and S. A. Khan. 'Upstream Process
Optimization of Polyhydroxybutyrate (Phb) by Alcaligenes Latus Using Two-Stage Batch and
Fed-Batch Fermentation Stfategies', Bioprocess Biosyst Eng Vol. 35, No. 9, 1591-602, 2012
8 Berlanga, M., M. Montero, J. Herndndez, and R. Guerrero. 'Rapid Spectrofluorometric
Screening of Poﬂy—Hydroxyalkanoate Producing Bacteria from Microbial Mats',
International Micfobiology Vol. 9, 95-102, 2006.
® Cetin, D., U. Gilindiz, I. Eroglu, M. Yicel, and L. Tirker. 'Poly-B-Hydroxybutyrate
Accumulation and Releasiny by Hydrogen Producing Bacteria, Rhodobacter Sphaeroides 0.U.001.
A Transmission Electron MFcroscopic Study', African Journal Biotechnology Vol. 5, No. 22,

2006
10

7

Page, w.J., J. Ma?chak, and R. Brent. 'Formation of Poly(B-Hydrobutyrate-Co
Hydroxyvalerate) Py Azotobacter Vinelandii Uwd.', Applied Microbiology Biotechnology

Vol. 48, 88-93, 1992.
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|
Los granulos de PHA son producidos intracelularmente por més de
300 bacterias difeféntes incluyendo Eubacterias y Archeas, sin
embargo solamente unas pocas bacterias han sido empleadas para 1la

biosintesis de PHAs. Estas incluyen Alcaligenes latus, Bacillus
megaterium, Cupri;vidus necator \Y% Pseudomonas eleovorans,
Azotobacter vinelan&ii, E. colil recombinante (Chee, et al., 2010)
y Cupriavidus nec%tor antes denominado Ralstonia eutropha. En
particular, Ralstokia eutropha Jjunto con Alcaligenes latus
producen un PHA de |cadena corta como el P(3HBco3HV) (Brigham, et
al., 2011, Pseudo@onas putida y Pseudononas mendocina sintetizan
el poli (3—hidroxﬁhexanoato—co—3 hidroxioctanocato) un PHA de
cadena media (Brighﬁm et al., 2010) y Cupriavidus necator produce
el polihidroxibutir@to (PHB) el cual es un PHA de cadena larga
(Akaraonye, et al.L‘ 2010)'%2. Estas bacterias productoras de PHA
usan estos polime%os como material de reserva que puede ser
utilizado posterioFmente, bajo condiciones de limitacidén de
nutrientes, para mﬁntener su metabolismo (Lee, et al., 1999)1°. En
términos generales, entre  los diversos microorganismos
extensamente estud%ados, la produccidén microbiana de PHB se ha

llevado a cabo principalmente por la bacteria R. eutropha y A.

latus (Grothe et al}.', 2000)*.
|

El microorganismo Je eleccidn para la produccidén industrial de PHA
varia en funcién dé varios factores, los cuales pueden incluir la
capacidad de la céﬂula para utilizar una fuente de carbono de bajo
costo (residuos agEicolas y subproductos industriales), el costo
del medio, la ta%a de crecimiento, la tasa de sintesis del

polimero, la calidad y cantidad de los PHA, y el costo de los

procesos posteriores (Chakraborty, et al., 2012)%.

|
L

1
n Brigham, C., K. Kurosawq, C. Rha, and A. Sinskey. 'Bacterial Carbon Storage to Added

Products. ', Microbial & EBiochemical Technology Vol. 83, 2011.
12Akaraonye, E., T. Keshavarz, and I. Roy. 'Production of Polyhydroxyalkanoates: The Future
Green Materials of Choice', Journal of Chemical Technology and Biotechnology Vol.

85, No. 6, 732-743, 2010.

Y Lee, S. Y., J. Choi, and:H. H. Wong. 'Recent Advances in Polyhydroxyalkanoate Production
by Bacterial FermeFtation: Mini-Review', Int J Biol Macromol Vol. 25, No. 1-3, 31-6,

1999.
¥ Grothe, E., and Y. Chisti. 'Poly (B-Hydroxybutyric Acid) Thermoplastic Production by
Alcaligenes Latus:‘Behavior of Fed-Batch Cultures ', Bioprocess Engineering Vol. 22,

441-449, 2000.

Chakraborty, P., K. Mithukumarappan, and W. Gibbons. 'Pha Productivity and Yield of
Ralstonia Eutropha When Intermittently or Continuously Fed a Mixture of Short Chain
Fatty Acids ', JOuLhal of Biomedicine and Biotechnology, 2012.

15

| | 1



|
Los PHAs han sido produ&idos a gran escala mediante cultivo puro
r

del microorganismo Cupriavidus necator en fermentacién Fed-batch
usando glucosa como fuénte de nutrientes mas sin embargo, los
costos de produccidén nOKSOn competitivos con los de los plésticos
derivados del petrdleo &Budde, et al., 2011)%®. Por lo tanto, para
reducir el costo de éroduccién de Dbiopolimeros tales como el
polihidroxibutirato P(%HB), se requiere el uso de fuentes de
carbono econdmicas y sﬁplementos nutricionales con estrategias de
alimentacién de sustratb (Sharifzadeh, et al., 2009)'.
."

Ahora bien, proceso% que emplean Dbacterias productoras de
polihidroxialcanoatos jpara la obtencién de dichos polimeros a
escala industrial, so#'mencionados en las patentes W02013072723 y
UsS8618245. En particuiar, en la solicitud de patente W02013072723
se divulga un §roceso para producir copolimeros de
hidroxialcancato en kl cual se emplea como fuente de carbono
materia prima que %ontiene sacarosa obtenida a partir de 1la
trahsformacién de la% materias primas vegetales orgénicas, tales
como jugo de frutas,smelaza de cafia de azucar, pulpa de remolacha,
melaza de remolacha %Zucarera, y similares. No obstante, en dichos
procesos se hace unfpre—tratamiento de la materia prima el cual
consiste en una hid%élisis dcida y térmica para lograr desdoblar
la molécula de saca%osa en glucosa y fructosa y el microorganismo
empleado es Ralst#nia eutropha, dque solamente consume los
monosacaridos gluco%a y fructosa y no puede consumir la sacarosa
directamente. Ade#és, la hidrélisis térmica o gquimica de los
materiales azucaradbs derivados de la cafla de azucar puede generar
unas sustancias de%ominadas furfurales los cuales junto con los
dcidos organicos éresentes en estas materias primas como &cido

|
lactico y acético pueden llevar a la inhibicidén parcial o total de

la bacteria emplea#a en la produccién de PHB.

!
!

Asimismo, la solicitud de patente U3S8618245 se refiere a un
!
proceso de obtencién de polimeros biodegradables a partir de un

residuo citrico r¢sultante del procesamiento de zumo de naranja y
!

16Budde, Cc. F., 8. L. Riédel, F. Hubner, S. Risch, M. K. Popovic, C. Rha, and A. J. Sinskey.
'Growth and Polyhydroxybutyrate Production by Ralstonia Eutropha in Emulsified Plant
0il Medium', Appl Microbiol Biotechnol Vol. 89, No. 5, 1611-9, 2011.

Sharifzadeh, B., G. ;Najafpour, H. Younesi, F. Tabandeh, and H. Eisazadeh. ' poly(3-

Hydroxybutyrate) Synthésis by Cupriavidus Necator Dsmz 545 Utilizing Various Carbon

17

Source. ', World Applieb‘Sciences Journals Vol. 7, No. 2, 157-161, 2009.

!
!

!

!

|
f
|
!
!
|



|
los polimeros obtenﬂdos son poliésteres clasificados como
polihidroxialcanocatos ﬁncluyendo, entre ellos, el poli (3-
hidroxibutirato) vy polﬁ. (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato).
Sin embargo, en el procéso aqul descrito es necesarioc realizar una
hidrélisis a los resﬁduosv citricos para lograr liberar los

. | . . .
azucares y permitir que el microorganismo los pueda consumir.

b
|

|
Asimismo, existen pat%ntes relacionadas con microorganismos
genéticamente deificado%’para aumentar la produccié4n de PHAs. En
particular, la solicituﬁv de patente No. W01999/14313, divulga
sistemas bioldgicos para} la produccién de polihidroxialcanoatos
empleando un gen gque codifica una 4-hidroxibutiril-Co transferasa
aislada e integrada en elﬂgenoma de bacterias. De esta manera, se
obtiene un procesc de préduccién mejoradc para 4HB-que contienen
polihidroxialcanoatos usa&do organismos transgénicos, incluyendo
tanto bacterias vy plantas.\lgualmente, la solicitud de patente No.

W02012166822A2 también sé refiere a un proceso que emplea
|

microorganismos genéticamente modificados para producir
|

polihidroxialcanoatos (PHAﬂ a partir de corrientes de materias

. l . .
primas a base de agua, que pueden ser suspensiones heterogéneas.

Ademds, la produccién de\_PHAs a partir de residuos de la
agricultura vy del procesaﬁiento de alimentos, es un enfoque
atractivo no solo por la di%minucién de los costos de producciédn
de los PHAs sino también par% el aprovechamiento de estos residuos

(Farah, et al., 2011). Actuélmente existe la opcidén de utilizar
|

poli (3 hidroxibutirato) (P (pHB), y poli (3-hidroxibutirato-co-3-

hidroxivalerato) (P (3HBc03Hﬁ)), PHAs producidos por fermentacién
|

(Gonzalez, et al., 2013)'". Bor esta razén en esta invencién se

i . .
usaron como sustratos algernatlvos, el Jjugo \ meladura

e ~ | .
clarificados de cafia de | azucar para la

| produccién de

i

polihidroxialcanoato (PHA) en |fermentaciones discontinuas (batch)

empleando la bacteria Alcaligeﬁés latus.

i
|

|
En la actualidad, la produ¢cién de Dbioplasticos ha venido
|

PR . . . .
presentando un aumento a an?l mundial por sus implicaciones
{

i
|
i

< . z | o < . .
18Gonzalez, Yolanda., Jesus. Cordova, O%fll. Gonzalez, and Juan. Meza. 'Sintesis y

Biodegradacién De Polihidroxialcanoatos% Plasticos De Origen Microbiano', Revista

i
Internacional de Contaminacidn Ambienta@ Vol. 29, 39, 2013.
i

i
i
|
i



positivas para el medio ambiente como sustituto de los pléasticos
convencionales. Las materﬁas primas gque en principio se han
utilizado como sustrato p%ra la produccién de los biopléasticos,
son azucares convencionales que presentan limitaciones por su alto
costo, por lo cual se conﬁempla como alternativa la produccidén de
estos por fermentacién !bacteriana, empleando sustratos méas

econdémicos que resultan de|actividades agroindustriales.
l
|

!
I

Ahora bien, si bien en ’el estado de técnica se han buscado
soluciones al problema tédnico planteado en la presente solicitud,
el cual es obtener PHA s %mpleando fuentes de carbono alternativas
que resulten de actividaqés agro industriales, en el arte previo
no se conoce un proce%o con el cual se obtenga PHA's vy

preferiblemente polihidroxibutiratos, empleando jugo y meladura
|

clarificados de caifia @e azucar resultantes de actividades

agroindustriales (derivadbs de la produccidn de cafia de azucar)

como fuente de carbono ;(materia prima) y en el cual no sea
\

necesario realizar un pre-tratamiento de la materia prima, es

. l . , s s .
decir, en el cual no sea lnecesario realizar una hidrdélisis acida y
|
, . l )
térmica para lograr desdoblar la molécula de sacarosa en glucosa y

fructosa. _ ;

!

€
En particular, es reyevante mencionar que ninguna de las
anterioridades sefialadas reporta resultados experimentales que
demuestren el efecto éue tiene emplear un Jjugo o meladura
clarificados especifico @ara la obtencién de polihidroxibutiratos
a partir de Alcaligenes [atus y/o ensefian o sugieren el método con
el cual son obtenidos; dichos polihidroxibutiratos. Por el
contrario, en la  presente solicitud se especifican las
caracteristicas del juéo y meladura clarificados que permiten
obtener polihidroxibutiéétos sin la necesidad de someterlas a
ninglin tipo de pre—tragamiento empleando la bacteria Algaligenes
latus. De tal manera qﬁe, la efectividad del proceso objeto de

proteccidédn para la prohuccién de polihidroxibutiratos ha podido
\

ser demostrada como se indicard mds adelante en los ejemplos.
|

|-

3. DESCRIPCION GENERAL DE LA INVENCION.
1
|

|
Segun los problemas que se han logrado identificar en el estado de

. ' | . . .
la técnica, la presente solicitud proporciona un proceso para la
|

!
|
!
|
]
|



|
\
produccidn de polihidroxialcanoato empleando la
|
|
a

Alcaligenes latus Jjunto con

de azucar comb fuente de carbono de las mismas, en el cual no es

. L . .
necesario rea%lzar una etapa de pre-tratamiento de la fuente de
I

carbono y que |presenta un buen rendimiento de conversién sustrato-

|

"~ producto. |

|
' ! . ., . . .
En particular,! la presente invencién se refiere a un procedimiento

de produccién ide polihidroxialcanocatos (PHA) a partir de jugo y
|

1
meladura clarjificados de <cafia de azicar que resulta del

|
procesamiento #e la cafla de azUcar.

|
|
El procedimienﬁo comprende las siguientes etapas:

|
|
|

1. Obtener jdgo y meladura clarificados de cafia de azlcar;

Preparar kl medio de cultivo para la produccién de PHA;
|

|
L
3. Realizar el procedimiento de cultivo (fermentacién);
l
\
|
4. Recuperar la biomasa celular;
|

|
5. Extraer el |PHA producido.
|

|
En el estado dé la técnica se conocen varios procesos para la

|
produccién de poﬂiésteres biodegradables empleandc microorganismos

y en particulaf bacterias que acumulan intracelularmente los
polihidroxialcan%atos como material de reserva.
|

No obstante, 1la !presente invencién ilustra un proceso novedoso
mediante el cuallse emplea como fuente de carbono de la bacteria
Algaligenes latusi,meladura y Jjugo clarificados de cafia de azucar,
con el fin de ob%ener polihidroxibutiratos gque puedan ser usados
como sustitutos 1de‘ los poliésteres sintéticos en diferentes

sectores, incluyendo los sectores alimentario, farmacéutico,
|

' z |
médico, agricola y otros.
i

|
1

Entre las ventaja% que ofrece la presente invencidn en relacidén al
estado de la técnilca se encuentran las siguientes: la obtencién de

polimeros biodegradables que se producen a partir de recursos
|
|
|
|
|
l 8
|
I
|

bacteria

jugo y meladura clarificados de cafia



|

|
renovablesﬁv la posibilidad de emplear como materias primas
productos ’derivados de 1la produccién de cafla de azucar, la
obtenciédn ‘ de polihidroxibutiratos empleando microorganismos
existentesJen la naturaleza sin modificacién genética alguna, la
no necesidad de emplear una etapa de pre-tratamiento para la
fuente de Farbono empleada para la bacteria Alcaligenes latus, vy
un alto re?dimiento de conversién sustrato-producto.

| ’ ’
4. DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION.
1

La presente invencidén se refiere a un proceso de produccidn de
| . \ \ ' . .,
PHA, a partir materias primas derivadas de la fabricacidn del

|
azlcar de ?@ﬁa.

4.1 Obtencién del Jugo clarificado y de la meladura clarificada

i

Para la obtencién del Jugo <clarificado y de 1la meladura

clarificad%, se siguen las siguientes etapas:

La caifa qu%‘llega del campo, es pesada y enviada a procesamiento a
escala indPstrial. Posteriormente, se pesa y se dispone en las
mesas de céﬁa, para ser llevada a un molino (Fulton, USA). Antes
de 1llegar ’al molino, 1la cafla se prepara en una desfibradora
(Dedini, B;asil) para facilitar la extraccidén del 3Jjugo. La cafia
preparada }llega al molino donde se extrae el Jjugo para la

posterior 41aboracién de azucar.

Seguidamentle, la cafla se muele en seis molinos de cuatro mazas

(Fulton, USA), accionados por motores eléctricos y variadores de
velocidad. }El jugo extraido en los molinos se pesa (Fletcher,
USA) . Postefiormente, el jugo es sometido a un proceso de blanqueo
el cual consiste en adicionar sulfito y luego cal para neutralizar
su acidez |y ayudar en la separacidén de los sbdlidos presentes.
Después de |adicionarle cal, el jugo se calienta para acelerar la

separacién ge los sbélidos no azucares.

Al Jjugo cdliente se le adiciona floculante y se envia a 1los
clarificadores, donde se logra la separacién de los sdélidos

disueltos, los cuales se precipitan formando un lodo conocido como

f

|
|



cachaza. E

brillante,

1 jugo sale de los clarificadores limpio

se le conoce como jugo clarificado.

que y

|
|
De otro lado, para obtener meladura clarificada (también conocida

como jarabe

65°Brix, ut

sale de los evaporadores se separan los sdlidos,

material mds claro y brillante mediante clarificacién,

meladura
posteriorme
inyecta air
en forma de
el material

clarificado

se

), el jugo clarificado se concentra desde 15°Brix hasta
@lizando un evaporador tipo Roberts. De la meladura que
para obtener un
donde 1la

mezcla con &cido fosférico, cal y floculante,

y
nte se envia al clarificador de meladura, donde se le
¢ en pequedias particulas que hacen flotar los sdélidos

espuma.

Para obtener la meladura clarificada, se toma

descrito y se mezcla con la cachaza que sale de los

res.

Los sustrat

os alternativos, jugo y meladura clarificados, fueron

analizados en cuanto a su contenido de macro y micronutrientes.

4.2 Obtenci

on de PHA a partir dé jugo y meladura clarificados de

cafia de azu

El proceso

clarificado

a.
b. Prepat
c. Realiz
d. Recup§
e. Extraé

de produccién de PHA a partir de un jugo y meladura

s de cafla de azucar, comprende las siguientes etapas:

Obténer jugo y meladura clarificados de cafia de azucar;

ar el medio de cultivo para la produccién de PHA;

ar el procedimiento de cultivo

t

(fermentacidn);

rar la biomasa celular;

r el PHA producido.
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Obtenciénlde las Preparacién de los Preparacién del pre
materias primas: sustratos: Jugo y inoculo: en un medio
Jugo y Me:ﬂadura | n—) Meladura ‘ de cultivo mineral de
clarificados clarificados sales y la bacteria A.
‘ latus
\
Extraccién; secado Regoleccién de la Preparacién.del
v caracterizacion bloyasa celular sustrato con jugo y
del polimero obtenida en los dos meladura clarlflcaéos
P sustratos por para la fermentacidén y
centrifugacién produccién del PHB

Para la préparacién del jugo y meladura clarificados de cafia de

azucar, se Pomaron muestras de meladura y Jjugo clarificado de la
fabrica de ézacar de Ingenio Providencia S.A. (Colombia). A estas

| ., . .y,
muestras se les realizd lJa determinacidén de los azucares

fermentable%'por medio de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC), se les determindé la concentracién de nitrdégeno por medio
del método! de amino-nitrbégenoc libre (ANL), obteniendo asi la
cantidad de|sulfato de amonio (fuente de nitrdégeno empleada) que
se debia adicionar a los medios de cultivo de jugo y meladura

clarificados de cafila de aztcar, para ajustar la relacién C/N en

28:1, el pH| de cada medio de cultivo fue ajustado entre 6,5 - 7
(Mettler Toledo, Suiza) con &cido clorhidrico 1IN o hidréxido de
sodio 1N.

Luego de l% adicién de 1la fuente de nitrdgeno, los medios de
cultivo se deben someter a un proceso de esterilizacidén con el fin
de eliminar todo tipo de microorganismos alli presentes. Esta

esterilizacibn se realiza a 121°C durante 15 minutos.

El medio de cultivo usado en el procedimiento biotecnolégico
descrito en| la presente invencién debe comprender un contenido

inicial de l|azucares fermentables de 20 g¢.l1'. Para efectuar el

procedimiento Dbiotecnoldégico, se pueden usar microorganismos

|

pertenecientes a diferentes (grupos taxondémicos: Azotobacter,
. . . P ,

mlcroorganlswbs metilotroficos, Alcaligenes, Pseudomonas,

Burkholderia ademas de Escherichia coli recombinante.

Preferentemente los microorganismos usados en la ©presente
invencién sg' seleccionan entre Alcaligenes latus, Pseudomonas
oleovorans, Azobacter vinelandii, Bacillus cereus, Burkholderia
sacchari vy Escherichia coli recombinante. Incluso mas
preferentemente, el procedimiento biotecnolédégico de la presente

invencidén se realiza mediante el uso de Alcaligenes latus.

11



!
Para que el érocedimiento biotecnoldédgico sea satisfactorio, tanto
en la produdcién de microorganismos como en la produccidén de
polimero, es |necesario un indéculo previo. El inbculo previo debe
ser ejecutadq preferentemente por medio de la propagacién del
microorganism# Alcaligenes latus en medio de cultivo que contenga
un medio minﬂral de sales (20 g.l! sacarosa, 1,4 g.1™! (NH4), SO,
1.5 g.1!  KHbPO,, 3.6 g.l17' Na,HPO,.12H,0, 0.2 g.l' MgSO,.7H,0 y 1
ml/1l de soluéién de elementos traza (TES) que contiene: Citrato
férrico (III) de amonio 60 g.l1™', CaCl,.2 H,0 10 g.l™", H3BO; 0.3 g.1°
1, CoCl,.6H20 ’0.2 g.1™, znS0,.7 H,0 0.1 g.17*, MnCl,.4 H,0 0.03 g.17%,
Na,Mo0, . 2H,0 0‘;03 g.1™*, Nis0,.7 H,0 0.02 g.l', CuS0,.5H,0 0.01 g.l"
!y. Este inéculo previo es mantenido en un agitador rotatorio a una
temperatura, &otacién y tiempo compatibles con el procedimiento.
Preferentemen%é, el primer indéculo previo es mantenido a 33°C bajo
agitacién de 200 rpm durante 48 h. Seguidamente, un 10% (100 ml)
del volumen final (1000 ml) que va a ser usado en el procedimiento
de cultivo es‘transferido desde el indéculo previo hasta el medio
de cultivo qu? se caracteriza por contener el jugo y la meladura
clarificados de cafia de aztcar ajustados a la concentracidén de
azucar fermentable descrito anteriormente y adicionando el sulfato

de amonio antes de la esterilizacién del medio de cultivo (fuente

de nitrdégeno de facil asimilaciédn para Alcaligenes latus) para el

crecimiento y 'la produccidén de PHA del microorganismo.

El procedimieéto biotecnoldgico para la produccidén de PHA de 1la

presente invencién se puede realizar por medio del procedimiento

v

. [ . .. .
del cultivo discontinuo o en un procedimiento de cultive de
alimentacién ‘discontinua. El procedimiento de la presente
invencién comppende la obtencidén de un crecimiento celular oéptimo

y a su vez de la produccidén de PHA. El procedimiento de cultivo

se realiza a uﬁa temperatura de 33°C y durante el procedimiento de

cultivo, el PH se sostiene entre 6.5 y 7.0 y el medio de cultivo

es agitado a una velocidad de 200 rem. La recuperacién del
polimero (PHA) se puede realizar ©por métodos diferentes
compatibles co£ el procedimiento de cultivo de la invencidén. Estos
métodos incluyLn la separacién del material celular que contiene
el polimero &eguido de un procedimiento de extraccién. La
separacién deli material se realiza al final de la fermentacidn
donde todo el Fedio de cultivo es llevado a centrifugacién a 6000

rpm por 20 miﬁMtos, el sobrenadante es usado para determinar los

12



andlisils fisicoquimicos del consumo de sustrato por HPLC y la
i

biomasa obtenida se lava con agua para retirar los residuos de las
sales del medio de cultivo. Posteriormente, se procede a realizar

la extraccién preparando una solucidén de 12.5 ml de hipoclorito de

sodio B80% (v/v) y 12.5 ml cloroformo y dicha solucién se mezcla
con 1 g de biomasa fresca y se centrifuga (Labnet Hermle Z 200 A,
Alemania) en tubos plasticos eppendorf de 50 ml durante 20 min a
3000 rém y se mantiene en bafio maria a 30°C (Memert, Alemania) por
90 min. A continuacién se centrifuga (Labnet Hermle 2 200 A,
Alemania) la mezcla durante 15 min a 4000 rpm. Como resultado de
lo anﬂerior, se observa la formacién de 3 fases: en 1la parte
superior se encuentra el hipoclorito, la fase del medio contiene
el resto de las células y la fase inferior es el PHB con el
clorof@rmo, la cual se toma con una pipeta cuidadosamente. Para la

separacién del cloroformo y el PHB, este ultimo se precipita

usando | metanol y agua en una relacidén de 7:3 (v/v) y se filtra.

Posteriormente, un una campana de extraccidén se coloca la mezcla y
se deﬂa durante 48 h, para volatilizar el exceso de disolvente
(metan&l). Finalmente, el pellet de PHB se pesa y se estima el

rendimiento de PHB por biomasa producida.

5. BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En la | figura 1 se muestra una comparacién de la produccidén de
biomasa seca (g.1™") en los sustratos alternativos (jugo y meladura

clarificados) durante el tiempo de fermentacién.

En el Jjugo cafia de azucar la mayor produccién de biomasa se

presentd en un tiempo de 30 horas de fermentacidén (1.50 g.1™") y en
|

la meladura clarificada la mayor produccidén se logrd a las 30

horas de fermentacién 1.42 gl™ (Fiéura 1).

Como se observa a continuacidédn en la tabla 1, el anédlisis

estadistico de las medias de minimos cuadrados entre los

tratamientos muestra que entre el sustrato jugo clarificado vy
meladura clarificada no hay diferencia estadisticamente

representativa (estadistico Pr > Jt| (0.9581> 0.1).
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Tabla 1. Resultado de las medias de minimos cuadros para los tratamientos jugo clarificado y

melladura clarificada en la produccién de biomasa seca (gl™h).

trat. _tfé;f'

ror’estandar DF | Valor t-| Pr > |t|

Jcia | mcra (| -0.06445 | 1.1896 [ 8.439| -0.05| 0.9581

En la figura 2 se muestran el de sustrato (azucar fermentable)
(g.1™") en los sustratos alternativos (jugo y meladura clarificados

de cafia de az{icar) durante el tiempo de fermentacién.

En dicha figura se observa que el consumo del sustrato jugo vy
meladura clarificados, el mayor porcentaje de consumo se presentd

a las 60 horas de fermentacidn con 62.4% y 70% respectivamente.

En la tabla 2 se muestra que no hay diferencia estadisticamente
significativar en el consumo del sustrato Jjugo y meladura

clarificados.

Tabla 2. Medias de minimos cuadros para los tratamientos jugo clarificado, meladura

clarificada y sustrato comercial en el consumo del sustrato (g.17h).

T S f B - .
Méhiés de minimos cuadrados por tratamiento

oot

Trat Esﬁﬁﬁéder'3Err9r“ésténda£; ’?iDF Valorjt; Pr > |t|
I | i : o

JCLA || - i5&3%79?-

'0.5183.[:8%047 | 29.65| <.0001

Mcra | 1670967 ¢ 0.5183 87047 | 29913 | <.0001

En la figura 3 se muestra el comportamiento del nitrdégeno en los
sustratos evaluados durante la fermentacidén. En esta figura se

observa que la fuente de nitrdégeno se consumié el 100% a las 54

horas en el| caldo meladura mientras que en el caldo jugo
clarificado se tuvo un consumo del ©96% a las 60 horas de
fermentacién.

En el analisis estadistico realizado para el consumo de nitrdégeno

se pudo evid%nciar que entre el jugo clarificado y la meladura

14



|
| . . Lo L :
?larificada no hay diferencia estadisticamente significativa (Pr >

Wt]) (<0.0001 < 0.0001) como se muestra en la tabla 3.

\
I
| Tabla 3. Medias de minimos cuadros para los tratamientos jugo clarificado y meladura
|

clarificada en el consumo del nitrégeno (ppm).
\

»Medias de minimos cuadrados por tratamientos |

 7}§Estimador‘%Erroi;éétéﬁdér DF | Valor t | Pr > |t

‘387879 | - 1.3683 | 22.88 | 28.35| <.0001

1:3683 | 22288 = 24.72 | <.0001

| McLa:

|
E¢ la figura 4 se muestra la curva patrdén de peso seco.
] .
\
Eﬁ la figura 5 se muestra el espectro de espectroscopia infrarroja

(ﬁT—IR) del polimero obtenido en el sustrato alternativo meladura

cﬂarificada.
|
|

|
En la figura 6 se muestra el espectro de espectroscopia
|

iqfrarroja (FT-IR) del polimero obtenido en el sustrato

aqternativo jugo clarificado.
|
| _

6. EJEMPLOS .

I
|

\ . . .
Se|-debe mencionar que la presente 1invencidn puede ser llevada a

ca$o por una persona medianamente versada en la materia, con base
enk‘sus conocimientos y de acuerdo con
présentan a continuacién.

|

los ejemplos gque se

!
Los siguientes ejemplos ilustran 1la presente invencién. Sin

embargo debe entenderse que éstos no son limitativos, de acuerdo
|
1

con el conocimiento de una persona medianamente versada en la
maqeria.

|

\
Abrkviaturas.

i

i

|
PHA% Polihidroxialcanoato

PHB%‘polihidroxibutirato

15



|
Yo/xt Rend#miento de biomasa
Yp/st Rendimiento de sustrato
Yy/st Rendimiento de biomasa sustrato
ATR—FTIR:'Espectroscopia infrarroja
sp/v: Poréentaje peso volumen
Ppm: Parteé por millén
DO: densi%@d bptica
DCW : pesokde biomasa seca
AF: Conce?tracién final de azucares fermentables
Sustratos‘ alternativos: Jugo y meladura de cafia de azucar
clarificado
1
|

. I I
Microorganismo y mantenimiento

Se utilizé_Alcaligenes latus obtenida de la American Type Culture

Collection como cultivo liofilizado. La cepa se reconstituyd y fue

preservadﬁ_en viales con caldo mineral de sales a -196°C. El banco

de trabaj? se realizdé manteniendo el cultivo en slant con medio

mineral de .sales a 4°C.

| .
EJEMPLO IJ‘ESPECIFICACIONES DEL JUGO Y MELADURA CLARIFICADOS.

|

t

Para la produccién de polihidroxibutirato empleando Algaligenes

latus, se‘ utiliza jugo clarificado de cafia de azGcar con las

especificaciones que se ilustran en la tabla 4.

Tabla 4. Cara(!:ﬁerizacién fisicoquimica del jugo y la meladura clarificada de cafla de azucar

\ Caracteristicas Meladura Jugo
’ Fisico-quimicas y | Clarificada | Clarificado
‘ Nutricionales
3 °Brix 61.301 14.94
{ Pureza (%) 86.043 . 86.4
| Azucar fermentable 58.018 13.54
l' (%)
| Acidez Volatil 1277 306
I (ppm) _
j Acidez Lactica 750 100
| (ppm)

pH 6.13 6.78
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i Amino nitrdégeno 383 45
’ libre (ANL) (ppm)
Macronutrientes N- Total 0.14 0.033
| P,0s 0.02 0.023
(%) | cao 0.51 0.41
| MgO 0.43 0.38
| K,0 0.44 0.37
| Na,0 0.07 0.07
; S 0.29 0.15
Micronutrientes B 10.19 14.72
(ppm) Cu 6.98 5.39
| Fe 88.08 105.5
| Mn 22.19 16.86
{ Zn 13.19 12.36
|

EJEMPLO 2. RENDIMIENTO DE BIOMASA Y RENDIMIENTO DE PRODUCTO
SUSTRATO.’l

Se realizgron fermentaciones aerébicas, tipo batch, (33°C, 200

rpm, pH =}6.5—7, por 60 horas), las cuales se ajustaron a 20-g.17*
de azﬁcar’fermentable y con una relacidén de carbono nitrégeno de
28.3/1. Sé usé relaciéon del 10 % v/v de inoculo con respecto al
sustrato.lEl sustrato alternativo presentd una buena concentracién
de magnesﬂo y de micro-nutrientes tales como Fe, B, Zn, Mg, Cu. El
rendimienﬂd de biomasa (Y,/x) obtenido en el jugo ciarificado y en
la meladpra clarificada fue de 1.27 g.1% y 1.33 g.17t
respectiv#mente). El rendimiento del producto sustrato (Y,) fue
0.10 g.l‘}1 y 0.11 g.l1' respectivamente. La produccién de
polihidroxﬁalcanoato (PHA) obtenida fue de 1.3 g.1' y 1.6 g.1™
respectiva@ente. La espectroscopia infrarroja indicé que el
polimero y obtenido en los sustratos evaluados fue

polihidroxﬁbutirato (PHB) .

[

EJEMPLO 3. ILUSTRACION DEL PROCEDIMIENTO DE PREPARACION DEL JUGO
CLARIFICADO.

El Jugo de cafia de azucar fue obtenido en un ingenio azucarero

colombiano a escala industrial. Se utilizd cafia de azlcar variedad

CC8592, 1la cual es una variedad resistente a las principales



enfermedades que atacan el cultivo de la cafia de azucar en el
valle geogr%fico del rio cauca, entre ellas el carbdn (Ustilago
scitaminea)ivla roya (Puccinia melanocephala) y el mosaico (ScMV).

Adicionalmente, produce un mayor tonelaje por hectdrea de caila
cosechada y, un mayor porcentaje de sacarosa que otras variedades
de cafla empleadas. La cafia se pesd (Fletcher, USA), para
facilitar lé extraccién del jugo y mejorar la eficiencia de la
misma se de$fibré~en una desfibradora (Dedini, Brasil), y se molid
en molinos Fe cuatro masas (molino Fulton, USA). El jugo extraido
en los mol;nos se pesd (Fletcher, USA) vy posteriormente se
neutralizé Lon cal (pH 6.5 +/- 0.5) para ayudar en la separacidn
de 1los sélidos. El jugo se calenté a 105°C, para acelerar la
separacidn ﬁe los sdélidos no azucares. El jugo limpic y brillante,

libre de sedimento fue utilizado.

|

El Jjugo de «cafia se caracterizd en cuanto a macronutrientes
(Nitrdégeno, lSodio, Potasio, Magnesio) y micronutrientes (Hierro,

Boro, Zinc, |Manganeso, Cobre). Las muestras de jugo clarificado se

sometieron ﬁ digestién acida empleando una solucién 500 ml de HNO®
y 250 ml der HCLO, en proporcidén 2:1. Posteriormente, las muestras
se agitaron-gon plancha agitadora (Biicci, Suiza) a 360°C durante
28 min vy l? muestra se filtré en tefldn y se aford con agua
destilada %‘ 50 ml. Los macronutrientes se determinaron por
absorcién atdémica (ROAC 985.35) en un equipo de absorcién atdmica

(Perkin Eler, modelo 2380, USA) y la determinacién del fésforo se

realizé por 'colorimetria visible (AOAC 995.11). Los resultados se
expresaron %n porcentaje peso/volumen (%p/v) para macronutrientes
y en partes por millén para los micronutrientes (ppm).

Para formulJr el sustrato; el jugo de cafia fue ajustado a 20 (g.l”
Ly de azﬁcaJ‘fermentable, y como fuente de nitrdégeno, se adiciond
sulfato de amonio para mantener una relacién carbono: nitrégeno de
28.3/1 (C:N 58.3/1). El sustrato fue ajustado a pH 6.5 +/- 0.5 con

|
NaOH 2N/HC1 2N.

|
Como sustratk comercial (sustrato control) se utilizdé el sustrato
mineral de ‘sales, el cual se compone (g.l{) de: sacarosa 20,
(NH4),50, 1.4, KH,PO, 1.5, Na,HPO,.12H,0 3.6, MgSO,.7H,0 0.2 vy
solucidén de elementos traza (TES)1 ml/L. La solucidén de elementos

traza (TES) Ee compone de (g.l7'): Citrato férrico (III) de amonio

|
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60, CaClj.2 H,0 10, H;BO; 0.3, CoCl,.6H20 0.2, 2ZnSO,.7 H0 0.1,
MnC12.4 HQO 0.03, Na2MoO4.2HZO 0.03, NlSO4.7 H,O 0.02, CUSO4.5H20
I

0.01. El ipH del medio fue ajustado a 6.5 +/- 0.5 con NaOH 2N/HCL
{
|

2N. |

[ .
EJEMPLO 4. PREPARACION DEL INOCULO

|
|
|
|

Se utiliz%ron 800 ml de caldo mineral de sales,

los cuales se
|
prepararon en Erlenmeyer de 2000 ml. El caldo fue sembrado bajo

|
condiciones de esterilidad con cuatro slant de Alcaligenes latus.
P

El erlenméyer se incubdé bajo condiciones aerobias en un shaker
|

rotatorio E(Innova 44, USA) con temperatura de 33°C, 200

durante 4% h y posteriormente fue usado como inoculo de las

rpm

fermentacidnes del jugo de cafia de azlcar y del medio mineral de
sales. t

EJEMPLO 5. FERMENTACION

!
|

Se realizarion 6 fermentaciones batch en Erlenmeyer de 2000 ml, con
volumen ef%btivo de trabajo de 1000 ml (3 fermentaciones por
sustrato) . @os Erlenmeyer permanecieron agitados a 200 rpm en el
Shaker (Inﬁova 44, USA) por 60 horas a 33°C. El pH de las
fermentacioﬁés se controldé a pH 6.5 - 7 con NaOH de 2N. Los medios
de fermenta@ién fueron sembrados con el inoculo de Alcaligenes

i . . .
latus (descglto arriba), manteniendo una relacién del 10% v/v con

1
respecto alﬂvolumen del sustrato.
|

]
|
De cada sus%;ato, a las 0, 6,12, 18, 24, 30, 36, 42, 48, 54 y 60
horas de fer@entacién se tomaron asépticamente 30 mL de fermentado
I
con el fin |de medir parémetros cinéticos de fermentacidén, (el

|
tiempo O cFrrespondié a las condiciones iniciales de cada
sustrato). |

|
I
l
A continuacilén se adjuntan los resultados y sus respectivos

analisis estadisticos:

|
I
1
i
|
|
|
|
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‘ Tabla 5. Andlisis estadistico

[ } T Grouping for trat*tiempo
| - =Least Squares:Means Slice
| _ - & & (Alpha=0.05)

| " “arenot significantly-different.

Slice”" - | tiempo'| Estimate

trat JCLA|.30 7| *~ 1.4970

|
I
‘
| trat JCLA' |
|
|

A

v 1A

trat JCLA'|'36.. | = 13933 |:A

trat JCLA A
‘tratJCLA | 24 | 13113 | A

| “trat JCLA s A
| |tratJyCLA | a8 1.2350 | A
‘trat JCLA | - A

. . trat JCLA | 54 11930 | A
trat JCLA } L LA

|- trat JCL'A |42 " 11570 | A
trat JCLA: |+ A

R -trat JCLA |°60~ - 1.1490 |.A
trat JCLA'| ¢ R

| ‘trat JCLA || 18 - 0.9337 |'A
] trat JCLA || S
| tratJCLA | 12 . | - 0.7687 | A
| trat JCLA | ’ A
| trat JCLA [i0 " 011273 |FA,

Andlisis egtadistico de la Dbiomasa ébtenida en la meladura

. clarificada:
|, Tabla 6. Anadlisis estadistico

| - Agrupacién T pa;):;é." trat*tiempo

| . 'Minimos cuadrados de muestra

| . (Alpha=0.05)

| ‘Muestra: < | tiempo- Est:Lmado

‘trat MCLA |30 | .. 1.5054| A
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ngrupac1’n T para trat*tlempo

(Alpha—O 05) ......

Mlnlmoswcuadrados de- muestra

Muégffé%?>5§iemp6 ‘Estimado

trat MCIA | 48 | 1.4443) 2

‘trat.mcia |60 | 1.3780 | A

vtrat MCLA ?36, ,'/w”l‘3l71;”

trat MCIA |24 | 1.2734|a

,trat'MCPA,if % ) TKL“ A

‘trat MCLA |54 . | 1.2368:

trat MCLA‘“

trat McLa |42, | 1.0869 |

ftréEfMCLA»§

‘trat Mcra |18° © .. 1.0853 |-

i

‘trat MCLA | 12 09159,

“trat;MCLA" |

tratiMcIA | 0 0.1142
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i Tabla 7. Andlisis estadistico

|
EJEMPLO 6. DETERMINACION DE PARAMETROS CINETICOS

Se determind la concentracidén de biomasa (X),

|

|
1
|
|
|

1
1
1

tr%iit*tiempoMé‘dias‘d‘e minimos cuadradQs
trat 7tievmpo 2 E’Estimador% sError estandar ’ DF ' Valort | Pr>|t]
JCLA |0 i 01273 1.0018 | 1451} 0.13 | 0.9006
JCLA | 6 i 0.09400°|"+ 1.0018 | 14.51 0.09 | 0.9265
JCLA | 12 i\ 0.7687 1.0018 | 1451 | = 0.77 | 0.4552
JCLA | 18 F 0.9337 1.0018'|%14 51 0.93 | 0.3666
JCLA | 24 ' 13113) . 100181451 | 131] 02100
JCLA | 30 \E 1:4970 | & 1.0018 | 14.51 "1.49:(°0.1565
JcLA | 36 |} 13933]  10018|1451| 139]:0.1853
JCLA | 42 H 11570 1.0018| 14.51 1.15 | 0.2668
JCLA | 48 H 1.2350 || 1.0018°| 14:51:|" 1.23 || 0.2373
JCLA | 54 *“ 119303 1.0018 | 1451 |- 1.19| 0.2528
JCLA | 60 1 11490 1.0018 | 1451 | -~ 1.157 0.2700
MCLA | 0 i 01142 1.0010 [ 1454 | 0.11|'0.9107
MCLA | 6 t} 02105 1.0008 | 14.53 | 0.21 | 0.8363
MCLA | 12 |l 0.9159 1.0005 | 1452 | ~ 0.92| 0.3750°
MCLA | 18 |} 1.0853 | - 1.0002 [*14%61 |~ 1.09 | 0.2956
MCLA | 24 “ 1.2734 - 0.9999 |'14149-| + 1:27 | 0.2229
MCLA | 30 “ 150545 % . 0.0994 | 14.45 | 1.51.0.1535
MCLA | 36 \b131771) o o 09988 | 144 | - 1.32] 02077
MCLA | 42 110869 099801433 1.090] 02041
MCLA | 48 |/ 14443 “"10355| 1632 139| 01818
MCLA | 54 112368 | 0.9980 [ 14:33| 1.24| 0.2352
MCLA | 60 |11.3780 090988 | 144| 1.38| 01887

consumo de sustrato

(fuente de carbono), consumo de nitrégeno, rendimiento de biomasa
1

sustrato (Yys), rendi'imiento producto sustrato (Y,,s), rendimiento

1

producto biomasa (Yor)yp ¥ productividad de PHB.

La concentracién de biomasa se determiné mediante la realizacién

previa de una curva de calibracidén densidad oéptica (DO) contra el

peso de biomasa seca I‘.(DCW) reemplazando el valor de la densidad

1
6ptica en la ecuacidén de la curva descrita en la figura 4.

|
1
L
I
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Para realizar @a curva de calibracién se realizd un cultivo de A.
latus. Se inoéularon 400 ml de caldo mineral de sales con dos
slant de A. la%us, gque se incubaron a 33°C (Binder, USA) durante
48 horas a 20b rpm en un Shaker rotatorio (Innova 44, USA).
Finalizado el éiempo de crecimiento, se repartieron 90 ml de la
suspensién celuiér en 9 tubos de ensayo de vidrio con peso inicial
conocido. Los t#bos de vidrio con los 10 ml de suspensidén celular
fueron llevadosag un horno (Binder, USA) a temperatura de 105°C
hasta peso const?nte (es decir hasta que el cuarto decimal cambie

+/-0.0001 gramoﬁ) durante un 1lapso de tiempo entre 24-27 horas.

. AR . c
Cumplido el tiempo se enfriaron en un desecador con vacio durante
i
1 hora. |

Posteriormente sdﬁpesaron en balanza analitica (Mettler Toledo xs-
204, UsSA) los ﬁubos de vidrio. Se promediaron los valores
n

obtenidos de los! 8 tubos y se obtuvo la concentracién del peso

seco de biomasa eﬁ el cultivo inicial (g/10mlL).

Con el cultivo re%tante se prepararon diluciones en agua destilada
estéril (1/5, 1/%, /7, 1/9, 1/15, 1/20, 1/30) y se midié la
absorbancia de cada dilucién a 600 nm (Espectronic genesys 2PC,

USA), tomando comé blanco agua destilada. Con los resultados se

construyé la curvia patrén mostrada en la figura 4 donde se
1

correlacioné la aﬁsorbancia y los gramos por litro (g.l1™) de

biomasa seca.

El consumo de sus#rato (fuente de carbono) se calculd con la

C 2 \ . C .
ecuacidén (1) que se muestra a continuacidén, a partir de datos de
concentracién de azlUcares fermentables, tomados en cada uno de los
!

tiempos arriba nomblrados. La concentracién de azicares se midid

por HPLC (Shimadzu,ﬂUSA, bomba LC 10ADvp, detector de indice de
refracciédn RID10A, Econtrolador SCL10Avp, automuestreador SILC

10AF, con software ZStar y una columna Hi-Plex Ca, 300 x 7.7 mm

|
acoplada a una pre ?olumna de yoyo con inserto WAT015209 (Sugar-

Pak), USA). Llas condiciones de operacidén fueron: temperatura de la
columna: 75°C, fase Emévil: agua de osmosis inversa desionizada
(desionizador Simpli#ity, USA), flujo de 1la fase moévil: 0.6
ml/min, volumen de in&eccién de muestras y estandares: 10 pL. Las
muestras fueron filt%adas (filtros millipore DURAPORE EM PVDF,

0.22 pM de poro, 47 mﬁ de didmetro) y el filtrado fue inyectado en

|
1
!
I
|
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un equipo HPLC.%Los estandares de calibracidén con concentraciones
de sacarosa de q.09, 0.1, 0.11 g.l*, concentraciones de glucosa y

fructosa de 0.00%,0.0l, 0.011 g.l17! fueron preparados en agua grado
HPLC. !

(
|

J
El consumo de nitrdégeno se calculd como aminonitrdégeno libre en

ppm, con la ecu%cién 2. La concentracidén de amonio se determind
semicuantitativaﬁ@nte mediante la prueba de amonio (NH,"), el cual
es un método col?rimétrico donde los iones de amonio forman con el
reactivo Nebler un compuesto pardo-amarillo. Se compard la zona de
reaccién de la ytira de ensayo con las zonas de una escala
colorimétrica (1#430—60—100—200—400 mg/l de NH,”). La determinacién
del consumo nitrégeno se realizé por el Test de amonio, tomando 5
ml del caldo minéral de sales, caldo jugo clarificado y caldo de
meladura clarifi%ada, adicionando 5 ml de agua destilada y 10
gotas del react%vo NH,-1, manteniendo el frasco verticalmente
durante la adicién del reactivo (las gotas del reactivo se deben
afladir y agitar p%f balanceo).

|

|

Los Yyssr Yprs ¥ I;L} se determinaron mediante las ecuaciones 3, 4 y
\ .

5 respectivamentel' Veamos:
\

|
c erasg  AFr100
onsUMo sustreto = ALFLO (gfi—l) Y% (1)
| .
|

Donde, AF: Concengracién final de azucares fermentables (gl*), AFy:

Concentracién ini%ial de azucares fermentables (g.l‘ﬂ (Serna et

al., 2010). l
|
l .

AMN (#) — ml NaOH {Qfl Nrequeridos en la fitulacion = 1.4 « 1000

| 100 m! de muestra tomada (2)
|
La relacidn bésica usada para los cdlculos es 1ml de NaCH 0.1 N =

l.4mg de nitrégenp.
|

Y X-X0 |
s So-8§ g.g-1 % (3)
Yp P i
s So-5 g.9-1 | (4)
|
vP/. = g1
fo=g5 xee1 (5)
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Donde: S ks la concentracidén de azlUcares fermentables en (g.1h) en
cada tieﬁpo de fermentacidén, Sy: es la concentracidédn inicial de
azucares &eductores, X: Concentracién final de biomasa (g.17%), Xo:
concentra%ién inicial de biomasa (g.1™'), S,: concentracién inicial
de azﬁcaies fermentables (g.lﬂ), S: concentraciétn final de

|
azucares Fermentables (g.1™Y), P: concentracién final de PHA (g.l1~

|

l). \

|

|

1

La produétividad volumétrica se calculd asi: Gramos PHB
|

producidos por litro por hora de tiempo de cultivo (g.17'.h™).

|

B |
EJEMPLO 7.| EXTRACCION Y CUANTIFICACION DEL PHB

1

|.

|

La extracchén y cuantificacién del PHB se realizdé de la siguiente
|

manera: ‘I

|
Se preparéﬂUna mezcla de 12.5 ml de hipoclorito de sodio 30% (v/v)

]
y 12.5 ml Floroformo. Esta solucidén se mezcld con 1 g de biomasa
himeda y sb centrifugdé en tubos eppendorf de 50 ml por 20 min a
3000 rpm. Fa muestra se colocd en bafio maria a 30°C durante 90

minutos y éé centrifugd durante 15 min a 4000 rpm.
|

|
|

En consecuéncia de lo anterior, se formaron 3 fases: (i) en la
parte supe%ior hipoclorito, (ii) en 1la fase del medio, restos
celulares, Ey (iii) en la fase del fondo PHB con cloroformo. La
fase del clioroformo se extrajo con pipeta. Para la separacién del
cloroformo ? el PHB, el PHB se precipitd usando metanol y agua en
una propor&ién 7:3 (v/v) y se filtrdé por membrana (filtro
millipore d% tamafio 0.45 p). Durante un lapso de tiempo de 48
horas, se colocé la mezcla en una campana de extraccidén para
volatilizariel exceso de metanol. Finalmente, el pellet de PHB se
pesd (Mettl%r Toledo xs-204, USA) y se calculd el rendimiento por

biomasa obtenida mediante la ecuacidn 6.
| v

|-
| . Polimero final (g.1—1) + 100
| Biomasa seca final (g.1—1)  (¢)
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| .
EJEMPLO 8. ANALISIS DE LOS BIOPOLIMEROS EMPLEANDO ESPECTROSCOPIA

|
INFRARROJA POR MEDIO DE FT-IR

I

Las muestrds del biopolimero obtenidas al finalizar la

fermentacién!' en los sustratos evaluados fueron analizadas

empleando espectroscopia infrarroja por medio de ATR (FTIR -ATR).

Se tomd una’ pequefia cantidad de cada una de las muestras del
biopolimero para el anadlisis ATR FT-IR y se colocé directamente
sobre el leristal de Germanio del porta- muestra marca

ThermoScient&fic 1510, USA.

| .

i
Los espectr?§ ATR FT-IR fueron tomados en un espectrofotdmetro
(ThermoScienitific 1S10, USA), y el andlisis de los grupos

funcionales |obtenidos fueron comparados con los grupos funcionales

del polihidrbbutirato (PHB) patrén reportado en la literatura.

|

EJEMPLO 9. Identificacidén del polimero producido por A. latus

I
¢

Mediante eépectroscopia infrarroja (ver Figuras 5 y 6) se

l

determiné que el polimero producido por A. latus, tanto en el

sustrato fo&mulado con jugo y meladura clarificados de cafa de
azucar fue, un polimero de tipo poliéster. Se identificd la
presencia db la banda del grupo carbonilq (1720cm-1), bandas de
metilo de cadena alifatica (2995cm-1-2975cm-1), bandas de metileno
de cadena | alifatica (2865cm-1-2855 cm-1) y la banda de
estiramient$'C—O de ester (127%cm-1), lo cual corresponde al grupo

!

ester carboTilo (C=0) y a el grupo -CH, respectivamente.

Tabla 8: Asignaciones para las muestras analizadas

|
|
|

|
Sefial | (cm-1) Asignacién

!‘

Rango 2995-2975 C-H tensidén asimétrica metilo
|v
|

2%33 C-H tensidén metileno

|

Rango2865-2855 C-H tensién simétrica metilo
\
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|
| N

1720 I C=0 estiramiento carbonilo
|
f

1378 ! flexién simétrica metilo
|
|

1279 | C-0 estiramiento asimétrico éster
|
1228 5 C-0 estiramiento simétrico éster
|
|

] -
I
1
|

Tabla 9. Molécula ident#ficada en base a la longitud de onda por espectroscopia infrarroja

| FTIR del PHB obtenido en este trabajo.

f

i
Identificado ‘PHB 2 PHB ° PHB °© PHB °
Longitud Longitud Longitud Longitud
%de onda de onda de onda de onda
; (cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)
-OH I 3434 3434 - -
i
“CH 1277 1278 . 1279
C=0 ; 1720 1720 1725 1724
~CH2 j 1454 1453 1452 1454
-CH3 ;' 1379 1379 1379 1379
a. dJugo Clarific;’la,’do; b. Meladura clarificada; c¢. (Srivastava and Tripathi,
2013); d. (T?ipathi and Srivastava, 2011).

|
l

f
Los resultados de la tabla 6 muestran que la espectroscopia de

convencional alternativo que permitidé analizar

|
FTIR es un método
i
empleadas. El caracter

el PHB de 1lds células bacterianas

distintivo de un espectro, estd determinado por la
|

gquimica de ca?a

estructura

componente, el cual contribuye a espectros

con las concentraciones del componente

directamente rellacionados
| .
l . . . ..
de la muestra. Es sobre esta base que se realizo la cuantificaciédn

del analit# (Tripathi and Srivastava, 2011).

|
1
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REIVINDICACIONES |

1. Procedimiento i@e produccidén de polihidroxialcancatos (PHA) a

partir de Jjugo ay meladura clarificados de cafla de azlcar

caracterizado porque comprende las siguientes etapas:
|
|

(1) obtener jugoiy meladura clarificados de cafia de azucar;

|
|

(ii) preparar elﬂ.medio de cultivo para la produccién de PHA;
|
!

l
l

(1ii) realizar el procedimiento de cultivo (fermentacién);

(iv) recuperar laybiomasa celular; vy
1

(v) extraer el PHA'producido.

I
1
!
i

] 1] ! 3 1 3 LIre
2. El procedimiento de acuerdo <con la reivindicacién 1
I
caracterizado porque\ para obtener Jjugo clarificado de cafla de
' | . .
azucar se siguen las |siguientes etapas:

t
l

- desfibrar la cafia de azucar,
|
|
- molerla en seis molinos de cuatro mazas accionados por motores

|
eléctricos y varlador%s de velocidad,

- pesar el jugo extraido de los molinos,
1

. [ . .
- someter el Jjugo a un proceso de blanqueo adicionando sulfito vy
luego cal, |

- calentar el jugo, %
P

i
- adicionar floculantp y separar 1los sb6lidos disueltos en

. \ . .
clarificadores, los cuales se precipitan formando un lodo conocido
como cachaza, y

- obtener de los clarif%cadores el jugo clarificado.

|

!

3. El procedimiento %de acuerdo con la
caracterizado porque para o

reivindicacidén 2
btener meladura clarificada de cafila de

|
azucar adicionalmente se concentra el 3jugo clarificado desde
15°Brix  hasta 65°Brix} evaporando el Jjugo clarificado vy
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|
|

posteriormente separéndo los sélidos que salen de los

evaporadores, |

| -
luego la meladura se sulfita, se mezcla con &cido fosférico, cal y

floculante, y se env#a al clarificador de meladura, donde se le

inyecta aire en pequefias particulas que hacen flotar los sélidos

en forma de espuma, y

.| :
se mezcla el materla%‘ obtenido con la cachaza que sale de 1los

4. E1 procedimiento dF acuerdo con la reivindicacién 1 en donde la

clarificadores.

preparacidén del medio!de cultivo comprende las siguientes etapas:

E
-propagar el microor&anismo Alcaligenes latus en medio de cultivo
que contenga un medié mineral de sales con 20 g.l™' sacarosa, 1,4
g.1"' (NH4), SO,, 1.5 &.17' KH,PO,, 3.6 g.17' Na,HPO,.12H,0, 0.2 g.1™
MgS0O,.7H,0 y 1 ml/l;_de solucién de elementos traza (TES) que
contiene: Citrato férrico (III) de amonio 60 g.l17!, CaCl,.2 H,0 10
g.17*, H3BO; 0.3 g.l'lf, CoCl,.6H20 0.2 g.l1!, 2ZnS0,.7 H,0 0.1 g.l17%,
MnCl,.4 H,0 0.03 g.rl', Na,Mo0,.2H,0 0.03 g.1*, NiSO,.7 H,0 0.02 g.1”
!, Ccus0,.5H,0 0.01 g.li'l,

\
-mantener este indéculo previo en un agitador rotatorio a 33°C vy

agitacidén de 200 rpm;durante 48 h,
l
- transferir desde eh inéculo previo hasta el medio de cultivo un

10% (100 ml) del volumen final (1000 ml) que va a ser usado en el

procedimiento de cul%ivo.
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RESUMEN
|
La presente invend@én se refiere a un procedimiento de produccidn

|
de poliésteres biddegradables a partir de materias primas de la
I

fabricacidén del azéCar de cafia (jugo y meladura clarificados)
polihidroxialcanoatbs aqui

Los
descritos

pueden ser usados como
|
sustitutivos de los| poliésteres sintéticos en diferentes sectores,
. |
incluyendo los sectores

agricola y otros. '

alimentario,
‘II

farmacéutico, médico,
|

i

|

|

|
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Figura 1. i
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Figura 3. -
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Figura 5.
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCITA

Espaclo reservado para el adhesivo de radicacién

bELEGATURA PARA LA PROPIEDAD INDUSTRIAL
FCP_RMULARIO'PARA OTORGAR PODER A ABOGADO

IEN LOS TRAMITES DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

T

1.  Datos del otlé).rgante
|

a Persidna Natural

. INGENIO PROVIDENCIA S.A.

—
|

& Persona Juridica

Nombre del Representanfg,

Nombre o denominacién/Razénl\S_ocial completa(En caso de que haya més de un solicitante, relaciénese en hoja adjunta

Nacionalidad/Pals de consi‘ifucién

COLOMBIA

Direccion del otorgante

|
|
!
1
1
1
I

Carrera 9 # 28-103
Cali, Valle del Cauca, Colombia

Direccion Electronica ‘I ' No. Fax Ndmero Telefénico
clientes@cavelier.com - 2118650 3473611
!
2. Datos del Apoderado |
Principal 2 ' 35.456.344 23.555
. Luz Clemencia Suérez de Pﬁ\ez
Primer Suplente J
Nidia Osorio Lépez | 39.787.682 73.366
Segundo Suplente P
Oscar Correa Barbosa "i 79.524.634 71.027
|
Apellidos y Nombre I‘ Documento de Identificacién

i

T.P.{sélo abogados Profesionales)

Nacionalidad/Pais de constitucion
.

Direccién del Apoderado
Colombiana '\‘ ' Carrera 4 No. 72-35, Bogoté, Colombia
Direccién Electrénica I'; ’ No. Fax Ntimero Telef6nico
cavelier@cavelier.com I“I : 2118650 3473611
oAutorizo expresamente a la Supl‘aﬁ ntendencia de Industria y Comercio para que todas [as. comunicaciones sean
enviadas a través de Ia direccion fig correo electrénico.

|
|
|
!
I

I
|
i




© CAVELIER ABOGADOS

[
Medlante el presénte documento, la persona indicada en el punto 1 de este documento nombra a las personas
que se identifi ican, en el punto 2 como sus apoderados en los términos del artfculo 66 del Cédigo de

Procedimiento Cnvﬂ para las actuaciones que se relacionan a continuacion.

3. Actuacio;n‘es en cuestion:
Este poder cc%ncieme:

Todas las ‘éolicitudes yfo registros actuales y futuros del otorgante.
[0 La(s)siguiente(s)solicitud(es)y/o registro(s):
\

NOMBRE NUMERO DE SOLICITUD O REGISTRO

!

Nota: Si el espacio arterior no es suficiente, por favor relacione las actuaciones en hoja

anexa. |
|
4, Alcance del poder:
@ Confiero :expresamente al (los) apoderado(s) todas las facultades legales para que
represente mi(s) interés(es) en la(s) actuacion(es) sefialada(s) en el punto 3 de este

documento, mcluyendo

X DeSlStll' de la(s)solicitud(es) y de la demés actuaciones
& Renlnciar a los derechos del registro de signos distintivos o de nuevas creaciones

X Tranls‘lglr
X Redibir
X Conciliar
Ratificar los actos de agentes oficiosos
\ .
5. Firma K
‘ oo :
. 3 (Worgirac bl >
VICEN')XE BORRERO CALERO LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
Nombye del Firmant Firma del Apoderado
(Signer's name) _
N "N ~7} fr A T
A \QQ C—0. TP No.23.555 7 PE23vy
~-ﬁ5&ma (signature) \ Tarjeta Profesional
10 de Octubre , 2012
Fecha (Date)

CLG\¢sn |

ID- 227296\WPC‘14063

l
|




©CAVELIER
ABOGADOS

CESION DE DERECHOS DE PROPIEDAD INDUSTRIAL

La suscrita, d"e", una parte DARLY SILVANA PARRADO SABOYA, mayor de edad, identificada
con cédula d'g-:-i, ciudadania No. 40.445.467 expedida en Villavicencio, Meta y domiciliada en
Palmira, Valle}del cauca, declaro bajo juramento ser Unica y verdadera inventora de la invencion
para “PRODU'\QCIC')N DE POLIHIDROXIALCANOATOS A PARTIR DE JUGO Y MELADURA
CLARIFICAD¢$ DE CANA DE AZUCAR’ y declaro que cedo y transfiero, sin limitacion, a
favor de la sodiédad INGENIO PROVIDENCIA S.A., constituida y existente de conformidad con
las leyes de la }Republica de Colombia, sociedad comercial identificada con NIT 891.300.238-6 y
domiciliada en! i,a Carrera 9 No. 28-103 de Cali, Colombia, todos los derechos y privilegios
inherentes a Iaj ":referida invencién, pudiendo por consiguiente la CESIONARIA, considerarse
como unica duér'ﬁa, explotarla como cosa propia o disponer de ella como mejor convenga a sus
intereses, tanto} én la Republica de Colombia como en cualquier otro pais u organizacién de
Patentes. '

El presente docﬂgufnento se suscribe para ser presentado por'INGENIO PROVIDENCIA S.A. ante
la Superintended¢ia de Industria y Comercio.

'; "‘1 Dado y firmado hoy 11 de Marzo de 2014 en Palmira (V)

{ dol, %um m@mﬂ; “agord

Darly Silvana Parrado Saboya, C.C. N° 40.445.467 de Villavicencio

WPC14063/1D.261449
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PERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
.-

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 14 - 0064188

Bogota D.C., Junio 17 de 2014 - 11:28:37

RECIBO DE CAJA

i
RECIBIDO DE : CAVELIER ABOGADOS

NI 860.041.367

T
|
i

TIPO PAGO BANCO |

*** Soporte del Pago ***

Na. PAGQ VR.PAGO

14.671.000.00

CUENTA FECHA PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOlG_VOTA

062754387 644039185 17/06/2014

*kk

*** Conceptos Pagados
Vr UNDITARIO Vr CONCEPTO

CANT_RENTISTICQ | CONCFEPTO v
150005-01-01 SOLICITUDES | 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 515.000.00 515.000.00
| INVENCION $515.000.00

|
SON: "*QUINIENTOSQVYINCE MIL{’PJESOS MONEDA CORRIENTE***

//-ﬂ.\
‘.
.1

g§£3r_15able: \

Recibo de Caja Aplica

, Junio 17 de 2014 - 11:28:43 |
|

Do:

I
Web: www.sic.gov.co e"omai: info@sic.gov.co Conmutador: (§71) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Cali Center: (571) 6513240
i .

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCI

e B ER R RR Rk
No. 14-136120- -00000-0000

Fecha: 2014-06-24 16:40.08  Dep. 2020 DIR NUEVASCR

Tra.2 PATENTES Eve. 1 REGDEPOSITO

Act. 411 PRESENTACION Folios: 43

VMO0 -gol-onk -1

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

| SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXTRACTO PARA PUBLICACION )
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
(21) N° de solficitud: (51) Int Cl: CO8K 005/000

22) Fecha de solicitud:

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

(71)Solicitante(s)  INGENIO PROVIDENCIA S.A.
(33) Pais

(72) Inventor(es)  DARLY SILVANA PARRADO SABOYA

(74) Apoderado:  LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(54) Titulo: PRODUCCIO?\? DE POLIHIDROXIALCANOATOS A PARTIR DE JUGO Y MELADURA CLARIFICADOS DE CANA DE

AZUCAR.

Resumen:
1

La presente invencion se refiere a un procedimiento de

produccion de poliésteres biodegradables a partir de materias

primas de la fabricacion del éziﬂcar de cafa (jugo y meladura

clarificados). Los polihidroxialcanoatos aqui descritos pueden

ser usados como sustltut|vos‘ de los poliésteres sintéticos en

diferentes sectores, incluyéndo los sectores alimentario,

farmacéutico, médico, agricolia:y otros.

Figura1 J
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L SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO zACIONES

, * . f lQ'r'/\ Bt =i Y Vo T P kx )

N (mmmmumwmmmmmnmmnmnmmumuwm|mmmwmnummnmnmmw

ion 486/00
Fecha: 2014-06-24 16 40 08 Dep 2020 DIR.NUEVASCR /

— Tra.2 PATENTES Eve:1 REGDEPOSITO
|| | Indicacion que se soligia;  Act 411 PRESENTACION " Folios, 45

\ - Datos de Identificacién def solicitante o de Ia persong que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion

. D - Dibujos de ser estos pertmentes

Comprobante de pago de [as tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)
| Completa D ' - Incompleta [:]

PATENTE DE WVENCION PeT -] oDELO DE ULina per [ Artas Decision 42610, ireutar G

Indicacién que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como.fue presenfada inicia!men.te (

capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)

Dibujos de ser estos pertinentes

oooo

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

Completa ™[] Incompleta ||

DISENO INDUSTRIAL ] (Art. 118 Decisi6n 486/00)

’ . Indicacién que se solicita Disefo industrial

‘ Representacién gréfica y fotograf ica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

D Datos de identificacién del sohcn’tan’ce o de la persona que presenta la solicitud
D ‘ disefio

Comprobante-de pago de las tasas establecidas

| Completa [ | - * Incompleta | |

ESQUEMA DE [RAZADO {_] | " (Art, 92 Decisién 486/00)

| Indicacién que se solicita un esquema de trazado

 Datos de-identificacion del solicitante o de Ja persona que prasenta la solicitud-

‘ Representacidn grafica de un esquema de trazado

HERREIN

! Comprobante de pago de las tasas establecidas

‘ Completa D ) Inc?m'pfeta D

. _ : T . . P102-F08 (2009-11-18)



