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Método para la biorremediacién de un ambiente contaminado con s-triazinas, que
utiliza dicho producto pfatu la biorremediacién
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CAMPO DE APLICACION -

La presente irvencién. se refiere a una cepa

bacteriana que tiene .la 1capa¢idad; de degradar compuestos
! REE
herbicidas pertenecientes a la familia de las s-triazinas.

Asimismo, se protege'un producto que contiene este
microorganismo y un método de apllcac1on de dicho producto

-para la -blorremedlac1on. de-- amblentes contaminados con s-.

triazinas. R

I

e
S
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
("‘i1‘ )

Las s- tr1a21nas son una 'familia de herbicidas, cuya

estructura base es un’ compuéstof-heterociclico aromatico

simétrico de 6 Atomos que‘:élféfna dtomos de carbono vy

N :
TRy Y

nitrégeno. Dentro de los herbicidas,s—triazinas se destacan

;._‘."“
Lo

. , ' .. ' “loetaal
la simazina y la atrazina entre’ otros compuestos, menos
utilizados los que indluyen: hidroxisimazina,

deetilhidroxisimazina, hldrox1atra21na, " deetilatrazina,

. .
i e »4—""
d !\ Ji

deetilhidroxiatraziﬁa,; delsopropllatra21na, fluoroatrazina,
propazina, ter@uqilazina, ac1dorc1aﬁurlco y cilanazina. Tanto
la simazina (IUPAC: '6~cloro;5#,Aﬁ%aietil—l,3,5—t;iazina—2,4—
diamina) «como K la atrazina (IUPAC: 6-cloro-N?-etil-N'-

isopropil—l,3,5-triazina—2,4-diémina) son herbicidas s~

triazina con un a&tomo ‘de cloro unido al'anillo“heterocicll
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resta ~familia de herbicidas

Ty
e R

El mecanismo de accién .de’

. ' o "' ‘::é':‘ e, .

comprende la inhibicidn ‘del transporte de electrones en el
St

I Ee

, . o {

proceso de la fotosintesis. ,

e ey

. ,f 5-':,'% . , 7 , ,
Las s-triazinas), :én# especial 1la simazina y la
- S R
. , c ot ,
atrazina han sido ampliamente empleados para el control de

I

malezas en predios agriéolgéhﬁén?VAiferentes regiones del
mundo. En predios agricolaéf-§. f6restales de Chile, 1la
aplicacion. de simazina es habitgélﬁ~ 

SR No-obstanfé{de‘égihéﬁtéjésoAuso como herbicidas,
las s-triazinas constituyéﬁ Lcoh£éﬁinantes ambientales que
pueden afectar la salud hﬁhéﬁgiy?é los écosistemas. Se ha
demostrado gque atrazina,ly off;sis;triazinas, pueden inducir
cadncer mamario en ratas,'pdf 16 qﬁe han sido clasificadas por
la EPA como un “posible carcinégéna humano” de clase C (Tappe
et al., 2002). Diversos ecoéi;pemas han sido  perturbados
quimicamente por el constanté‘u;o;dé herbicidas de la familia
de las s-triazinas: especialmente por la simazina vy la
atrazina. Por su alta movilidad estos cdmpuestos pueden
ocasionar graves problemaé‘ Aé7 contaminacién de suelos
llegando incluso a contaminar las napas subterraneas. Esto
explica por qué frecuentemente;iestos herbicidas exceden los
niveles maximos permitidos enlmﬁestras de agua potable, los

cuales son de 041 ng 17t [es ,decir, 0,1 partes por billén

(ppb)] en Europai y 3 ng 17! (3 .ppb) permitidos por EPA

Estados Unidos (Rousseaux et a;;ﬁ§001).
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A pesar de estos'antecedentés, lejos de disminuir,
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i
la produccién y venta global de; herb1c1das en el mundo siguen

LRI

un ritmo creciente desde los | anos 1980 Las estadisticas de
- ‘0‘4,_‘ h —7

la Organizacidén .de las Nac1ones Unldas para. la Agricultura y

: v fi{nl r;-_:.,,' :

la Alimentacién, reallzadas durante los comienzos del siglo

R
e - n,' n
\ 1si-§’1
:

XXI revelan que el consumo ; dehherb1c1das, y en especial de

las s-triazinas tanto en, la Unlén Europea como en América es
ohhL

. . o i
. ¢ - % h
' 3 . " Lo W E

elevado. Segun estas estadlstlcas, las principales potencias

'
LIS T

exportadoras - dewwherb1c1dasjasrtr;azinasmwson.‘los. Estados

Unidos, Francia y Alemania. : .

Segun la Environméntél*?totéction Agency (EPA) el

r

mercado mundial de pest1c1das durante los arfios 2000 y 2001

fue de més de 2,3 mlllones de .toneladas S61lo en Estados

4“‘,

Unidos se consumieron 0, 7 mlllones de toneladas durante los

’: _'»\L 7'.-.‘.
afios 2000 y 2001 lo que representa aproximadamente el 40%
del mercado mundial de herblCldas y mads del 30% del mercado
de pesticidas. En Estados Unidos;:atrazina es el herbicida

més empleado para control de malezas en cultivo de maiz,
b '

_ g _ ‘ ' .
citricos, viidedos y arboles fritales, mientras gque simazina

se emplea en maydr proporéiéniéﬁtguitivos de maiz.

Debido al empleo 'ﬁéél&ézfde s-Triazinas para el
control de malezas, se han detécﬁédofla presencia de atrazina
y simazina en aguas superfiéiales y subterraneas en paises

tales como Estados Unidos, Suiza, Sudéfrica y Alemania. En

Chile segun el Servicio Agricola Ganadero (SAG),
i . _ :

A




de plaguicidas du%ante el 2b04}fﬁé{;e aproximadamente 23.000
toneladas. Cultivos agricbiégfgé;ér;hhlmportancia en Chile
son tratados con herbicidas pre émergentes como la atrazina o
la simazina. El empleo de estoéﬂherblcldas alcanzé las 350
toneladas representando ;éi_t%O§ ,del total de herbicidas

empleadecs en el pais. En el ﬁltiﬁéJtiempo el empleo masivo de

e
HE
i

agroquimicos ha motivadofj*éi" estudio de ambientes
potencialmente afectados ".por estos compuestos.
Investigaciones. a niﬁel'nacioﬁal,wreflejan la presencia de s-
triazinas eﬁ aguas dulcgsgéwde la regién centro-sur,

representando una problemética'vigente.

Todo lo anterior nos "indica que la contaminacidn
ambiental con s-triazinas es un problema a nivel mundial, gque
debe atenderse con urgencia.

Una de’' las mejores estrategias para enfrentar la

contaminacién por s-triazinas es la biorremediacién,
-'l‘:

empleando microorganismosi =¢aﬁaces de degradar estos

contaminantes en compuestos 1nocuos para el medio ambiente y

; o
1»"

la poblacién. En distintos lugares del mundo se han aisladcs

! S

comunidades mixtas de microorganismos y cepas puras, CoOmo
Pseudaminobacter, Nocardioides sp.. y Agrobacterium. La cepa
Pseudomonas sp. ADP (Mandelbaumiy;Wacket, 1996) es capaz de

mineralizar s-triazinas gracias'a procesos enzimaticos bien

caracterizados en el estado del arte. Probablemente es la
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DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
La figura 1 muestra‘una<microjrafia de Pseudomonas

sp. MPH41. La micrografié ‘fue'! obtenida por microscopia

i

electrénica de transmisién. La ‘barra representa 1 um.
La- figura 2 muestra una fotografia de colonias de
Pseudomonas sp. MPH41 crecida en una placa con medio minimo y

simazina como unica fuente de nitrégeno. Se observa el
i . :
crecimiento "de 1las colonias y halos de degradacidén de

¢ v

simazina -alrededor de-1las colonias. ... :

La figura 3 muestra 'la:curva de crecimiento de 1la

" A '
cepa Pseudomonas sp. MHP41 'utilizando simazina como unica

Sy
fuente de nitrégeno. Donde el crecimiento se evalua por la

turbidez del medio a'6005nm, lé?éurva muestra el resultado de

3 experimentos independientes:}fj

La figura 4 muestiﬁa”uQ;'gel de agarosa donde se

s, 4,01 2
- P G AP

muestran los productos de7éﬁ§lifi¢écién por PCR utilizando

partidores especificosiﬁbéggflibs ‘genes degradadores de
atrazina: atzA (carril.l); %ié@g}qarril é), atzC (carril 3),
atzD (carril 4}, atzE (éaféiIES;vy atzF (carril 6) en la
cepa Pseudomonas sp. MHP4l. | {

La figura 5 mqesfrg{éi:berfil de restriccién del
gen ribosomal 16S rRNA deiééieggés:Pseudomonassp. MHP41 vy

Pseudomonas sp. ADP. Donde las'.lineas 2 y 5 corresponden a

Pseudomonas sp. MHP41,"las- lineas .1 a 4 corresponden a

/]
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Pseudomonas sp. ADP y las Iirieas. 3 y © corresponden a
controles negativos de restriccién.’’

La figura 6 muestra una cinética de degradacién de

P

simazina por 1la cepa Pseudomonas 'sp. MHP41. Las curvas

muestran el resultado de 3;exberimentoé independientes.
La figura 7 muestra el crecimiento y degradacién de

i
i

simazina por Pseudomonaé'épfEMﬁP4iféncapsulada en matriz de

alginato de sodio. A. Crecimiento de 1la cepa MHP41

T AP

encapsulada en-matriz-dé-alginard,de»sodiof:B. Degradacidén de -

[

simazina en medio acuoso. Las'microcapsulas fueron incubadas

en medio minimo AM con simazina . como unica fuente de
nitrégeno. Cada punto es determinacién de tres experimentos

independientes.

La figura 8 muestra'iaicégética de degradacidn de
Pseudomonas sp. MHP41 en:exbefiﬁEAﬁos de biorremediacidén en
microcosmos de suelos sin 'histofial de aplicacién de
simazina. En suelos inoculaaos don.la cepa Pseudomonas sp.
MHP41 a los 15 dias se observa el 50% de la concentracidn
inicial del herbicida'mientrasféuefsuelos no tratados con
Pseudomonas sp. MHP41 no se défeééé atenuacién del herbicida

durante 28 dias de experimentacién.

La figura 9 muestra la cinética de degradacién de

[ -

Pseudomonas sp. MHP41 en experimentos de biorremediacién en

microcosmos de suelos con historial de aplicacién de

-

simazina. S6lo tres dias post-aplicacién de la

L
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Pseudomonas sp. MHP41 ‘encapsulada. fueron necesarios para
SR : D H EEEmL T
SN AA S D .
atenuar el 50% de la concentracién inicial del herbicida

simazina. En suelos inoculados.el 90% de la simazina aplicada
- BT
se remueve en menos de 15-dias...En suelos no inoculados la

| 2 ]

r

‘LA INVENCION

DESCRIPCION DETALLADAIDE'

R

La presente invencidén . se  relaciona con una cepa
PN B e ;- = .
R :

bacteriana- capaz de deéradaf;c

\ o . e : .
producto gque contiene- ‘dichascepa y con un método de

biorremediacién de ambientes contaminados con compuestos s-
S R “.'""-.." N

triazinas.
Como se utiliza en laipresente invencién el término
. ‘ ) . _-‘- ‘v}v{"’.‘,- )
“s-triazinas” representa una molécula cuya estructura base es

by e
S P AR

un compuesto héte;déiéiiéo_éféﬁétiéo simétrico de 6 &tomos
que alterna adtomos de carbono'ifﬁitrégeno.

Como se utiliza en lé'brégente invencién el término
“simazina” representa una s;tfiéziha cuyos itomos de carbdno
estan sustituidos por un étdmo.'de cloro y dos grupos
etilamino  (IUPAC: 6—cloro—AF;Af—dietil—1,3,5—triazina—2,4—
diamina).

L

Como se utiliza eﬁ lafpresente invencién el término

“atrazina” representa una s—triézina cuyos atomos de carbono

s 1

estdn sustituidos por un atomo’' de cloro, un grupo etilamino y

Lol
) 9 o
e 3,_-CHILE
i
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i

un grupo isopropilamino (IUPAC{'6-cloro-AF~etil—Aﬂ—isopropil—
1,3,5-triazina-2,4-diamina) .

Como se utiliza en la presente invencién el término

e

I3

“degradar” representa la descqmposicion por una via
metabdélica de un compuesto quimiceo, tal como un compuesto s-
triazina para obtener una molécula de menor complejidad.

Como se utiliza en la preéente invencién el término
“mineralizar” representa la déséomposicién biolégica de un
compuesto»orgénico,vfal’como.un;compuesto~s—triazina, hasta
moléculas de minima complejidad.-

Como se utiliza en la presente invencidén el término
“bicrremediacidén” representa al::ﬁétodo de tratamiento para
tratar o remediar‘gn ambienteﬁéi@a;e;ial‘considerado desecho

. b
contaminado, el cual se encuentra en un ambiente definido.

Vo2

Dichc tratamiento permite transformar dicho desecho en un

1.

material menos téxico para éii%mﬁiehte que lo comprende, o
bien transformar dicho desecho eﬁ'un material susceptible de
ser metabolizado por un vmi@roérganismo o] grupo de
microorganismos, en deonde diého ﬁétodo ‘de tratamiento
comprende la aplicacién de un ofganismo vivo, como un
componente delzmétodo de tratamiento.

Como se utiliza en-la‘prgsente invencidén el término

“bacteria nativa” representa a una bacteria natural aislada

desde suelos y cuya genética no ha sido manipulada.

'7~;é$ﬁ%i
> L 007 #
% OHILE </
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Como se utiliza gﬁéié é;ésente invencién el término
“indculo” representa una sﬁsﬁéﬁsiéh.concentrada de bacterias
(células libres o encapsulédégj;i_de concentracién conocida
(UFC/m1) . o |

Como se utiliza.en-iéwareéente invencién el término
“ribotipo” representa :una ;£i§ificacién de identidad vy
diferenciacién de especies y Subespecies bacterianas basadas
en el andlisis RFLP (de susgéiglas en inglés, Restriction
Fragment Lenght Pol&morphism).dei gen rRNA 16S.

| Coﬁo se utiliza en la ?resente invencién el término

“solucidn tampéq” representa una sdluciéﬁ amortiguadora, que
se caracteriza porque tieﬁe lalcaéacidad de mantener el pH
ante la adicién de un acido © una base.

Como se utiliza en %a,presente invencién el término
“liofilizado” representa un iﬁéeulo de la cepa Pseudomonas
sp. MHP41 sometido -a un prééééo"de liofilizacién, método

consistente en una rapida deshidratacién al vacioc y a bajas

Y ‘_4,,}i e le B

temperaturas, para logra£ fuhav'mejor conservacidén del
pfoducto. , RPN

Como se utiliza en:fé:pfeéente invencién el término
"microcosmos” representa a‘!Un_'éiertd volumen de suelo
dispuesto en un recipientg, c?&as'variables relgvantes tales
como la humedad, la temperéturatyﬁi; presencia o ausencia de

microorganismos y/o contaminantes organicos son conocidas y

controladas.

L v ——
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Para obtener unavcepa'bééferiana capaz de degradar
compuestos  s-triazinas ‘se ‘réalizé. auna selecciébn de
microorganismos aislados de muééE;éé‘de suelos agricolas en
un medio de cultivo tenie;do s%%azina como Unica fuente de
nitrégeno. Desde los cultivos-‘crecidos se realizaron
aislamientos de bacterias eni'placas con agar minimo y
simazina como unica fuente dg lhitrégeno, y se aislaron
colonias individuales desde léé.blacas.

De éstawméﬁera:seMObt#vswuna~cepalnativa capaz de
degradax compﬂestos s-triazing;; Eépaz de crecer utilizando
simazina como unica fuente de niﬁrégéno, la que se designd
como MHP41l. Pruebas posteriores,;de andlisis de la secuencia
del gen de rRNA 1685, permitierdh determinar que el género de
la cepa aislada era Pseudomonas( por lo que finalmente la
cepa se denomind Pseudomonés‘sp} MHP41.

Tal como se anticibé _eh' la discusién de los
antecedentes de la invencién, "en ‘el estado del arte se
conocen microorganismos que degradan s-triazinas, como la
cepa Pseudomonas sp. ADP. En‘ este microorganismo se ha
estudiado y caracterizado la futa de aegradacién de las s-
triazinas, y se conocen los prdductos génicos y los genes
involucrados. Es probable qﬁe cualquier cepa capaz de
degradar s-triazinas utilice esta misma ruta, activando estos

s

mismos genes. El esquema 1 representa el proceso de

degradacién bacteriana conocido para este tipo de compues
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Esquema 1.

OH OH

OH '
ku HzO HCI N /‘\N . Hzo NH,C,H N /|§N H,0  NH,C,H N /J§
Jl\/ ‘ /“\A ""“‘JL&L e )I\%
H H

HsCHN NHCH,  H,CHN N NHCH, . "OH N NHC,H,

2CO, + 2 NH, h V2 izi .&LJ\HZ N

La ruta supefior de dégfédacién del compuesto
simazina (y otros herb1c1da$ de ia famllla s-triazina, como
el compuesto atrazina) comprende las enzimas codificadas por
los genes atzA, atzB'y atzC. La feaccién de degradacidén la
inicia la enzima atrazina cloréhidrolasa (AtzA), codificada
por el gen atzA. Esta enzima é;oduée una descloracidén del
compuesto simazina (1) formandofel.compuesto hidroxisimazina
(2), el primer metabolito de ié vié catabélica. Reacciones
sucesivas cétalizadas por las lenzimas hidroxiatrazina
etilaminohidroiasa (AtzB) -codificada por el gen atzB- e N-
isopropilamelida-isopropilaminochidrolasa (AtzC) -*codificada
por el gen atzC- transforman 1a hidroxisimazina (2} al

compuesto N-etilamelida (3) vy fiﬁalmente, al compuesto éc1d93~‘}\
5. "’C RS
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f“’“‘?nrrv=wrn3';>\
6 1L 2007 *
CHILE 'g/

ya

13



cianirico (4) marcando’ el.'fin ‘de 1la ruta superior de
degradacién (de Souza‘ ét tal;; 1996)..'ia ruta inferior de
degradacién de s-triazinas, en“este,caso, simazina comprende
las enzimas acido cianﬁfiéo amidohidrolasa (AtzD), biuret
hidrolasa (AtzE) y alofanato Hidfolasa (AtzF), que estéan
codificados por los genes:atéD, atzkE y atzF, respectivamente.
Estas enzimas transforman el compuesto Acido cianurico en los
compuestos biuret (5) y alofanato (6) hasta terminar en
diéxido deacarbono~§-amonio, completando la mineralizacién de
simazina (de‘Souza et al., 1998; Cheng et al., 2005).

Se determiné. que. la _cepa Pseudomonas sp. MHP41
posee los genes atzA, atzB, atzC, atzD, atzE y atzF, por lo
que la ruta de degradacidén de s;triazinas de esta cepa es la

misma que se ha descrito en el estado de la técnica.

Descripcién de la cepa Pseudomonas sp. MHP41l.

La nueva ceba Pseudomoﬁas sp. MHP41l, es una cepa
Gram negativa, forma bacilar, catalasa y oxidasa positiva vy
posee motilidad. Es capaz de crecer evidenciando halos de
degradacién en placas con.simazina o atrazina.

Se identificd a la: presente cepa por medio del
andlisis de Identificacién Biolog, y por analisis de la
secuencia del gen de rRNA 165, dando como resulfado que la

cepa pertenece a las bacterias del género Pseudomonas.
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Esta cepa es sensible a los antibidticos

rifampicina, kanamicina, . carbamicilina, tetraciclina,

s -

streptomicina y posee resistencia natural a ampicilina.
El perfil metabélico de‘kla cepa Pseudomonas sp.

MHP41 se resume en Tabla 1.

Tabla 1

Dextrina : Acido Masénico L-Prolina
Glicégeno Acido Propiénico D-Serina
Tween 40 - Acido Quimico L-Serina
Tween 80 " " - I'Keido Sebacico 1.-Treonina
N—acetllTD— Acido Succinico D,L-Carnitina
glucosamina
o-D~Glucosa Metil Piruvato Acido L

; Aminobutirico

Acido Bromo

Acido Acético Acide Urocanico

Fuentes de : succinico
Cifbonolén Acido cis-Acomitico L~Alaninamida Feniletilamina
a Cua
crece Acido Citrico D-Alanina Putresina
Pseudomonas Acido Férmico L-Alanina 2-Aminoetanol
sp. MHP41
Acido D-Glucénico L-Alanilglicina Mono-Metil-~
: Succinato
Agido a- ) ﬁ-Asparagina L-Leucina
Hidroxibutirico
Acido B- Acd . .
; . .. cido L-aspéartico L-Omitina
Hidroxibutirico P
Acido Itacénico Acido L-glutéamico Acido a=
Ketoglutarico
. .. Acido Glicil-L- Acido a-
Acido a-Ketobutirico glutamico Ketovalérico
Acido D,L-Lactico Hidroxi-L-Prolina
Fuentes de |g-Ciclodextrina D-Melibiosa Acido D-Sacarice

Carbono en

N— . - N . . . 2 ]
la cual no acetil D B-Metil D-Glucosida [Acido Succinémico

crece galactosamina
Pseudomonas |adenitol D-Psicosa Glucuronamida
sp. MHP41
L-Arabinosa D-Rafinosa AClc':lo §11c1l—L-
aspartico

D-Arabitol L-Ramosa L-Histidina

15
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D-Celobiosa ‘D-Sorbitol lL-Fenilalanina
i-Eritritol Sacarosa gzigglﬁgémico
L-Fructosa D-Tetralosa Inosina
L-Fucosa : Turanosa Uridina
D-Galactosa f Xilitol Timidina
Gentiobiosa Acido Malénico 2, 3-Butanediol

Acido Lactona D-

m-Inositol Calacténico Glicerol
D-Lact Acide D- D, L-a-

o actosa Galacturdnico Glicerclfosfato

Lactulosa Acido D- . Glucosa-1-Fosfato
Glucosaminico

Maltosa Acido D-Glucurdnico |Glucosa-6-Fosfato

. ' Acido y-

D-Manitel I e D-Manosa
‘'Hidroxibutirico

Acido p-

hidroxifeniléﬁético

Tabla 1. Fuentes de carbono en la cual crece y no crece

la cepa Pseudomonas sp. MHP4l. Estudios _en base a sistema de

identificacién Bioclog.

La cepa.Pseudomonas sp. MHP41 posee los genes atzA,
atzB, atzC, atzD, atzkE vy atzé de la degradacién de s-
triazinas que le confieren capacidad_dé degradar diversas s-
triazinas (Tabla 2). La enzima AtzA cataliza la remocidn
hidrolitica de sustituyentes élorados y fluorados de las
moléculas s-triazinas pero son.incapaces de remover grupos
ciano, aéida, metoxi, tiometii; o amino de compuestos

estructuralmente andlogos a la simazina o atrazina.
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Tabla 2
Sustituyentes
s—-triazinas Degradacién

R1 R2 R3

c1 NHCH,CH, NHCH,CHy Simazina +
OH NHCH,CH; NHCH,CH; Hidroxisimazina +
OH NH, NHCH,CH3 Deetilhidroxisimazina +
Cl NHCH,CH; NHCH (CHi4) 2 Atrazina +
OH NHCH,CH, NHCH (CHs) » Hidroxiatrazina +
Cl NH, NHCH (CH3) » Deetilatrazina +
OH NH, NHCH (CH3), |Deetilhidroxiatrazina +
Ccl NHCH,CH; NH; . Deisopropilatrazina +
Cl NHCH (CH3) » NHCH (CH3) 5 Propazina +
Cl NHCHZCH;‘ “ﬁHC(CH])3 Terbutilazina +
OH OH OH Acido cianﬁriéo +
Cl NHCH,CH; NHC (CH5},CN Cianazina +
F NHCH,CHj NHCH (CH;) » Fluorcatrazina +

Tabla 2. Estructuras de compuestos s-triazinas

degradados por cepa nativa Pseudomonas sp. MHP4l.

La figura 1 muestra ‘una micrografia de Pseudomonas
sp. MPH41, bacfe:ia de la‘preéehte invencidén. La micregrafia
fue obtenida por microscopia éléctrénica de transmisién.

La figura 2 muestra unajfotografia de colonias de
Pseudomonas sp. MPH41 obtenida durante crecimientc en placa
con medio miniﬁo con simazina E§mo unica fueﬁte de nitrégeno.
Se observan alrededor de las colonias halos transparentes de
degradacién.

La figura 3 muestra la curva de crecimiento de 1la
MHP41.

cepa Pseudomonas sp. Las células fueron crecidas en

medio minimo AM utilizando simazina a saturacidn como unica
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fuente de nitrégeno y succinaté'éomo unica fuente de carbono.
El qrecimiento fue monitoréédo por ﬁediciones de turbidez a
600 nm con un espectrofotémetré Lambda 11 (Perkin Elmer).
Los resultades fuerén{f ébfenidos de 3 experimentos
independientes. Se observé crecimiento por parte de la cepa
nativa Pseudomonas sp. MHPZI alcanzando su‘fase exponencial a
las 24 horas aproximadaménfe‘ae cfécimiento y llegando a fase
estacionaria con una turbidez de 0,8 (1,5x10% UFC/ml) a las
36 horas de crecimiehto-(Fig.-é);

En ia figura 4 se pueden observar los seis genes de
degradacién de s-triazinas que posee la cepa Pseudomonas sp.
MHP41 en un gel de agarosa con ﬁincién con bromuro de etidio.
La amplificacién de los genes atz se realizdé mediante 1la
técnica PCR usando partidorég_ especificos descritos
previamente para cada uno de lés éeis genes (de Souza et al.,
1998). Los productos de PCR fueron analizados por
electroforesis en un gel deAagarosa (1,2%) en TBE (0,5X) vy
fueron tefiidos con bromuro de etidio (Fig. 4).

Es importante indicar <que la <cepa aislada,
divulgada en la presente invencidén , Pseudomonas sp. MHP41l,
es diferente a la cepa descrita en el estado del arte,
Pseudomonas sp. ADP. Se encontrdé que Pseudomonas sp. MHP41l
presenta importantes diferencias genéticas y fenotipicas con

la cepa de referencia Pseudomonas sp. ADP (Mandelbaum et al.,

1996). La cepa MHP41l posee una secuencia del gen que codifi AT

18
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el RNA ribosomal (rRNA) 168,5&ﬁe es diferente que el gen de
la cepa ADP. Este es el Qen_m%é ﬁtiliza&o para determinar la
taxonomia de bacterias. La cepa MHP41l se puede manipular
genéticamente en el lagoratorio, incorporando con alta

i

frecuencia plasmidios de las series de incompatibilidad IncP,
i

IncQ y Cripticos. Hasté la’ fecha no hay estudios que

describan la modificacién.genééiéa de la cepa Pseudomonas sp.

ADP. -

En la figuré-lsu;éengmuestra el analisis de
restriccién con endonﬁcleasas,dé las secuencias nucleotidicas
de los genes que codifican éi.ArﬁNA 16S de la cepa nativa
Pseudomonas sp. MHP4l y la cepa de referencia Pseudomonas sp.
ADP. El andlisis deli polimorfismo de la longitud de
fragmentos de restriccién (RFLP) de los genes que codifican
el rRNA 16S se realizé mediante la digestidén con las enzimas
de restriccién Msp-1 y Hha-1. La digesti6n con ambas enzimas
genera diferencias en 1los pe;filés 'de restriccién de los
genes‘_fDNA 163 de las dos cepés. Por consiguiente, se

concluye que Pseudomonas sp. MHP4l y Pseudomonas sp. ADP son

ribotipos distintos (Fig. 5).

En una modalidad adicional, la presente invencién
tiene como objetivo proveer un producto y un método de
tratamiento para la biorremediacién de un ambiente

contaminado con herbicidas s-triazinas, tales como simazin

Og
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hidroxisimazina, deetilhiaroxiéimazina, atrazina,
hidroxiatrazina, deetilatrazina, deetilhidroxiatrazina,
deisopfopilatrazina, : flﬁofoatrazina, propazina,
terbutilazina, acido cianﬁ}iéo y cianazina.

El producto. atil para la Dbiorremediacidn de
ambientes contaminadosvcon herbicidas s-triazinas, proveido
en la invencidn comprendé un inééulo empleando la cepa nativa
Pseudomonas sp. MHP41 y un medio de cultivo, una solucién
tampén o alginato dévsodio. Donde dicho indculo contiene una
concentracién\conocida de la cépa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL
B-30908 desde alrededor de 1 x 10° UFC/ml de medio de cultivo
o de solucién tampén hasta slrededor de 1 x 10%° UFC/ml de

T
medio de cultivo o de séluciénifampén o desde alrededor de 1
x 10° UFC/g de alginafd de}sodiq hasﬁa alrededor de 1 x 10%?
UFC/g de élginatd de sodio. Es ‘conveniente que la bacteria de
la presente in%encién, haya's?do crecida previamente en un
medic minimo con simazina como Unica fuente de nitrdgeno.

En una modalidad pfeferida, el préducto util para
la biorremediacidén de ambiénﬁéé contaminados con herbicidas
s-triazinas, compfende un inééﬁlofempleando la cepa nativa
Pseudomonas sp. MHP41, en-dopde las células bacterianas se
encuentran encapsuladas en matfii ae alginato de.sodio dicha
encapsulacién le brinda protecéiéﬁ a las células bacterianas

frente a condiciones ambientales adversas y disminuye su

exposicién a compuestos téxicos, aumentando de este modo su

20
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estabilidad vy viabilidaa*‘fégssiay et al., 1996). Este
producto para la bior;emediacién cohtiene un indculo de 1la
bacteria de la in&enéién ehfﬁﬁa géncentracién de entre 1 x
10° UFC/ g de alginafo y I;x.loﬁ:UFC/ g de élginato.

En una modalidad’ad%cional, el producto util para
la biorremediacién de ambient;évgontaminados con herbicidas
s-triazinas, comprende un inécﬁlo'empleando la cepa nativa
Pseudomonas sp. MHPél; en doﬁée ias células bacterianas se
encuentran 'liofili;édas, lo r~cual.u.ademé$- - facilita su
transporte y. comercializaciép. Péra la obtencidén de este
producto para 1a biorremediacidén, 1la Dbacteria ha sido
preservada en estado latente por liofilizacidén de wuna
suspensién concentrada ae bacterias con: un medio protector
complejo estéril como suero defboyino, leche descremada en
polvo o extracto de levadura,_un aminoacido como el glutamato
monosdédico, un acido graso cégo él meso-inositol asi como un
carbohidrato como glucosaf‘iﬁ?fosa,-rafinosa ¢ manitol. E1
indéculo 1liofilizado puede séfi‘directamente‘ incubado en un
medio de crecimiento liquido o sdélido, preferentemente a 28°C
duranté alrededor de 48 h paré'fecuperar las células activas.
Después de Leste proceso de activacidn, las células
previamente liofilizadés de'Pseudomonas‘sp. MHP41 son capaces

de degradar s-triazinas.  Este producto para la

I“.’i'- L .
biorremediacién contiene un inéculo de 1la bacteria de 1la

invencién que resuspendido en un volumen adecuado, da u
Lot 7
g . o
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concentracién de entre 10° UFC)ml‘de medio vy 101? UFC/ml de
medio. | |

El producto de la“preéente invencién también puede
formularse como una suspénsi'é'n de la cepa Pseudomonas sp.
MHP41 en un medio liquido de eultivo‘ Los expertos en el arte
reconoceran que existen muchos medios de cultivos posibles de
ser empleados para este'propésito?~cualquiera de ellos puede
emplearse dentro del marco de la presente invencidn,
-- especialmente se pré%ieren;los»ﬁédioé minimos descritos en la-
Tabla 3, inclﬁida en el ejemplé’Z'del presente escrito. Dicha
suspensidén contiene una concéﬁtracién conocida de la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 NRﬁL B-30908 desde alrededor de 1 x 10°
UFC/ml hasta alrededor de 1 x 10 UFC/ml, en especial 1 x 10°

UFC/ml a 1 x 102 UFC/ml.

En una de las modalidades de la invencién, el
método de biorremediacién compfende la adicién del producto
gue contiene células de la éepa Pseudomonas sp. MHP41l, al
" medio contaminado con compuestos s-triazinas, tales como por
ejemplo la simazina. En el métqdo de lé presente invencidn,
se permite que transcurra un periodo de tiempc suficiente
para que dicha bacteria degradé'completamente el compuesto s-

triazina, tal como la simazina.. El producto utilizado puede

corresponder al inéculo de células de la cepa Pseudomonas sp.

MHP41 encapsuladas en matriz de alginato de sodio, o a a g
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resuspensién activa del p;oduc£o liofilizado de las células
Pseudomonas sp. MHP41, ° a.la suspensién de un indculo de
Pseudomonas sp. MHP41 en ﬁn medio de cultivo. Una vez
inoculado el producto defla inQencién en cualquiera de sus
modalidades en el ambiente cpnﬁaminado se debe dejar que
actle durante un periodo ée tieﬁpo sufiéiente, desde al menos
1 semana hasta alrededor de 12 meses, para permitir la
degradacién de dicho compuesto's—triazina contenido en dicho
ambiente;_Normalmenfe.un periodo- de..tiempo de entre 1 y 4
semanas debefia ser suficiente para una degradacién efectiva
de los contaminantes. Donde‘ la concentracién de 1la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 NRRL‘ B-30908 en dicho ambiente
contaminado, el que :es habitualmente suelo, es desde
alrededor de 1 x 102 UFC/g de suelo hasta alrededor de 1 x

10 UFC/g de suelo.

EJEMPLO 1: Aislamiento de la cepa Pseudomonas sp. MHP41.

El aislamiento de Pseudomonas sp. MHP41 se realizd
por enriquecimiento en simazina como Unica fuente de
nitrégeno. Para ello se utilizé el medio minimo denominade AM
(Tabla 3) con;tituido por una fraccién salina que aporta los
micronutrientes, succinato como unica fuente q§ carbono vy
simazina, a saturacién como ﬁnica ernte de nitrdégeno. Para el

cultivo de enriquecimiento inicial, se tomaron muestras de

suelos agricolas. Los cultivos se incubaron a 28°C y se

&
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realizaron sﬁbcultivos. Desde los cultivos «crecidos se
realizaron aislamientos ‘de bacterias"en placas con agar
minimo y simazina como uUnica fuente de nitrégeno. Se aislaron
colonias individuales désde las placas. Estas cepas se
&onservaron en glicerol (20%) y a -24°C.

De esta manera se obtuvc la cepa nativa objetivo de
la presente invencién}'Pseudomonas ép. MHP41, la cual mostrd
capacidad de crecer utilizando simaéina como unica fuente de
nitrégeno. Estaw;Cépa - fue - depositada--env la .. coleccidén de
microorganisﬁos Agricultural Research Culture Collection
(NRRL) en Peoria, Illinios, Estados Unidos bajo el numero de

accesc NRRL B-30908, con fecha 17 de marzo de 2006.

EJEMPLO 2: Mantencidén y conservacién del producto que
contiene Pseudomonas sp. MHP41,

La cépa Pseudomonas-sp. MHP41l se mantiene viable en
el laboratorio mediante cultivoé en diferentes medios minimos
cuya composicién se detalla en la Tabla 3.

Como métodos alterﬁativos de conservacién, para su
mantencién en el laboratoriole inoculacién al suelo durante
procesos de biorremediacién, se implementd el proceso de
encapsulacién de la cepa en matriz de alginato ?e sodio y la
liqfilizacién segun se describe previamente. Para el proceso
de licfilizacién se utiliza"un medio protector complejo

estéril como suero de bovino, leche descremada en polv

S
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extracto de levadura, un amincécido como el glutamato
monosédico, . un Aacido .grasd . como él mesc-inositol, un
carbohidrato como glucosa, léctosa, réfinosa o manitol, como
asi también glicerol o digetisulféxido.

En todos 1los .medios de cultivoe y métodos de
conservacién, la viabiliaad y la capacidad biodegradativa de
la cepa Pseudomonas sp. MHP41 no se ve afectada.

Tabla 3

Nombre Composgicién (g/L) Nitrégeno

Fuentes de Carbono y

g; NaCl 0,1 g; CaCl, 0,02 g; 20 ml de
solucién de elementos trazas que contiene
(por litro): EDTA 2,5 g; ZnSO, 11,1 g; FeSO,
5 g; MnSO, x H0O 1,54 g; CuSO; x 5H,0 0,4 g;
Co(NO3), x 6H,0 0,25 g; NayB,0, x 10H,0 0,18 g
y H,S0O, 5 ml.

2,5 mM.

100 ml de tampén fosfato 10x, 2 ml de
solucién de microelementos 500x. "Solucién
tampén fosfato 1lx contiene (por litro): 70
g de Na,HPO, x 2H,0, 28 g de KH,POy y 5 g de
Medio NaCl. Solucién de microelementos  500x
Minimo contiene cada 100 ml: 5 g de MgSO, x 7H0O,

(MM) 0,5 g FeSO, x 7H0, 0,25 g MnSO;, x H,0, 0,32

H;BO;, 0,5 g EDTA, 7,3 ml de HCl 37%. final.

K.,HPO, 1,6 g; KH;PO, 0,4 g; MgSO, x 7H,O0 0,2 Fuente de Carbono:

Succinato de sodio

Fuente de Nitrdgeno:

Simazina 0,5 mM.

g znCl;, 0,033 g CaCl, x 2H,0, 0,018 g CuSo, | Fara medios sdélidos
x 5H,0, 0,015 g CoCl, x 6 H;0, 0,325 g| 3 mM concentracién
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K,HPO, 0,5 g; MgS0, X 7H,0 0,5 g: FeCl; x H0

10 mg; CaCl, x H,O 10 mg; MnCl, 0,1 mg; ZnSO,
BSMA

0,01 mg.

Na,HPO, 2,44 g: KH,PO, 1,52 g; MgSO, x 7H,0

0,2 g; CaCl, x 2H,0 0,05 g; 10 ml solucidn

traza de elementos que contiene (por

litro): EDTA 0,5 g; FeSO, x 7H0 0,2 g; 100

ml de una solucién traza de elementos que
Brunner

contiene (por litro): .ZI":‘(SO4 x TH,0 0,1 g;
MnCl, x 4H;0 .0,03 g; H3BO; 0,3 g; CoCl, x
6H,0 0,2 g; CuCl, x 2H,0 0,01 g; NiClp x 6H20
0,02 g; Na;MoQ, 3‘<‘“2H20"0,03"‘g".'"“" B

Tabla 3. Formulacién de medios minimos para la

mantencién de la cepa nativa Pseudomonas sp. MHP4l. Para la

preparacién de medios sdlidos se debe suplementar con agar 15

g/L.

EJEMPLO 3: Degradacién del compuesto simazina por Pseudomonas
sp. MHP41.

Se evaludé la capacidad de Pseudomonas sp. MHP41
para degradar el compuesto simazina. Para lo cual se cultivéd
la cepa bacteriana MHP41l en ﬁn medio AM empleando simazina
como unica fuente de nitrégeno a 30°C por 16-20 h hasta
alcanzar fase exponencial turbidez a 600 nm de 0,3 (7x10’

UFC/ml). Las célulés_se centrifugaron y se lavarcon en tampdn

fosfato de sodio [60 mM fosfato de sodio (pH 7,0),-0,5 g NacCl
litro™?] y se resuspendieron en tampén U [10 mM fosfato de

sodio (pH 7,0), 0,1 mM MgSO4] a una turbidez (600 nm) de 2,9
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3,0. Los cultivos se incubaron a 30°C con simazina a una
concentracién final de 0,06 mM. Como control se utilizd el
medio de cultivo sin bacterias. Se tomaron muestras a
g
intervalos de 15 minutosfy éstas fueron centrifugadas por 1
minuto a 13.000 rpm. La concentracién de simazina fue
cuantificada por absorﬁancia a 225 nm empleando un
espectrofotémetro. Se observé que la cepa es capaz de
degradar hasta alrededor de un 50% el compuesto simazina al
cabo .de .una. hora'dae ‘incubacién.  La figura 6 muestra una
cinética de aegradacién deAsimazina por la cepa Pseudocmonas
sp. MHP41. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes (Fig. 6). La capacidad de degradar simazina se

conserva al crecer la:cepa MHP41 en diferentes fuentes de

nitrégeno {(Tabla 4).

Tabla 4
Crecimiento .
(Euegﬁes de Deg:i:::;zz de
nitrégeno)
Bmonio +
Nitrato + +
Urea + +
Acido cianurico + + 4+
Simazina o+
Atrazina o+ o+ o+

Tabla 4. Degradacién de simazina por Pseudomonas sp.

MHP41 crecidas en medio minimo con diferentes fuentes de

nitrdgeno.
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EJEMPLO 4: Viabilidad y capécidad de degradaciédn de simazina
de Pseudomonas sp. MHP41l en matriz de aiginato de sodio.

Un cultivo de Pseudomonas sp. MHP41 de 1x10° UFC/ml
(turbidez a 600nm de O;S)b fue encapsulado en alginato de
sodio 1% y las cédpsulas estabilizadas en cloruro de calcio
(9,3 glﬂ). Las cédpsulas fueron mantenidas en CaCl, vy
refrigeradas a 4°C hasta su utilizacién. La determinacién de
viabilidad fue realizada segun se describe a continuacién. 1
g de microcépsulasffue inoculado en medieo.minimo AM 0,4X con
simazina 0,5 mM. El medio minimo 0,4X mantiene la integridad
de la matriz de alginato de sodio. Se realizaron diluciones
seriadas en NaCl 0,85% y se plagquearon en medio Agar
Tripticasa Soya (TSA). Las placas de TSA fueron incubadas a
30°C y las colonias de Pseudomonas sp. MHP41l se contaron en
las placas. La simazina se cuantificd por HPLC. Al inicio del
experimento, se detectaron 1,2x107 UFC/ml provenientes de las
microcépsulas. El numero de células viables se fue
incrementando con el transcurso de los dias hasta alcanzar
3x10° UFC/ml a las 72 horas. El proceso de encapsulacién con
alginato de sodio 1% permite el crecimiento de Pseudomcnas
sp. MHP41, no afectando negativamente su viabilidad (Figura
7). Las muestras fueron extraidas con metancl/agua (80:20)
para cuantificar el rémanente de simazina en el medio minimo

AM. Al analizar las muestras por HPLC se observa que el
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potencial de degradacién de simazina de Pseudomonas sp. MH
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cuatro semanas. La humedad fue controlada semanalmente.
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muestras de suelo fueron utilizadas para determinaciones
microbiolégicas y analiticas por triplicado. Las muestras de
suelo fueron utilizadas para el recuento de heterétrofos
totales (RHT) en placas dé agar tripticasa soya (TSA, OXOID).
El método de NMP fue réqueridp -para estimar la actividad
catabdlica de simazina ien :él suelo. La simazina fue
cuantificada por HLPC previa extraccién desde el suelo con
solucién metanol/agua (80:20).

.En-sueloano'expuestos previamente a simazina, es
decir suelos. sin historial ‘de aplicacién del herbicida
simazina (Figura‘B), la bioauméntacién con Pseudomonas sp.
MHP41 incrementé el recuento de heterdétrofos totales y la
actividad catabélica de simaiina respecto al tratamiento no
inoculado. En 1los trafamientos ndrinoculados, no se detectd
una poblacién microbiana de suelo activa en la degradacidn de
simazina vy no se observé la remécién del herbicida. La
bicaumentacién con la cepa Péeudomonas sp. MHP41 incrementd
la actividad catabdlica de simazina y atenud la concentracién
de simazina en suelo con un tiempo de vida medio de 15 dias
(Fig. 8).

Se observé que en -suelos con historial de
aplicacién del herbicida simazina (Figura 9), el recuento de
heterétrofos totales mostrd cambios minimos entre el

tratamiento inoculado y no inoculado. Por otra parte, el

tiempo de vida media de simazina en microcosmos no
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fue de 11 dias. El tiempo de vida media de simazina se redujo
a 3 dias cuando losl suelos fueron Dbiocaumentados. La
atenuacién completa.de simazina en el tratamiento inoculado
ocurrid a los 24 dias (Fié. 9).

lCon ‘este ejemplo, podemos seflalar que la cepa
nativa  Pseudomonas sp.g MHP41 incremenfa la actividad
catabbélica en ambos tipos de suelos con diferente historial
de aplicacién de simazina. Ademds, la adicién de esta cepa
encapsulada~atenda:la:concentracién;del-herbicida en ambos
suelos, por 'lo gue puede »sér utilizada en estrategias de

biorremediacién.

EJEMPLO 6: Biorremediacidén de simazina én suelos con la cepa
Pseudomonas sp. MHP41 liofilizada.

Los  experimentos de biorremediacién a escala de
microcosmos se realizaron a par;ir del producto Pseudomonas
sp. MHP41 liofilizado, §ara evaluar el potencial
bicdegradativo de simazina eﬁ suelos aéricoias. Los indculos
en estado de latencia (liofilizados) de la cepa nativa MHP41
fueron activados en medio minimo liquide AM y adicionados al
suelo siguiendo el mismo esquema experimental descrito en el
ejemplo 5. Se observé la atenuacién de simazina,.qbteniéndose
una reduccidén de dicho compuestd en suelos de aproximadamente

50% durante la primera semana de experimentacién.
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Con oste ejemple, 8e demuestra gue procescs de
liofilizacién no afectan la capacidad de biodegradacién del

herbicida de la cepa Pseudomonas sp. MHP41 en suelos.
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PLIEGO DE REIVINDICACIONES

1. Una cepa bacteriana <capaz de degradar o
mineralizar s-triazinas, /CARACTERIZADA porque corresponde a

la cepa de Pseudomonas sp. MHP41l, depositéda bajo el numero

de acceso NRRL B-30908 coﬁ fecha 17 de marzo de 2006.

2. Un producto para la Dbiorremediacidén de
ambienteshkn:contamihados con compuestos s-triazinas,
CARACTERIZADO porque comprende un indculoc bacteriano de 1la
cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908, definida en la
reivindicacién 1 y un medio de cultivo, una solucidén tampdn o

alginato de sodio.

3. El producto para la biorremediacién de acuerdo
a la reivindicacién 2, CARACTERIZADO porque dicho inéculo
contiene una concentracidén conocida de la cepa Pseudomonas
sp. MHP41 NRRL B-30908 desde 1 x 10° UFC/ml hasta 1 x 10%°
UFC/ml de medio de cultivo o de solucidén tampdén o desde 1 x

10° UFC/g hasta 1 x 10'? UFC/g de alginato de sodio.

4. El producto para la biorremediacidn de acuerdo

a la reivindicacién 2, CARACTERIZADO porque dicho indculo
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contiene células liofilizadas de la cepa Pseudomonas sp.

MHP41 NRRL B-30908 en un medio protector compledo estéril.

5. El producto para la biorremediacién de acuerdo
a la reivindicacién 2, CARACTERIZADO porque dicho inéculo
contiene células encapsuladas en alginato de sodio de la cepa

Pseudomonas sp. MHP41 NRRL B-30908. .

6. - -Un‘Jhétodo para ‘'la biorremediacién de un
ambiente contaminado con s—triazinas, CARACTERIZADO porque
dicho método comprende:

a) agregar un producto de acuerdo con cualquiera
de las reivindicaciones 2 a 5 a dicho ambiente contaminado
con s-triazinas, y

b) incubar dicho producto que contiene el inéculo
de la cepa Pseudomonas sp. lMHP41 NRRL B-30908 en este
ambiente contaminado, y dejar que este actie durante un
periodo de tiempo suficiente, desde al menos 1 semana hasta
alrededor de 12 meses, para permitir 1la degradacién de dicho

compuesto s-triazina contenido en dicho ambiente.

7. Un método para  1la biorremediacién de un
ambiente contaminado con s-triazinas de acuerdo a la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO porque dicho periodo de

tiempo comprende un periodo desde 1 semana hasta 4 semanas.
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8. Un métodq para la biorremediacién de un
ambiente contaminado con s-triazinas de acuerdo a 1la
reivindicacién 6, CARACTE&IZADO'porquela concentracién de la
cepa Pseudomonas sp. MHP41 NRRL. B-30908 en dicho ambiente
contaminado, el que es habitualmente suelo, es desde
alrededor de 1 x 10% UFC/g de suelo hasta alrededor de 1 x
10'? UFC/g de suelo.

9. | Un método para' la biorremediacidén de un
ambiente contaminado con s-triazinas de acuerdo a la
reivindicacién 6, CARACTERIZADO pérque dicha s-triazina
presente en el ambiente:contaminado es seleccionado del grupo
que consiste de simazina, hidrexisimazina,
deetilhidroxisimazina, atrazina, hidroxiatrazina,
deetilatrazina, deetilhidroxiatrazina, deisopropilatrazina,
fluorcatrazina, propazina, terbutilazina, acido cianurico vy

cianazina.
10. Un método de acuerdo a la reivindicacién 9,
CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es una molécula que

contiene un atomo de cloro.

11. Un métecdo de acuerdo a la reivindicacién 10,

CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es simazina.
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12. Un método de acuerdo a la reivindicacién 10,

CARACTERIZADA porque dicha s-triazina es atrazina.
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FIGURA 4
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LAMINA 5/9

FIGURA 5

Hha-1  Msp-1

MM: Marcador de peso molecular (100 pb)

Lineas 1 y 4: Pseudomonas sp. ADP

Lineas 2 y 5: Pseudomonas sp. MHP41

Lineas 3 y 6: controles negativos de
restriccién

42




% Simazina Residual

120
100
80 -
60 -
40 -
20 A

LAMINA 6/9

FIGURA ©

a Control
o MHP41

T T

10 20

L]

30
Tiempo (min)

43

T

40

50

60




Y L B B P Y ey e D et A hh i T el b e MRS e e
R R R S N e M e S T LRI

LAMINA 7/9

FIGURA 7
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FIGURA B8
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SURERING ENOENCEA DE INDUS TRIA Y COMERCIO
RIS GRAAARRARRAI RN
No. 08-068859- -00003-0000
Fecha 200%-10-24 14:57:36  Dep 2020 NUECREACIONE
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Solicitud de Patente a nombre de

Universidad Tecnica Federico Santa Maria.

Yo, DILIA MARIA RODRIGUEZ D ALEMAN, identificada como aparece al pie
de mi firma, domiciliada en la carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como apoderada
en este negocio, atentamente solicito a usted se sirva conceder una prérroga de 2
meses para dar respuesta al oficio No. 10823 notificado por fijacidn en lista el 28 de
agosto de 2008, relacionado con la solicitud de patente que se esta tramitando bajo el
expediente de la referencia.

Acompaio el recibo No. 08 - 83,420 de 22 de octubre de 2008, correspondiente a la

tasa de la prérroga del término.

Senor Superintendente,

A

ILIA MA RODRIGUEZ D 'ALE]VIAN@

C.C.41.654.882 e Bogotd _—

T.P. 20.824 CSJ
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P-1335

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. ' D.

Ref.: Expediente No. 08.068.859
Solicitud de Patente a nombre de
Universidad Tecnica Federico Santa Maria

Yo, DILIA MARTA RODRIGUEZ D’ALEMAN, identificada como aparece al pie
de mi firma, domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como apoderada
de la sociedad Universidad Tecnica Federico Santa Maria, domiciliada en
Valparaiso, Chile, solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No.
10823 notificado por fijacién en lista el dia 28 de agosto de 2008, atentamente me
permito presentar:

1. Copia auténtica del poder junto con el Ceruficado de Existencia y Representacion
Legal de dicha sociedad y con su respectiva traduccidn del inglés al espanol.

2. Documento(s) en que consta la cesién del derecho a la patente otorgada por los
inventores a favor de mi mandante, junto con la traduccién de las partes
pertinentes del inglés al espafiol.

Espero con esto haber dado cabal cumplimiento a lo solicitado por ese despacho y

de conformidad con lo indicado en los articulos 3°., inciso 3, 35 inciso 2 y 59 inciso 2
del CCA, al analizar este memorial, atentamente ruego se traten todas las cuestiones
planteadas con motvo del mismo.

Senior Superintendente,

S

DILIA MARIN RODRIGUEZ D’ALEMAN /50)\/
C.C. 41.654.882 de Bogota.

T.P. 20824 CSJ /
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( Carrera 11 N° 86-53 Piso 6

PODER
Yo (nosotros), abajo fumante(s)
José Rodriguez Pérez
en .mi (nuestro) cardcter de  representante(s) legales  de

UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA
MARIA

t
una sociedad organizada y existente. dc acucrdo con las leym de Valparaiso,
Chile .

¥ en actual mmp]imjt:nlo de su objeto social, con domicilic en Av. Espaiia
1680 Valparaiso, CHILE por ¢l presente instrumento confiero (conferi-
mos) poder especial a favor de DILIA MARIA RODRIGUEZ DXALEMAN,
con Cédula de Ciudadania No. 41.654.882 dc Bogotd, y tp. 20824 y
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Cudadania No.
40.017.374 de Tunja, y tp. 36448, con domicilio en Bogots, Colombia,
para que actuando’ en su orden en nombre del (de la) olorgante le (la)
repramtm ante cualquier entidad, autoridad yfo persana, especial

presents documents sjercia legalments en la fed‘a alie
las funclones de OFICIAL DE LEGALIZACIONES DEL m
OF RRE.E. DE GHILE y que la firma y saflo que enel

apamencomsuyus son 168 que bra en fyls 4
sume responsafiilidad al et

ALFONSO AGUL LA
Coénsul General

VICTORIA
Cficial

1545 1)6@ 88 -Fax: (57 1) 6350824 -Emnil: mfo@clarkcmodct.comco

POWER OF Am:oliNEY “??1

{ -
(we), the undersigned s i -
=8 5/ S

legal representative(s) of g f"l‘-'\ ?ﬁa :

o ) Iy el
bt = w5
an orgamzatmn existing under the laws of %2 = m“—
- g

2nd in present execution of its business activil g

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA-MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogotd, and tp. 20824 and
CLAUDIA LUCIA CARO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogota Colomtna to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any enhty, authority and/or natural or
}undxul porsem,  specially  before  those  Administrative,’ Administéative-

ante las del orden Administrativo, Contengioso Adrmmsint:vo, Judicial,
Tribunales de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguien-
tes asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cuzlguiera de las modalidades de
Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencion, modeclos de
utilidad, disefios industriales, variedades vegctalm marcas, lemas, nombres
y enseiias comerciales y denominaciones de origen; asi como sus renovacio-
nes, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y
licencias,

2) Solicitar; tramitar, obtener y/o registrar d::rechos dé autor, en cualquicra
de sus presentacioncs asi como la ‘proteccidn d¢ scorctos industriales y
know-how,

3) Solicitar, tramitar, obtener ylo regish'ar registros sanitarios, pmnisos ylo
licencias de funcionamienio; asi como sus renovaciones o prémogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias. -

4)' Ejercer accianes de-oposicidn, observacidn, reclamos, reconsideracidn,
reposicion, apelacién, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,

proteccion al consumidor, concesién de licencias, proteccién de secretos.

industriales y ‘demés acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de Ia obtencidn o-explotacién' de’ licencias,
acciones de indemnizacién de perjuicios.. También podri(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, pmalm, contencioso~administrativos, tutelas y
de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandante ¢ en
contra el (clla)

5) Registrar nombres de dorinio ante la umdad competeate.

6) En el cjercicio de este-mandato los mandatarios armba mencionados
quedan -facultados para: conciliar, cancelar, transigir, comprometer en
arbitros, desistir, recibir y tomar posesién de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a- derechos concedidos 0 en curso de concesién, admitir
los hechos del proceso. -

7) Ratificar o no la agencia oficiosa.

8) Asi mismo faculto (facultamos) a’ los mmcmnadm apoderados para

recibir notificaciones y designar apoderados judiciales o extrajudiciales,=

sustituir el presente pader y revocar las sustituciones que hicieren.
Dado y firmado en

alos dias de

h«;

Autorizo la firma de don |e1
UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO (

" Cantertious-Administrative

Ce ious, Judicial, arbitration courts, arailar an@a, in " all mattérs -
concemmg the following:

ﬂ"i

ar mﬁm
1) To apply, process, obtain and/or r@@:my: m«x{ﬂ ﬁwu
Property, such as: Patents of Inventio w gns, g@m ;
Marks, Slogans, Trade Names and em u s of Ori m@ as
their rencwals, assigmments, changes ﬂ;{:ﬂ 2Homicile, a t=and
licenses. E3 frYpry s d 5 3
2) To apply, process, obtain and/or : tlit.of any kind @vrﬂ as

protection of industrial secrets or know;
3) To apply, process, abtain and/or registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as theu'm x3Jg-0r assngnments ch;mgm
of name and/or domicile, agroements and licenses. ——=—— -

4) To bring actions of opposition, obscrvations, cl reconsideration, appeal or
legal remedies, canceliations, nullity, protection ¢ -consumer, granting of
licenses, protection of trade secrets and other actiong related with rights derived
from the above- mentioned matters and against the unfair cornpehtlon., actions
resulting from the obtaining or exploitation of licenses, recovering-damages
actions. They can also mtervene or participate in Civil, Commerctal, Criminal or
Trials, the. actions for writ mandamus, police
actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by the grantor or against him.
5) To register domain names before the competent entity. ]

6) To the effect of this mandate the above-named proxy are empowered to:
conciliate, cancel, settle, submit to arbitration, withdraw and to receive and take
possession of the litigation related objet and waive or renounce the rights granted
or it process of granting, admit the facts of the case.

7) To eatify or not the officious agency.

8) 1 (we) hereby appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
notifications and to designate judicial and extrajudicial attorneys, substitute this
Power of Attorney and to revoke such sustitutions.

OMgz LAGOS :
nte de Logallzaciones ;
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“¢ ¢ “CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuando ¢! solicitante es SQCIEDAD)
(Poderes ourgados en: ] Salvadar, Estados Unidos, Méxivoy Veoezils)

Alos dias del mes de de

el Not.ano que’ susc:nbe DAFE de que:

wv»

mayor dc edad y dcmucmzdo

e ﬁrmé de su puiio
qgeantecedc

2. Conoce al'(a la) ototgante y quc este (a) estd legalmente capacitado
para ¢l otorgamiento. .
3. El otorgante  ha firmado

cl rctcudo documentoc en su caricter

de e ;
de la persoma jfridica UNIVERS]DAD TECNICA
FEDERICO SANTA MARIA

4. La citada persona juridica con sede en Valparaiso, Chile, esti legal-
mente constituida, - que tiene achalmente existencia legal y que el
acto para ¢l coal se ha otorgado este poder esti comprendide entre los
que constituyen su oh';dn social,

5. El atorgante tienc, efétwammts la repmmmcmn que ostenta, que esta
es legitima y que esti~facultado pari otofgar este poder.

6. las antériores certificaciones delos puitos 3, 4 y 5, me constan porque
he terudo a la vista- log documéntne aubmhcos

e Natario Péblico. - s

NOTA. A cont.muacnon de io amenor, el Cénsul de Colombia debe

CERTIFICADO NOTARIAL . ,_'(('é‘uando el solicitante es
INDIVIDUO) o
Alos dias del mes de . dc

, el Notario que suscribe DA FE de que:

L.

(nombre de la persona que firma cl poder)

mayor de edad y domiciliado en

firm 6 en su presencia
el documento que antecede, conoce al otorgante y que este estd legalmen-
te capacitado para cl otorgamiento. ‘

Notario Pablico
NOTA: A continuacion de lo anterior, el Consul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Piblico.

Para todos los demas paises el Sefior Cénsul de Colombia © ante quien
se otorgue, debe expedlr una certificacién dejando constancia 1) de la
existencia legal Qe la saciedad, 2) de que esta ejerce actualmente su
objeto social, y 3) de qie la pérsona o personas que otorgan el poder
estén facultadas para hacerlo, dejando

constancia asi mismo dc que tuvo a la vista las pruebas que acrediten
tales circunstancias.  °

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA
O POR APOSTILLA

of fegal age and domiciled at

N

NOTARIAL CERTIFICATE

( When the applicant is a CORPORATION)
(Pqu’s of attamey granted in: El Salvador, Mexico, U.S. A. and meela)

This day of )
the undersigned Notary CERTIFIBS that:

L

(namc of the person who signs the power of attorney)

of legal age and domiciled
in set his hand on
the foregoing document.
2. The grantor is to him personally known and that he/she has legal capacity to
execute the document.
3. The grantor, has ecxecuted the
of

foregoing document in his capacity

of the juridical person

4. The
in .
is duly orgamized, has actual legal existence and that the purposes for which
the power of attomey is granted are within the scope of its corperate purposes.

5. The grantor has infact the referred quality and that hisher representation
i legal and that he/shc is empowered to grant this power of atlomey.

6. I have based the above certifications 3, 4 and 5, on the authentic documents
which for such purpose were exhibited to me.

mentioned  juridical person with place of business

Notary Public

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Public.

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is an IND1VIDUALS)

On this day of
the undersigned Notary CERTIFIES that:

L

(name of the person who signs the Power of Attorney)

signed in his presence the foregoing
document, the grantor s to him pesonally kaown and that he/she has legal
capacity to execute the document.

Notary Public

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signature of the Notary
Pubiic.

For all other countries the Colombian Consul or before who it is granted
must issue a certification stating 1) the legal existence of the corporation, 2)
that the corporate purpoeses arc actually being accomplished , 3} that the
person or persons who grant this Power of Attorney are émpowered to do
it. The Consul will certify also that the documents evidencing these
circumstances were exhibited 1o him,

‘3 ."“r'ww-w
52; CEOYA BE 'M""
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I:ZEPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 108
2020
Bogoté D.C.,

Doctor (a)

RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILIA MARIA
Apcderado{a) y/o Representante de
UNIVERSIDAD TECNICA FEDERICO SANTA MARIA

REFERENCIA Radicacidn N¢. 08 68859
Tramite 2
Evento 1
Actuacidn 416
Oficio No. 9101
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente gue se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, y
en las demds disposiciones vigentes sobre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la Oficina de Comunicaciones para efecto &é‘su publicacidén en la Gaceta
de Propiedad Industrial, conforme lo establece el ‘articulo 40 de la misma Decisidn.

Siendo manifestacidn expresa del interesado de efectuar la publicacién "inmediato",
e€sta se realizard en la préxima gaceta de Propiedad Industrial.

Cumplase
Dado en Bogotd DC,

ALIX CARMENZA/CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la dfvisidn de Nuevas Creaciones

adpald




