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(57) Abstract : The present utility model aims
at providing a bioreactor for in vitro, temporary

FIGURA 1 [B} 5 immersion plant culture, comprising: (i) an
4 B 1 upper container (2) having transparent walls for

8 the propagation material, preferably eucalyptus
/R explants, the container (2) being provided with

' 7 i (a) diffusers for pascous exchange with the
g outer environment, (b) humidifier (12), and (c)

i Rl i e B artificial  illumination (14); (ii) a lower

’ lﬁ container (3) for the liquid nutrient medium,

having transparent walls, an aluminium (ray

2 (15) and a water and/or nutrient medium inlet

(13) located in the botlom of said container (3);

7 (iii) air/oxygen/carbon dioxide

injection/withdrawal points (4) located in the

transparent cover (5); (iv) additional carbon

dioxide injection point (11) with a dripping

9 oW Al — 6 tube, near the bottom of said upper container
] : = ceiriacilge | i - R (2); (v) hermetic connection means (6) between
[ —— f,' / the upper and lower containers, allowing the

: i - 5 - / 3 nutricnt medium to be supplied to and drained

[¥s : from the upper container; (vi) a support for the

e . et e et o screen (7) carrying the propagation malerial,

with the option of using screens having

different mesh sizes; (vii) means (8) for locking

the cover in order to scal the upper container
hermetically; (viit) means (9) for locking the upper container so that it is hermetically closed on the lower container; and (ix) means
(10) for pneumatically conveying the liquid nutrient medium between the upper container and the lower container.

(57) Resumo :
(Continua na pdgina seguinie)



WO 2015/066779 A1 IR0 K R0 R A0

O presente modelo de utilidade objetiva proporcionar um biorreator para cultivo in vitro de plantas, do tipo de imersdo tempordria
compreendendo: (1) um recipiente superior (2) com paredes transparentes para o material em propagagio, preferencialmente
explantes de eucalipto, dito recipiente (2) sendo provido de (a) difusores de troca gasosa com o ambiente externo, (b)
umidificador (12), e (¢) iluminagdo artificial (14); (ii) um recipiente inferior (3) com paredes transparentes para 0 meio nutriente
liquido, tendo uma bandgja de aluminio (15) e um ponto (13) de entrada de agua e/ou meio nutriente, localizado no fundo do dito
recipiente (3); (iii) pontos (4) de injegfo/retirada de arfoxigénio/ghs carbdnico localizados na tampa transparente (5); (iv) ponto
(11) de injegdo adicional de gas carbonico com tubo gotejador, proximo ao findo do dito recipiente superior (2); (v) meios (6) de
conexio hermélica entre os recipientes superior ¢ inferior para o abastecimento/drenagem do meio nutriente para e do recipiente
superior; (vi) suporte de tela (7) para o material em propagagdo, com possibilidade de troca de telas de difercntes malhas; (vii)
meios (8) de travamento da tampa para fechamento hermético do recipiente superior; (viii) meios (9) de travamento do recipiente
superior para fechamento hermético sobre o recipiente inferior; ¢ (ix) meios (10) de movimentagiio pneumética do meio nutriente
liguido entre o dito recipiente superior e dito recipiente inferior.
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Relatério Descritivo da Patente de Modelo de Utilidade

"BIORREATOR PARA CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS”

CAMPO DA INVENCAO

O presente modelo de utilidade refere-se a um
biorreator do tipo de imersao temporaria para cultivo in
vitro de plantas, preferencialmente a um biorreator
empregado em um sistema de producdo de microestacas de

eucalipto em alta escala e alta produtividade.

FUNDAMENTOS DO MODELQO DE UTILIDADE

Os biorreatores empregados na técnica de producdo de
mudas de plantas sio equipamentos para o cultivo asséptico
de plantas em regime de imersio permanente ou temporaria em
meio nutriente liquido ou semi-sélido. Em geral, um
biorreator compreende um conjunto de recipientes que contém
compartimentos e acessérios para o manejo o6timo dos
principais fatores de crescimento visando maximizar o
desempenho das reagdes biolédgicas. 0 emprego de
biorreatores na producdo de plantas pela técnica de imersao
tempordria possibilita a obtencdo de maiores taxas de
crescimento e de multiplicacdo da cultura por meio do uso
continuo de meic nutriente liquido, preferencialmente
suplementado com a injecdo de ar e provido de iluminacéo

artificial.

A demanda por produtos florestais e a necessidade de
boa qualidade da matéria-prima tém exigido altos
investimentos no setor florestal, resultando em avangos

consideraveis no processo produtivo e nas técnicas
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utilizadas que evoluiram desde a estaquia convencional até

a4 moderna propagacgdo vegetativa ou micropropagacao.

Consequentemente, o) melhoramento genético e a
biotecnologia tém requerido o desenvolvimento de novos
equipamentos para a producdo de mudas in vitro, visando
potencializar os beneficios da micropropagacdo e reduzir as
suas inerentes dificuldades. Dentre esses equipamentos, o0s
biorreatores se destacam como a concretizacdo de um
ambiente controlado para cultivo, por imersdo temporaria ou
permanente, de células, gemas, embrides ou qualguer tipo de
propédgulo apropriado para a criacdo de mudas de especles;
por exemplo, florestais, em escala  comercial.
Particularmente, a automacdo e o uso; em larga escala, do
cultivo em meio liguido para a propagag¢do in vitro de
plantas vém sendo consideradeos a melhor estratégia para
superar as barreiras impostas pelo alto custo de producdo

do cultivo em meios semi-sélidos (gelificados).

Os biorreatores sdo classificados fundamentalmente de
acordo com o modo de agitacdo e pela construcdo do
recipiente, incluindo aerador agitador, tambor rotativo,
filtro rotativo, borbulhador, aeracgdo simples ou combinada
e coluna de bolha, componente de levantamento de ar,
membrana porosa ao oxigénio, componente de sobre-aeracgdo e

tipo de imersdo temporaria.

Os sistemas de imerséao temporaria compreendem
biorreatores, que sdo o componente essencial desses
sistemas e que se caracterizam pelo tamanho do recipiente,
tipo de suporte da cultura, existéncia de controle

computadorizado da imersdo ou simples timer, e
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adicionalmente compreendem bomba peristdltica, bomba de ar

ou de movimentagdo mecanica do recipiente para o

deslocamento do meio liquidd, possibilidade de_reciclo do
meio liquido e separacdo (ou incorporacdo) do reservatério
do meio 1liquido relativo ao recipiente de cultivo.
Caracteristicas comuns aos biorreatores sdo as paredes
transparentes, para passagem de luz e verificacdo do
processo de desenvolvimento da planta, e a possibilidade de

serem esterilizados em autoclaves.

Os dois tipos principais de biorreatores para
micropropagagéo de células e tecidos vegetais, em meio
nutriente liquido, sido o tipo RITA (Recipiente de Imersio
Temporaria Automatizada) e o tipo BIT (Biorreator de

Imersdo Temporaria).

O tipo RITA caracteriza-se por uma disposicdo de

recipientes, para o material a ser propagado e para o meio

nutriente ligquido, sobrepostos e pela operacdo e controle,

dos fatores que influenciam o processo, realizados de modo
automatizado. A principal vantagem do tipo RITA & a
manutencaoc de condigdes estdveis e uniformes ao longo do
processo e a principal desvantagem é a complexidade e

dispendiosa operacionalizacio.

O tipo BIT mais simples e menos oneroso tem a
disposicdo dos recipientes feita lado a lado e a duracgao
dos periodos de imersdo e auséncia do meio iiquido no
recipiente de micropropaga¢do, sendo que a alternancia
desses periodos é feita por um controlador comum de tempo
(timer). Entretanto, o tipo BIT, apesar de ser menos

oneroso e de operacionalizacdo mais simples, requer um
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acompanhamento mais préximo do processo de micropropagacio
que ndo é automatizado, além de exigir um espa¢o bem maior

para a colocagdo lado a lado dos recipientes. -

Biorreatores automatizados e nao automatizados
exemplificativos sdo descritos, por exemplo, no documento
US20040209346 que mostra um biorreator de imerséo
intermitente realizada por meio de um mecanismo pivoteado
central cuja operacionalizagdo é automatizada; no documento
W02012061950 que detalha um biorreator automatizade para a
obtengdo de uma espécie da Antartida que requer condigdes
especiais e bem controladas para a micropropagacio; no
documento W02012044239 é descrito um biorreator consistindo
de um recipiente que compreende um compartimento superior
(para o tecido vegetal a ser propagado) e um compartimento
inferior (para o meio nutriente liquido) sendo o liquido
transportado, por meio de injegdo de gas, do compartimento
inferior para o© compartimento superior de acordo com a
programacgao do periodo de imersdo; no documento
WO02012156440 ¢é descrito um sistema de biorreatores de
imersdo temporaria, em que cada biorreator é composto de
dois recipientes, sendo o superior destinado para o
material a ser propagado e o inferior destinado ao meio
nutriente liquido que ¢é transportado para o recipiente
superior para a realizagdo do ciclo de imersdo, sendo este
Ultimo sistema caracterizado pelo aproveitamento méximo de
espago do ambiente de micropropagagdo. Apesar do avango
propiciado por esses biorreatores conhecidos do estado,
podem ser percebidas certas desvantagens que influenciam

negativamente na micropropagagdo, tais como maior
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]

dificuldade de <colocag3o/retirada do material a ser
propagado, menor eficiéncia na movimentagdo do meio
nutriente, menos pontos de 1injecdo/retirada de gases,

dentre outras desvantagens.

Assim, nés verificamos que hd a necessidade de um
biorreator de imersdo tempordria em meio nutriente liquido
suplementado com injegdo de ar e enriquecimento de gas
carbénico, sendo provida radiacdo fotossinteticamente ativa
dentro do recipiente contendo o material em propagagéao,
sendo que esse biorreator deve ser apropriado para a
micropropagacido de plantas florestais e ter formato e
dimensdes que maximizem o espago do- ambiente onde &
realizada a propagacgaoc vegetativa, com simultanea
facilidade de acesso ao recipiente de material a ser

propagado.

SUMARIC DO MODELO DE UTILIDADE

O presente modelo de utilidade objetiva proporcionar
um biorreator <customizado para atender as demandas
fisiolégicas para a propagacdo vegetativa de espécies
florestais, preferivelmente do eucalipto, possibilitando a
produgédo intensiva em padréo 6timo de qualidade,
uniformidade e vigor dos Dbrotos produzidos, maior
enraizamento de microcestacas e melhor aclimatizacdao e
precocidade de precdugdc de mudas clonais para @ usc

industrial em larga escala.

O presente modelo de utilidade é concretizado na forma
de um biorreator (1) para cultivo in vitro de plantas, do

tipo de imersdo temporaria compreendendo: (i) um recipiente

[
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superior.(Z) com paredes transparentes para o material em
propagacgdo, preferencialmente explantes de eucalipto, dito
recipiente (2) sendo provide de (a) difusores de troca
gasosa com o ambiente externo, (b) umidificador (12), e (c)
iluminagdo artificial (14), preferencialmente do tipoc LED;
(ii) um recipiente inferior (3) com paredes transparentes
para o meio nutriente liquido, tendo uma bandeja de
aluminio (15) e um ponto (13) de entrada de &gua e/ou meio
nutriente, preferencialmente localizado no centroc do fundo
do dito recipiente {3): e pontos (4) de
injecdo/retirada de ar/oxigénio/gds carbénico localizados
na tampa transparente (5); (iv) ponto (11) de injecédo
adicional de gas carbdénico com tubo gotejador, préximo ao
fundo do dito recipiente superior (2); (v) meios (6) de
conexac hermética entre os recipientes superior e inferior
para o abastecimento/drenagem do meio nutriente para e do
recipiente superior; (vi) suporte de tela (7) para o
material em propagagdo, com possibilidade de troca de telas
de diferentes malhas; (vii) meios (8) de travamento da
tampa para fechamento hermético do recipiente superior;
{(viii) meios (2) de travamento do recipiente superior para
fechamento hermético sobre o recipiente inferior; e (ix)
meios (10) de movimentacgdo pneumdatica do meic nutriente
liguido entre o dito recipiente superior e dito recipiente

inferior.

BREVE DESCRIGCAQ DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra o Dbiorreator de acordo com o
presente modelo de utilidade montado, em (A) vista lateral

direita e em (B) wvista frontal.

\\
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A Figura 2 mostra o biorreator de acordo com o
presente modelo de utilidade montado, em (A) vista lateral

esquerda e em (B) wvista traseira.

A Figura 3 mostra o biorreator de - acordo com o
presente modelo de utilidade desmontado, em perspectiva,

visto de baixo para cima.

A Figura 4 mostra o biorreator de acordo com o
presente modelo de utilidade desmontado, em perspectiva,

visto de frente.

A Figura 5 ilustra esquematicamente o biorreator do
presente modelo de utilidade, sendo que em: (A) é mostrada
uma vista de fundo do recipiente (3), (B) & mostrada uma
vista de frente do biorreator, e (C) & mostrada uma vista

de lado.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Existem no mercado diversos tipos de biorreatores de
imersdo tempordria, sendo os principais o tipo RITA
(Recipiente de Imersdo Temporaria Automatizado), tipo BIT
(Biorreator de Imersao Temporaria), tipo SIT (Sistema de
Imersdo Tempordria) e BioMint (Biorreator de Imersao
Temporéaria), tendo em comum, geralmente, o conceito de
funcionamento pneumiatico de imersao temporaria das plantas
no meio nutritivo liquido. A grande diferenca entre eles
reside no formato dos compartimentos para as plantas e para
armazenar o meio ligquido. Na maioria deles, os recipientes
de cultivo das plantas é separado e individualizado do

compartimento de armazenamento do meio liquido.
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Né biorreator objeto do presente modelo de utilidade,
0s recipientes séao acopladbs um sobre o outro, em uma unica
plataforma, permitindb reducdao de espacgo. 0 grande
diferencial do biorreator, tipo BIT, do presente modelo de
utilidade sdo suas dimensdes customizadas para o habito de
crescimento de espécies arbéreas, principalmente com foco
na eucaliptocultura.‘ Além dissc, o presente biorreator
possui caracteristicas unicas, tais como valvulas e bicos
difusores, para permitir trocas gasosas (ar, oxigénio, gés
carbbénico, vapor d’ dgua), controlados conforme a
necessidade da cultura. Adicionalmente é provida iluminacéo
artificial com lampadas, preferencialmente do tipo diodo-
led para suprir fétons de luz com intensidade luminosa e

comprimentos de onda especificos para maximizar as taxas

fotossintéticas, permitindo elevar as taxas de assimilagéo

do carbono e subsequentemente seu sequestro em biomassa

vegetal.

Desée modo, o bilorreator do presente modelo de
utilidade pode ser utilizado como um sistema de produgédo
fotoautotréfico, ou seja, um sistema no gqual a planta
cresce sem fonte de carboidratos no meio nutriente, sendo
que o) ambiente é enriquecido com alta radiagao
fotossintética e com alta concentragcdo de gas carbdnico, e
consequentemente, resultando em altas taxas de crescimento

e de produtividade e sobrevivéncia das plantas.

A micropropagagdc vegetativa realizada no biorreator
do presente modelo de wutilidade, quando comparada a
produgdo de mudas em jardins clonais, possibilita um melhor

controle das condig¢des microclimdticas e nutricicnais da

>
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cultura, por meio de suprimento otimo e continuo de
nutrientes e reguladores do crescimento;’ renovacdo da
atmosfera da cultura com enriquecimento de gases; mudanga e
adequacdo do meio nutritivo de acorde com a demanda da
planta em seus diferentes estidgios de desenvolvimento e
controle de microrganismos. A producdo de mudas clonais de
espécies e clones recalcitrantes é um entrave na propagacgio
convencional porgue o© rejuvenescimento e/ou revigoramento
das matrizes nem sempre ¢é alcancado. Além disso, a
micropropagacgao vegetativa possibilita a automatizacdo do
fluxo de produgdo, o gque reduz a necessidade de A&reas
extensas de canaletes nos jardins clonais, permitindo maior
produgdo de microestacas em espa¢o reduzido de laboratédrio
e com maior eficiéncia no uso de energia -e mdo de obra
empregada na multiplicagdo das plantas. Adicionalmente, a
micropropagagdo vegetativa permite a otimizacdo dos
aspectos operacionais no laboratdério, uma vez que as
plantulas sdo produzidas em grandes lotes e com menor
manuseio do material vegetal, aumentando, portanto, a
confiabilidade quanto & pureza e limpeza dos <clones

multiplicados.

Como mostrado nas Figuras 1 e 2, o biorreator (1) do
presente modelo de utilidade compreende um recipiente
superior (2) para o material a ser propagado e um
recipiente inferior (3) para o meio nutriente destinado a
imersdo do material em propagagdo vegetativa. Os
recipientes (2) e (3) tém formato adeguado para maximizar o
aproveltamento do espaco no ambiente destinado a

micropropagacéo, por exemplo, forma de caixa
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substancialmente retangular ou cubica, preferencialmente de
caixa retangular. As paredes dos recipientes (1) e (2) s&o
transparentes e feitas de material adequado ndo s6 para
permitir a passagem de 1luz como também para responder
positivamente aos testes de funcionalidade biolégica e de
resisténcia estrutural e térmica, por exemplo, material
acrilice, de polietileno, de polipropilenc, de
policarbonato e vidro, preferencialmente com elevada

resisténcia meclnica.

O recipiente superior (2) é provido de difusores de
gases, fabricados em material apropriado, por exemplo,
metal ou pléstico, entre o recipiente superior e o ambiente
externo do biorreator para permitir trocas gasosas da
cultura vegetal com o ambiente externo e também para
permitir o enriquecimento uniforme do recipiente superior
com gas carbénico injetado pela tampa superior. 05
difusores sdo’' encaixados sob pressio em furos com anel de
vedacdo de silicone no lade interno da tampa do
reservatorio superior e, adicionalmente, podem ser
substituidos por outros de maior vazdo de gases, conforme a

necessidade do manejo da atmosfera interna do recipiente.

O recipiente superior (2) é provide com dois ou mais
pontos (4) de injegdo ou de drenagem de ar, oxigénio, gas
carbdénico e qualquer substdncia gasosa que deva ser
controlada para possibilitar condigdes aéreas ideais para a
propagagac vegetativa. Os ditos pontos (4) estéo
localizados na tampa (5) do recipiente superior, também
visando evitar ©perda de espaco lateral entre ¢s

biorreatores colocados em paralelo sobre prateleiras, e sac
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concretizados na forma de orificios providos de meios (6)
de conexdo, por exemplo, por engate, preferencialmente
rosqueados, de tubulagdes transparentes de gases, sendo
ditos meios feitos de material resistente as condigdes de
esterilizacdo em autoclave. Preferencialmente, os meios (6)
possuem duplo travamento com anel de silicone para vedacao

do engate entre os recipientes superior e inferior.

No interior do recipiente superior (2) é disposto um
suporte (7), feito preferencialmente de uma tela de aco
inox, com moldura em material polimérico, por exemplo,
nylon, para permitir a troca de telas de diferentes malhas.
Preferencialmente, o suporte (7) é provido de hastes, sendo
uma centralizada e a outra moldada na tela, para facilitar
a remogdo de toda a cultura vegetal sobre a tela apés o
ciclo de cultivo. E importante observar que, de acordo com
O presente modelo de utilidade, de preferéncia, o suporte
(7) compreende uma tela de inox delgada, com diferentes
especificagdes de fios (por exemplo, n®°6, n° 8, n® 10) e
espessura de malhas (por exemplo, n°® 24, n°® 26, n° 28) e
sem flanges inferiores, ditas telas sendo intercambiiveis
para permitir colocagdo de diferentes tipos de materiais
vegetal (por exemplo, segmentos nodais, &pices caulinares,
caules isolados, brotos isolados, toucas de multibrotacdes,

tufos de multibrotacgses).

A tampa (5) é posicionada e travada sobre o recipiente
(2), através de meios (8), de modo estanque para evitar
contaminagdo e possibilitar o adequado funcionamento de
abastecimento e drenagem do meio nutriente liquido para e

do recipiente (2) para execucgdo dos periodos de imersdo. Do

\S
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mesmo modo também sdo providos meios (9) de posicionamento
e travamento do recipiente (2) sobre o recipiente (3).
Preferivelmente, o0s meios de posicionamento e travamento
(8) e (9) sao providos de anel de vedacao,
preferencialmente em silicone, e ©presilhas externas
deslizantes em trilho injetado no recipiente superior
(meios (8)) e no recipiente inferior (meios (9)). As
presilhas externas de travamento de seguranca entre aé
tampas dos recipientes superior e inferior, adicionélmente
permite o transporte do conjunto integrado, de um local
para outro, sem risco de desacoplamento entre 0s
recipientes. Também deve ser observado que as presilhas
possuem caracteristicas de duplo travamento ou duple efeito
que conferem ao biorreator do presente modelo de utilidade
sequintes vantagens: (1) desnecessidade de pressionar os
dois recipientes para vedagdo do dreno; (2) seguranga no
transporte do conjuntc evitando riscos de acidente com a
separagdo dos recipientes; (3) duplo estdgio de travamento
entre os reservatdrios, sendo o primeiro antes da
autoclavagem do conjunto recipientes e meio de cultura e o

segundo apds autoclagem dos mesmos.

Adicionalmente, o recipiente inferior (3) possui uma
entrada/dreno (10) para ar comprimido para a realizacgdo da
movimentagdo pneumatica do meio nutriente liquido entre os
recipientes (2) e (3). Essa movimentag¢do pneumatica é
proporcionada por um temporizador (ndo mostrado) que é
acionado por uma valvula soclenoide (ndo mostrada),
alternando o0s periodos de imersdo (transferéncia do meio

liquido para o recipiente (2) por aumento da pressdoc no
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recipiente (3)) e de auséncia de imersdo (transferéncia do
meio liquido para o recipiente (3) por redugdo da presséo

neste recipiente).

Todas as pec¢as dos recipientes superior (2) e inferior
(3), incluindo tampas, presilhas, hastes e molduras de
telas sdo injetadas em resinas de ©policarbonato, ou
material polimérico equivalente, translicido e 1liso, com
propriedades adequadas de resisténcia para a realizacao de
sucessivas autoclavagens a 121°C e 1 atm, por 40 min, por
exemplo, em condigdes ncrmatizadas de temperatura e pressio
e duracido. E importante mencionar que o tipo de material
polimérico, preferencialmente policarbonato, utilizado deve
ser tal que proporcione a redugdo de formacgdo de bolhas,
confira maior resisténcia as altas pressdes de 1injegdo e
resulte em menores deformagdes estruturais nas variagdes de
temperatura e pressao, durante o tempo de injecdo e tempo

de recalque no processo de fabricacédo.

O  Dbiorreator do presente modelo de utilidade é
dimensionado de forma apropriada para permitir a eficiente
micropropagacgao vegetativa de espécies arbéreas,
preferivelmente de eucalipto, enquanto ¢é maximizadec o
aproveitamentb de espaco do ambiente de micropropagacgéaoc.
Por exemplo, o biorreator pode, preferencialmente, ter as
dimensdes de 300 mm comprimento x 200 mm largura x 250 mm

de altura total.

Todas as publicagdes e pedidos de patente mencionados
na presente descrigcdo sdo indicativos do nivel daqueles
especialistas na técnica ao qual o presente modelo de

utilidade se refere. Todas as publicagdes e pedidos de

\'D
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patente sdo aqul incorporados a titulo de referéncia na
mesma extensdo como se cada publicagdo individual ou cada
pedido de patente fosse especificamente e individualmente

indicado para ser incorporado a titulo de referéncia.

Apesar de certas concretizagdes terem sido descritas,
elas foram apresentadas como um modo exemplificativo
somente, e n&o ha intencdo de limitar o escopo do presente
modelo de utilidade. As reivindicagdes que acompanham esta
descrigdc e suas equivalentes sdo consideradas como
cobrindo tais formas ou modificagbes na medida em que elas
podem estar dentrc do escopo e espiritc do presente modelo

de utilidade.
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REIVINDICAGAO

1. Biorreator para cultivo in vitro de plantas, do tipo de

imersdo temporaria caracterizado por compreender:

di

4.

1

iR AR

vi.

um recipiente superior com paredes transparentes
para o material em propagagdo, dito recipiente
superior sendo provido de:

{a) difusores de troca gasosa com o© ambiente
externo,

(b) umidificador (12), e

(c) iluminagdc artificial (14), preferencialmente

do tipo LED;

um recipiente inferior com paredes transparentes
para o meio nutriente liquido, tendo uma bandeja e
um ponto de entrada de &gua e/ou meio nutriente,

localizado no fundo do dito recipiente inferior;

pontos de injecdo/retirada de ar/oxigénio/gas
carbbnico localizados na tampa transparente gue

posiciona e veda © recipiente superior; .

ponto de injecdo adicional de gds carbénico com
tubo gotejador, préximo ao fundo do dito recipiente

superior;

meios de conexd3o entre os recipientes superior e
inferior para o abastecimento/drenagem do meio

nutriente para e do recipiente superior;

suporte de tela para o material em propagagdoc, com
possibilidade de troca de telas de diferentes

malhas;

10



WO 2015/066779 PCT/BR2013/000483

3 s

viii.

I

meios de posicicnamento e travamento da tampa para

fechamento hermético do recipiente superior;

meios de posicionamento e travamento do recipiente
superior para fechamento hermético sobre o}

recipiente inferior; e

meios de movimentacio do meio nutriente liquido
entre o dito recipiente superior e dito recipiente

inferior.

A



WO 2015/066779 PCT/BR2013/000483
1/4
(A) : (B)
4 4 5 | 4 P g 1
;8 \—-‘ / / 8 /R /
\ﬁé —— =l 7 /\ L
= i - —— e
| ' 2
i i i
! | T 7
| i =
.9 PN, 6
o e 3 g /3
7 ’ N
= L .
FIGURA 1

(A)

:H\\h

MR

10

FIGURA 2



WO 2015/066779

2/4

PCT/BR2013/000483

FIGURA 3



WO 2015/066779 PCT/BR2013/000483
3/4
U i —; s 1

FIGURA 4



WO 2015/066779

PCT/BR2013/000483

4/4

ey

3

FIGURA 6§



B M A " BARBOSA MUSSNICH ARAGAO
PROPRIEDADE INTELECTUAL

Rio de Janeiro, May 05, 2016

INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20

Switzerland

Re.: PCT Patent Application No. PCT/BR2013/000483
Title: “Bioreactor for in vitro plant culture”
In the name of Fibria Celulose S.A.

Ourref.: P2673 00634101.045273 — GFV/ISF/ANA

REQUEST FOR RECORDING OF CHANGE IN THE ADDRESS OF THE
APPLICANT PURSUANT TO PCT RULE 92bis.1(a)

Dear Sirs/Ladies:

Pursuant to Rule 92bis of the Regulations under the PCT, we kindly request you to proceed

with a record of change concerning applicant’s address.

Applicant Name: Fibria Celulose S.A

Old Address: Alameda Santos, 1.357 - 6° Andar
Cerqueira César — CEP: 01419-001
Sao Paulo - SP

Brasil

New Address: Rua Fidéncio Ramos, 302 - 3° Andar — Torre B
Vila Olimpia — CEP: 04551-010
Sdo Paulo - SP

Brasil

RIO DE JANEIRO Av. Almirante Barroso, 52 - 33" andar | 20031-000 | t. +35 21 3824-5757 . +55 21 5824-5740 www.bmalaw nom.b$



B M A ? BARBOSA MUSSNICH ARAGAO
PROPRIEDADE INTELECTUAL

It is respectfully requested that this change be recorded and all Offices and PCT Authorities

notified as needed.

As the 30 months deadline for entering the national phases ends on MAY 11, 2016, an

official confirmation as soon as possible would be highly appreciated.

We also look forward to receiving copies of PCT/IB/306 with the record of change

mentioned above.
Please do not hesitate to contact us in case you need any further information/documents.

In the meantime, we remain

ey
PN

] / . / s
_’/)"' i ¥ 7 -/: it

Ana Cristina Miiller [nés-Fernandes

RIO DE JANEIRO Av, Almirgnte Barroso, 52 - 33° andar | 20031-000 | t. +55 21 3824-5757 f, =55 21 5824-5740 vn'."ﬂ.bmaFaw.com.b’

A



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

International application No.

PCT/BR2013/000483

——

A.  CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER
A01C1/02 (2006.01)

According to Internatienal Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC

B.  FIELDS SEARCHED

A01C1/02

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols)

Documentation searched other than minimum documentation to the extent thal such documents are included in the fields searched

EPCDOC

Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practicable, search terms used)

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relevant to claim No.

A US 6067750.A 1

30 maio 2000 (2000-05-30)
A US 4216741 A (HAZLETON S¥S8T) T

12 agosto 1980 (1980-08-12)
A ES 2002927 A6 (L S A AS [ES)) o

. 01 outubro 1988 (1988-10-01)

A ' FR 2779028 Al (BASLES DANIEL [FR]) *s

03 dezembro 1999 (1999-12-03)

D Further documents are listed in the continuation of Box C.

‘J_E__‘ See patent family annex.

* Special catcgories of cited documents:

“A” document defining the general state of the art which is not considered
to be of particular relevance

“E" earlier application or patent but published on or after the international
filing date

“L”  document which may throw doubts on priority claim(s) or which is
cited to establish the publication date of ancther citation or ather
special reason (as specified)

“0” document referring to an oral disclosure, use, exhibition or other
means

“P"  document published prior to the international filing date but later than
the priority date claimed

“T™ later document published after the international filing date or priority
date and not in conilict with the application but cited to understand
the principle or theory underlying the invention

“X” document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered novel or cannot be considered to involve an inventive
step when the document is taken alone

*“Y” document of particular relevance; the claimed invention cannot be
considered to involve an inventive step when the document is
combined with one or more other such documents, such combination
being obvious to a person skilled in the-art

“&"  document member of the same patent family

Date of the actual completion of the international search

17/02/2014

Date of mailing of the international search report

Name and mailing address of the ISA/

Facsimile No.

Authorized officer

Telephone No.

Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 2009)

W



INTERNATIONAL SEARCH REPORT

: ; International application No.
Information on patent family members PP i

PCT/BR2013/000483
US 6067750 A 20000530  TW471253 U 2002-01-01
US 4216741 A 1980-08-12 CA 1116456 Al 1982-01-19
CH 643984 AS 1984-07-13
DE 3007946 Al 1980-09-18
FR 2450634 A1 1980-10-03
GB 2048043 A 1980-12-10
JP $55150826 A 1980-11-25
JP H0145339 B2 1989-10-03
ES 2002927 A6 1988-10-01 NONE
'FR 2779028 A1 1999-12-03 FR 2779027 Al 1999-12-03

FR 2779028 B1 -2000-08-18

Form PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 2009)



RELATORIO DE PESQUISA INFERNACIONAL

Depésito internacional N°

: /
PCT/BR2013/000483

A.  CLASSIFICACAO DO OBJETC
A01C1/02 (2006.01)

De acordo’com a Classificagdo Internacional de Patentes (IPC) ou conforme a classificagdo nacional ¢ IPC

B. DOMINIOSABRANGIDOS PELA PESQUISA

Documentagdo minima pesquisada (sistema de classificagdo seguido pelo sfmbolo da classificagao)

A01C1/02

Documentagdo adicional pesquisada, .além da minima, na medida em que tais documentos estdo incluidos nos dominios pesquisados

Base de dados eletronica consultada durante a pesquisa internacional (nome da base dz dados e, se necessario, tetmos usados na pesquisa)

EPODOC
C. DOCUMENTOQS CONSIDERADOS RELEVANTES
Categoria* Documentos citados, com indicagio de pa.nt;'s relevantes, se apropriado Re.ze.‘fa“‘e i
‘ reivindicacdes. N°
A - US 6067750 A . 1
30lmaio 2000 (2000'—05-30]
A US 4216741 A (HA?LETON SYST) ok
12 agosto 1980 (1980-08-12)
A ES 2002927 A6 (L S A AS [ES]) b
~ 01 outubro 1988 (1988-10-01)
A . "FR 2779028 Al (BASLES DANIEL [FR)) X
: 03 dezembro 1999 (1999-12-03) '

[0 Documentos adicionais estio listados na continuagio do quadro C

[X] Ver o ancxo de familias das patentes

Categorias especiais dos documentos citados: +

* A" documento que define o estado geral da téenica, mas nio ¢ considerado de
particular relevancia.

"E" pedido ou palentc anterior, mas publicada apds ou na data do depdsita
intermacional y ; )

"L" documento que pode langar divida na(s) reivindicagdo(des) de priondade ou

~ nagual ¢ citedo para determinara data de outra citngdo o por outra razdo

especial

" 0" documento referente a uma divulgagdo oral, uso, exibigdo ou por outros meios

“ P documento publicado antes do depdsito intemacional, porém posterior a data
de priondade reivindicada.

“T'documento publicado depois da data de depdsito intemacional, ou de

priondade e que ndo conflita como depasite, porémcitado para entender o
principio ou teoria na qual se¢ baseia a invengdo.

" X" documento de particular relevancia; 8 tnvengdo reivindicoda ndo pode ser

considernda rova ¢ ndo pode ser considerada envelver um atividade
inventivaquande o documento é considerado 1soladamente,

* Y™ documcnta de particular relevincia; a invengdo reivindicada ndo pode ser

considerada envelver atividade inventiva quando o documento ¢ corrbinado
comum outro documento ou mais de um lal combinagdo scndo dbvia para
umtéenico no assunto,

" &" documento membro da mesm @milia de patentes,

Data da conclusio da pesquisa internacional

17/02/2014

Data do envio do relatério de pesquisa internacional;

Nome ¢ enderego postal da [SA/BR

v INSTITUTO NACIONAL DA
PROPRIEDADE INDUSTRIAL
‘ . Rua Sao Benton® 1, 17° andar

cep. 20090-010, Centro - Rio de Janeiro/RJ
N° de fax: +55 21 3037-3663

N de telefone:

Funcionario autorizado

Carlos Vinicius Garcla Barreto
. +55 21 3037-3493/3742

Formulario PCT/1SA/210 (segunda pagina) (Julho 2009)



RELATORIO DE PESQUISA lNTERNAClONAL
Informagdo relativa a membfos da familia da patentes

Depésito internacional N°

PCT/BR2013/000483

Documentos de patente
citados no relatério de pesquisa

Data de publicacio

Membro(s) da familia de patentes

Data de. pliblicacﬁo

~US 6067750 A

US 4216741 A

ES 2002927 A6

"~ FR 2779028 Al

2000-05-30

1980-08-12

mmemmes s em————

1988-10-01

1999-12-03

TW 471253 U

. CA 1116456 Al

CH 643984 AS

- DE 3007946 A1l

FR 2450634 Al
GB 2048043 A
JP 855150826 A
JP HO0145339 B2

FR 2779027 Al
FR 2779028 B1

2002-01-01
1982-01-19
1984-07-13
1980-09-18
1980-10-03
1980-12-10
1980-11-25
1989-10-03

1999-12-03

2000-08-18

* Formuldrio PCT/ISA/210 (anexo da familia de patentes) (Julho 2009)

2\



1/12

Specification of the Utility Model "BIOREACTOR FOR IN VITRO
CULTIVATION OF PLANTS"

FIELD OF THE INVENTION

The present utility model relates to a bioreactor of the
temporary immersion type for in vitro cultivation of plants,
preferably a Dbioreactor wused 1in a production system for

eucalyptus micropiles on a large scale and high productivity.

FUNDAMENTALS OF THE UTILITY MODEL

The bioreactors used in the production technique of plant
seedlings are equipment for the aseptic cultivation of plants in
a permanent or temporary immersion system in a liquid or semi-
solid nutrient medium. In general, a bioreactor comprises a set
of containers containing compartments and accessories for the
optimal management of key growth factors to maximize the
performance of bioclogical reactions. The use of bioreactors in
the production of plants for the temporary immersion technique
makes it possible to achieve higher growth rates and
multiplication of crops through the continued use of liquid
nutrient medium, preferably supplemented with the injection of

air and provided with artificial lighting.

The demand for forest products and the need for good quality
raw material have required high investments in the forestry
sector, resulting 1in significant advances in the production
process and in the techniques used which at have evolved from
conventional cutting to modern vegetative propagation or

micropropagation.

Consequently, genetic improvements and biotechnology have
required the development of new equipment for the production of
in wvitro seedlings, aimed at enhancing the benefits of
micropropagation and reduction of their inherent difficulties.

Among these devices, bioreactors stand out as the realizatiocn of

v
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a controlled environment for cultivation, for the temporary or
permanent immersion of cells, buds, embrycs or any appropriate
type of propagules for the creation of species of plants, for
example, forestry on a commercial scale. In particular, the
automation and the use on a large scale, of cultivation in a
liquid medium for the in vitro propagation of plants has been
considered the best strategy in overcoming the barriers imposed

by the high cost of crop production in semi-solid media (gelled).

Bioreactors are primarily categorized according to the
method of agitation and construction of the container, including
aerator stirrer, rotating drum, rotating filter, bubble trap,
simple or combined aeration and bubble column, air 1lifting
component, porous membrane to oxygen, over-aeration component and

type of temporary immersion.

Temporary immersion systems include bioreactors, which are
the essential component of these systems, characterized by the
size of the container, type of substrate culture, existence of
computerized or simple immersion control timer, and further
comprise a peristaltic pump, air pump or mechanical movement of
the container to displace the liquid medium, the possibility of
recycling the liquid medium and separation (or embedding) of the
liquid medium reservoir relative to the cultivation container.
Common features of bioreactors include transparent walls for the
passage of 1light and verification of the plant development

process, and the possibility of being sterilized in autoclaves.

The two main types of micropropagation bioreactors for plant
cells and tissues in a liquid nutrient medium are the RITA type
(Automated Temporary Immersion Container) and BIT type (Temporary

Immersion Bioreactor).

The RITA type is characterized by an array of containers for
the material to be propagated and for the ligquid nutrient medium,
and the overlapping operation and control of the factors
influencing the process, performed in an automated manner. The
main advantage of the RITA type is the maintenance of stable and
uniform conditions throughout the ©process, while the main

disadvantage is its complex and costly cperation.
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The simplest and least <costly BIT type has disposal
containers, side by side, and the duration of immersion pericds
with the absence of the liquid medium in the micropropagation
container, wherein the alternating of these periods is performed
by a common control timer. However, the BIT type, despite being
less expensive and having a simpler operation, requires closer
monitoring of the micropropagation process, which 1is not
automated, in addition to requiring a much larger space for the

tiling of the containers.

Exemplary automated and non-automatasd bioreactors are
described, for example, in document US20040209346 which shows an
intermittent immersion bioreactor consisting of a central pivoted
mechanism whose operation 1s automated. Document W02012061950
details an automated bioreactor to obtain a kind of Antarctic
species which requires special and well controlled conditions for
micropropagation. Document W02012044239 describes a bioreactor
consisting of a container comprising an upper compartment (for
plant tissue to be propagated), and a lower compartment (for
ligquid nutrient medium) with the liquid being transported through
a gas injection compartment, from the lower compartment to the
upper compartment, in accordance with the programming of the
immersion period. Document W02012156440 describes a temporary
immersion bioreactor system, in which each bioreactor is composed
of two containers, the upper being intended for the material to
be propagated, and the lower for the liquid nutrient medium which
is transported to the upper container for the completion of the
soaking cycle, with the latter system characterized by maximum
utilization of space of the micropropagation environment. Despite
the advances brought about by these bioreactors known in the
state of the art, certain disadvantages can be perceived that
negatively influence micropropagation, such as greater difficulty
in placement / removal of the material to be propagated, less
efficient movement of nutrient medium and fewer points of

injection / withdrawal of gases, among other disadvantages.

Thus, we verify the need for a temporary immersion
bioreactor in a 1liquid nutrient medium supplemented with air
injection and carbon dioxide enrichment, providing

photosynthetically active radiation to the container containing

?;l
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the propagated material, and that this bioreactor should be
appropriate for micropropagation of forest plants, and have a
shape and dimensions which maximize the space environment where
the vegetative propagation is carried out, with simultaneous ease

of access to the container of the material to be propagated.

SUMMARY OF THE UTILITY MODEL

The present utility model aims to provide a custom
bioreactor to meet physiclogical demands for the vegetative
propagation of forest species, preferably eucalyptus, allowing
intensive production in a good standard of quality, uniformity
and vigor of produced shoots, greater rooting of micropiles and
better acclimatization, and early yield of clonal seedlings for

industrial use on a large scale.

The present utility model is embodied in the form of a
Bioreactor (1) for in vit¥o <cultivation of plants, of the
temporary immersion type comprising: (i) an upper container (2)
with transparent walls for the propagated material, preferably
explants of eucalyptus, said container (2) being provided with
(a) gas exchange diffuser to the external environment, (b)
humidifier (12), and (c) artificial illumination (14), preferably
of the LED type; (ii) a lower container (3) with transparent
walls for the liquid nutrient medium, having an aluminum tray
(15) and a point (13) of entry for water and / or nutrient broth,
preferably located in the center of the bottom of said container
(3); (iii) points (4) of injection / removal of air / oxygen /
carbon dioxide located in the transparent lid (5); (iv) point
(11) additional injection of carbon dioxide with drip line close
to the bottom of said upper container (2); (v) means (6) for
hermetic connection between the upper and lower containers for
supply / drainage of the nutrient medium to and from the top
container; (vi) screen suppert (7) for the material to be
propagated, with the possibility of exchanging screens of
different meshes; (vii) means (8) for locking the 1lid for
hermetic closure of the upper container; (viii) means (9) for
locking of the top container for hermetic closure over the lower

container; and (ix) means (10) of pneumatic movement of the
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liguid nutrient medium between said upper container and said

lower container.

BRIEEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

Figure 1 shows a bioreactor according to the present utility

model assembled, in (A) right-side view and in (B) front view.

Figure 2 shows a bioreactor according to the present utility

model assembled, in (A) left side view and in (B) rear view.

Figure 3 shows a bioreactor according to the present utility

model disassembled, in perspective, view seen from bottom to top.

Figure 4 shows a bioreactor according to the present utility

model disassembled, in perspective, view seen from the front.

Figure 5 schematically illustrates the bioreactor of the
present utility model, with: (A) showing a bottom view of the
container (3), (B) showing a front view of the bioreactor, and

(C) showing a side view.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

There are various types of temporary immersion bioreactors

on the market; the main ones being the RITA type (Automated

Temporary Immersion Container), BIT type (Temporary Immersion
Bioreactor), SIT type (Temporary Immersion System) and BioMint
(Temporary Immersion Bioreactor) with a common, generally

pneumatic operating concept of temporary immersion of the plants
in the liquid nutrient medium. The great difference between them
lies in the shape of the compartments for the plants and for
storage of the liguid medium. In most of them, the plant growing
containers are separated and individualized from the liquid

medium storage compartment.

In the Dbioreactor, object of this wutility model, the
containers are coupled, one on top of the other, on a single
platform, allowing reduction space. The great advantage of the
bioreactor, BIT type, of the present utility model is its custom
dimensions for the growth habit of tree species, mainly focusing

on eucalyptus plantations. Furthermore, this bioreactor has
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unique features, such as valves and diffuser nozzles, to allow
gas exchange (air, oxygen, carbon dioxide, water vapor), to be
controlled as needed by the culture. Additionally, artificial
lighting is provided with lamps, preferably LED-type, to supply
photons of light with light intensity and specific wavelengths to
maximize photosynthetic rates, allowing increased carbon
assimilation rates and subsequently their sequestration in plant

biomass.

Thus, the bioreactor of this utility model can be used as a
photoautotrophic production system, i.e., a system in which the
plant grows without a carbohydrate source in the nutrient medium,
where the environment 1is enriched with high photosynthetic
radiation and high carbon dioxide concentration, thus resulting
in higher growth rates and productivity, and higher survival of

the plants.

The micro vegetative propagation carried out in the
bioreactor of this utility model, compared to the production of
seedlings 1in clonal gardens, enables better control of the
microclimate and nutritional conditions of culture through a
great and continuous supply of nutrients and growth regulators;
renewal of the culture atmosphere with enrichment of gases;
change and adaptation of the nutrient medium according to the
demand of the plant at different stages of development, and
control of microorganisms. The production of clonal seedlings of
species and recalcitrant clones is an obstacle in conventional
propagation because rejuvenation and / or reinvigoration of the
matrices are not always achieved. Moreover, micro vegetative
propagation allows the automation of the production flow, which
reduces the need for extensive areas of conduits in clonal
gardens, allowing greater production micropiles in reduced
laboratory space and with greater efficiency in the use of energy
and manpower employed in the multiplication of plants.
Additiocnally, vegetative micropropagation allows the optimizing
of operational aspects in the laboratory, since the plantlets are
produced in large batches and with less handling of the plant
material, thereby increasing the reliability for purity and

cleanliness of the multiplied clones.

]
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As shown in Figures 1 and 2, the bioreactor (1) of the
present utility model comprises an upper container (2) for the
propagated material and a lower container (3) for the nutrient
medium destined for immersion of the material in vegetative
propagation. The containers (2) and (3) have a suitable format to
maximize  space utilization in the environment for &he
micropropagation, for example, in a shape of a substantially
rectangular or cubic box, preferably a rectangular box. The walls
of the containers (1) and (2) are transparent and made of
suitable material, not only to allow the passage of light, but
also to respond positively to tests of bioclogical functionality
and structural and thermal resistance, for example, acrylic
material of polyethylene, polypropylene, polvcarbonate and glass,

preferably with high mechanical strength.

The upper container (2) is provided with gas diffusers, made
of suitable material, for instance metal or plastic, between the
upper container and the external environment of the bioreactor to
allow gas exchange of the plant culture with the external
environment, and also to allow uniform enrichment of the top
container with carbon dioxide injected through the top cover. The
diffusers are fitted under pressure in holes with silicon gasket
O-rings on the inner side of the upper tank lid and additionally
may be replaced by other larger gas flows, as required for the

management of the internal atmosphere of the container.

The upper container (2) is provided with two or more points
(4) of injection or drainage of air, oxygen, carbon dioxide and
any gaseous substance that 1s to be controlled to allew for
optimal air conditions for vegetative propagation. Said points
(4) are located on the 1lid (5) of the top container, also aimed
at avoiding the loss of lateral space between the bioreactors
placed in parallel on shelves, and are achieved in the form of
holes provided by means (6) of connecticn for example, by
coupling, preferably threaded, of transparent gas pipes, said
means being made from material resistant to sterilization
conditions in an autoclave. Preferably, the means (6) have double
locking silicone O-rings for sealing the coupling between the

upper and lower containers.

-5
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Inside the upper container (2) is disposed a support (7),
preferably made of a stainless steel screen with a polymeric
frame material, for example nylon, to allow the exchange of
screens of different meshes. Preferably, the support (7) 1is
provided with rods, and is centralized, and another molded on the
screen to facilitate the removal of all plant culture on the
screen after the cultivation cycle. It is important to note that,
according to the present utility model, preferably the support
(7) comprises a thin stainless steel screen with different wire
specifications ({e.g., n°6, n°8, n°l0) and thieck mesh (for
example, n°24, n°26, n°28) with no lower flanges, said screens
being interchangeable to allow placement of different types of
plant material (for example, nodal segments, shoot tips, isoclated

stems, isoclated sprouts, multi-cap shoots, multi-sprout tufts).

The lid (5) is positicned and locked on the container (2) in
a sealed manner (8) to prevent contamination and to allow the
operation of adequate supply and draining of the liquid nutrient
medium to and from the container (2) for implementation of
immersion periods. Similarly provided are also means (9) for
positioning and locking the container (2) onto the container
(3) . Preferably, the means of positioning and locking (8) and (9)
are provided with a sealing ring, preferably silicone, and
sliding outer rail tabs injected on the upper container (means
(8)) and lower container (means (9)). The outer safety locking
tabs between the tops of the wupper and lower containers
additionally allow transport of the integrated assembly from one
location to another without risk of disconnection between the
containers. It should also be noted that the tabs have a double-
locking characteristic, or double effect, giving the bioreactor
of the present utility model the following advantages: (1) no
need to press the two containers to seal the drain; (2) safety in
all transport avoiding accident risks with the separation of the
containers; (3) double-lock stage between the reservoirs, with
the first being before the autoclaving assembly containers and

culture medium, and the second after the autoclave thereof.

Additionally, the bottom container (3) has an inlet / drain
(10) for compressed air for the pneumatic drive for carrying of

the liquid nutrient medium from the containers (2) and (:3) . This
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pneumatic drive is provided with a timer (not shown) which 1is

driven by a solenoid valve (not shown), alternating immersion
periods (liquid transfer medium to the container (2) by
increasing the pressure in the container (3)) and lack of

immersion (liquid transfer medium to the container (3) for

reducing the pressure in the vessel).

All parts of the upper container (2) and lower container (3)
including lids, tabs, rods and screen frames are injected of
polycarbonate resinsg, or equivalent polymeric material,
translucent and smooth, with suitable strength properties to
withstand successive autoclaving at 121 degrees Celsius and 1 atm
for 40 min, e.g., 1in standardized conditions of temperature,
pressure and duration. It is important to mention that the type
of polymeric material used, preferably polycarbonate, should be
such as to provide a reduction in bubble formation, conferring
greater resistance to high injection pressures and resulting in
less structural deformation in the temperature and pressure
variations during the injection and discharge time in the

manufacturing process.

The bioreactor of this utility model is appropriately sized
to allow efficient micro propagation of tree species, preferably
glicalyptus, while maximizing the wuse of space of the
micropropagation environment. For example, the bioreactor may
preferably have the dimensions of 300 mm length x 200 mm width x
250 mm in total height.

All publications and patent applications mentioned in this
specification are indicative of the level of those skilled in the
art to which the present utility model refers. All publications
and patent applications are incorporated herein by reference to
the same extent as if each individual publication or patent
application were each specifically and individually indicated to

be incorporated for ease of reference.

While certain embodiments have been described, they are only
shown in an exemplary way, with no intention to limit the scope
of the present utility model. The accompanying claims and their

equivalents in this description are considered to cover such

Q
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forms or modifications as they may be within the scope and spirit

of the present utility model.

gl
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ABSTRACT OF THE UTILITY MODEL PATENT

"BIOREACTOR FOR IN VITRO CULTIVATION OF PLANTS"

The present utility model aims to provide a bioreactor for
the in vitro cultivation of plants of the temporary immersion
type comprising: (i) an upper container (2) with transparent
walls for the material being propagated, preferably explants of
eucalyptus, said container (2) being provided with (a) gas
exchange diffuser to the external environment, (b) humidifier
(127 = and (c) artificial illumination (14); ({3 ) a lower
container (3) with transparent walls for the liquid nutrient
medium, having an aluminum tray (15) and a point (13) of water
entry and/or nutrient medium, located in the bottom of said
container (313 (i11) points (4) of injection/removal of
air/oxygen/carbon dioxide located in the transparent 1lid (5);
(iv) point (11) of additional injection of carbon dioxide with a
drip line, close to the bottom of said upper container (2); (v)
means (6) of hermetic connection between the upper and lower
containers for supply/drainage of the nutrient medium to and from
the upper container; (vi) a screen support (7) for the material
to be propagated, with the possibility to exchange screens of
different meshes; (vii) means (8) for locking the 1lid to
hermetically close the upper container; (viii) means (9) for
locking the 1lid to hermetically close the lower container; and
(ix) means (10) for pneumatic drive of the liquid nutrient medium

between said upper container and said lower container.
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CLATMS

1. Bioreactoy for 4n wvitre eultiwatien of plants, of the

temporary immersion type comprising:

i.an upper container with transparent walls for the material

i

i34

1%.

vi.

vii.

0. A

15,

to be propagated, said top container being provided with:
(a) gas exchange diffuser to the external environment,
(b) humidifier (12), and

(c) artificial illumination (14), preferably of the LED

type;

a lower container for the ligquid nutrient medium, with
transparent walls, having a tray and a water entry point
and / or nutrient medium point, located in the bottom of

said upper container:;

points for injection/removal of air/oxygen/carbon dioxide
located in the transparent lid that positions and seals

the upper container;

additional injection point of carbon dioxide with a drip

line, near the bottom of said upper container;

means of connection between the upper and lower containers
for supply / drainage of the nutrient medium to and from

the upper container;

screen support for the material to be propagated, with the

possibility of exchange with screens of different meshes;

means of positioning and locking of the lid for hermetic

closure of the top container;

means of positioning and locking of the upper container

for hermetic closure over the lower container; and

means of moving the liquid nutrient medium between said

upper container and sgid lower container.
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Informe Descriptivo de la Patente de Modelo de Utilidad

“"BIORREACTOR PARA CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS"

CAMPO DE LA INVENCION

E presente modeloc de wutilidad se refiere a un
biorreactor de tipo inmersidn temporal para cultive in vitro
de plantas, preferentemente a un biorreactor empleado en un
sistema de produccién de microesquejes de eucaliptc a gran

escala y elevada productividad.

FUNDAMENTOS DEL MODELO DE UTILIDAD

Los biorreactores empleados en la técnica de producciédn
de esquejes de plantas son equipos para el cultivo aséptico
de plantas en régimen de inmersidn permanente o temporal en
medio nutriente 1liquido o semisdélido. En general, un
biorreactor comprende un conjunto de recipientes que
contienen compartimentos y accesorios para el manejo dptimo
de los principales factores de <crecimiento procurando
maximizar el desemperio de las reacciones bioldégicas. El uso
de biorreactores en la produccién de plantas mediante la
técnica de inmersién temporal posibilita la obtencién de
mayores tasas de crecimiento y de multiplicacién del cultivo
por medio del uso continuo de un medio nutriente liquido,
preferentemente complementado con la inyeccién de aire vy

provisto de iluminacidén artificial.

La demanda de productos forestales y la necesidad de una
buena calidad de 1la materia prima han exigido altos
inversicnes en el sector forestal, resultando en avances
considerables en el proceso productivo y en las técnicas
utilizadas que evolucionaron desde el método reproductivo
convencional mediante esquejes hasta la moderna propagacidn

vegetativa o micropropagacidn.
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Consecuentemente, el mejoramiento genético y la
biotecnologia han requerido el desarrollo de nuevos equipos
para la produccién de esquejes in Vvitro, procurando
potencializar los beneficios de la micropropagacién y reducir
sus inherentes dificultades. Entre estos equipos, los
biorreactores se destacan como la concretizacién de un
ambiente controlado para cultivo, por inmersién temporal o
permanente, de células, yemas, embriones o cualquier tipo de
plantula apropiado para la creacidén de esquejes de especies,
por ejemplo, forestales, a escala comercial. Particularmente,
la automacidén y el uso, en gran escala, del cultivo en medio
liquido para la propagacién in vitro de plantas viene siendo
considerados la mejor estrategia para superar las barreras
impuestas por el alto costo de produccién del cultivo en

medios semisélidos (gelificados).

Los biorreactores son clasificados fundamentalmente de
acuerdo con el modo de agitacién y por la construccién del
recipiente, incluyendo mezclador aireador, tambor rotativo,
filtro rotativo, burbujeador, aireacidn simple o combinada vy
columna de burbuja, componente de elevaciédn de aire, membrana
pcrosa al oxigeno, componente de sobre-aireacién y tipo de

inmersidén temporal.

Los sistemas de inmersidn temporal comprenden
biorreactores, que son el componente esencial de estos
sistemas y que se caracterizan por el tamafioc del recipiente,
tipé deé soporte del eultive, existencia de control
computarizado de la inmersidn o simple timer, Y
adicionalmente comprenden bomba peristdltica, bomba de aire o
de movilizacidn mecanica del recipiente para el
desplazamiento del medic liquido, posibilidad de reciclaje
del medio liquide y separacidén (o incorporacidn) del depdsito
del medio 1liquido relativo al recipiente de cultivo.

Caracteristicas comunes a los biorreactores son las paredes
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transparentes, para el pasaje de la luz y verificacién del
proceso de desarrollo de la planta, y la posibilidad de ser

esterilizados en autoclaves.

Los dos tipos ©principales de Dbiorreactores para
micropropagacién de células y tejidos vegetales, en medio
nutriente liquido, son el tipo RITA (Recipiente de Inmersién
Temporal Automatizada) y el tipo BIT (Biorreactor de

Inmersidén Temporal).

El tipo RITA se caracteriza por una disposicidén de
recipientes, para el material a ser propagado y para el medio
nutriente liquido, sobrepuestos y por la operacidén y control,
de los factores que influencian el proceso, realizados de
modo automatizado. La principal ventaja del tipo RITA es el
mantenimiento de condiciones estables y uniformes a lo largo
del proceso y la principal desventaja es la compleja vy

costosa operacionalizacién.

El tipo BIT més simple y menos oneroso tiene la
disposicidén de los recipientes realizada lade a lado y la
duracioén de los periodos de inmersidn y ausencia del medio
liguido en el recipiente de micropropagacién, siendo que la
alternancia de estos periodos es realizada por un controlador
comin de tiempo (timer). Entretanto, el tipo BIT, a pesar de
ser menos onerosoc y de operacionalizacién mas simple,
requiere un acompafiamiento mas préxime del proceso de
micropropagacién que no es automatizado, ademads de exigir un
espacio bastante mayor para la colocacidén lado a lado de los

recipientes.

Los Dbiorreactores automatizados vy no automatizados
ejemplificativos son descritos, por ejemplc, en el documento
US20040209346 que muestra un Dbiorreactor de inmersién
intermitente realizada por medic de un mecanismo pivoteado
central «cuya operacionalizacién es automatizada; en el

documento W02012061950 que detalla un bigreeackor
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automatizado para la obtencidén de una especie de la Antértida
que requiere condiciones especiales y muy controladas para la
micropropagacidén; en el documento W02012044239 es descrito un
biorreactor consistiendo en un recipiente que comprende un
compartimento superior (para el tejido vegetal a ser
propagado) y un compartimento inferior (para el medio
nutriente ligquido) siendo el liquido transportado, por medio
de inyeccidn de gas, desde el compartimento inferior hacia el
compartimento superior de acuerdo con la programacién del
periodo de inmersidén; en el documento W02012156440 es
descrito un sistema de biorreactores de inmersién temporal,
en &l gus cada Dbiloerreagtor esta compuestsd por dés
recipientes, siendo el superior destinado para el material a
ser propagado y el inferior destinado al medio nutriente
liquido que es transportadoc hacia el recipiente superior para
la realizacidén del ciclo de inmersidn, siendo este ultimo
sistema caracterizado por el aprovechamiento méximo de
espaclio del ambiente de micropropagacién. A pesar del avance
propiciado por estos biorreactores conocidos del estado,
pueden ser percibidas ciertas desventajas que influencian
negativamente en la micropropagacidén, tales como la mayor
dificultad de colocacién/retiro del material a ser propagado,
menor eficiencia en la movilizacidén del medio nutriente,

menos puntos de inyeccién/retiro de gases, entre otras

desventajas.

De este modo, verificamos que existe la necesidad de un
biorreactor de inmersién temporal en medio nutriente ligquido
complementado con inyeccidén de aire y enriquecimiento de gas
carbdnico, siendo provista radiacién fotosintéticamente
activa dentro del recipiente conteniendo el material en
propagacién, siendo que este biorreactor debe ser apropiado
para la micropropagacién de plantas forestales y tener un

formato y dimensiones que maximicen el espacio del ambiente

ol
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donde es realizada la propagacién vegetativa, con simultanea
facilidad de acceso al recipiente de material a ser

propagado.

SUMARIO DEL MODELO DE UTILIDAD

El presente modelo de utilidad pretende proporcionar un
biorreactor personalizado para atender a las demandas
fisioldégicas para la propagacidén vegetativa de especies
forestales, preferiblemente de eucalipto, posibilitando 1la
produccién intensiva en estédndar optimo de calidad,
uniformidad y vigor de los Dbrotes producidos, mayor
enraizamiento de microesquejes y mejor aclimatacién vy
precocidad de produccién de plantulas clonales para uso

industrial a gran escala.

El presente modelo de utilidad es concretizado en la
forma de un biorreactor (1) para cultivo in vitro de plantas,
de tipo inmersién temporal comprendiendo: (i) un recipiente
superior (2) con paredes transparentes para el material en

propagacién, preferentemente explantes de eucalipto, dicho

recipiente (29 estando provisto de (a) difusores de
intercambio de gases con el ambiente externo, (b)
humidificador (12), ¥ () iluminacién artificial (1A .
preferentemente de tipo LED; (ii) un recipiente inferior (3)

con paredes transparentes para el medio nutriente liquido,
teniendo una bandeja de aluminioc (15) y un punto (13) de
entrada de agua y/o medio nutriente, preferentemente
localizado en el centro del fondo de dicho recipiente (3);
(iii) puntos (4) de inyeccidn/retiro de aire/oxigeno/gas
carbénico localizados en la tapa transparente (5); (iv) punto
(11) de inyeccidn adicional de gas carbdnico con tubo de
goteo, préximo al fondo de dicho recipiente superior (2); (v)
medios (6) de conexidén hermética entre los reciplentes

superior e inferior para el abastecimiento/drenaje del medio

«
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nutriente hacia y desde el recipiente superior; (vi) soporte
de pantalla (7) para el material en propagacién, con
posibilidad de cambio de pantalla de diferentes mallas; (vii)
medios (8) de blogqueo de la tapa para el cierre hermético del
recipiente superior; (viii) medios (9) de bloqueo del
recipiente superior para cierre hermético sobre el recipiente
inferior; y (ix) medios (10) de movilizacién neumdtica del
medio nutriente liquido entre dicho recipiente superior y el

tal recipiente inferior.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra el biorreactor de acuerdo con el
presente modelo de utilidad montado, en (A) wvista lateral

derecha v eii (B) wista Frontal.

La Figura 2 muestra el biorreactor de acuerdo con el
presente modelo de utilidad montado, en (A) wvista lateral

izquierda y en (B) vista trasera.

La Figura 3 muestra el biorreactor de acuerdo con el
presente modelo de utilidad desmontado, en perspectiva, visto

de abajo hacia arriba.

La Figura 4 muestra el biorreactor de acuerdo con el
presente modelo de utilidad desmontado, en perspectiva, visto

de frente.

La Figura 5 ilustra esquematicamente el biorreactor del
presente modelo de utilidad, siendo que en: (A) es mostrada
una vista del fondo del recipiente (3), (B) es mostrada una
vista del frente del biorreactor, y (C) es mostrada una vista

de lado.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Existen en el mercado diversos tipos de biorreactores de
inmersién temporal, siendo los principales el tipo RITA

(Recipiente de Inmersién Temporal Automatizado), tipo BIT

)
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(Biorreactor de Inmersién Temporal), tipo SIT (Sistema de
Inmersién Temporal) y BioMint (Biorreactor de Inmersion
Temporal), teniendo en comin, generalmente, el concepto de

funcionamiento neumatico de inmersidén temporal de las plantas
en el medio nutritivo liquido. La gran diferencia entre ellos
reside en el formato de los compartimentos para las plantas y
para el almacenamiento del medio liguide. En la mayoria de
ellos, los recipientes de cultivo de las plantas es separado
e 1individualizado del compartimento de almacenamiento del

medio liguido.

En el  Dbiorreactor objeto del presente modeloc de
utilidad, los recipientes son acoplados un sobre el otro, en
una unica plataforma, permitiendo la reduccidén de espacio. El
gran diferencial del biorreactor, tipo BIT, del presente
modelo de utilidad son sus dimensiones personalizadas para el
hédbito de crecimiento de especies arbdreas, principalmente
con foco en el eucaliptocultivo. Ademads de ellc, el presente
biorreactor posee caracteristicas Unicas, tales como valvulas
y boquillas difusoras, para permitir el intercambio de gases
(aire, oxigeno, gas carbdénico, vapor de agua), controlados
conforme a la necesidad del cultivo. Adicionalmente es
provista iluminacién artificial con lamparas, preferentemente
de tipo diodo LED para abastecer los fotones de luz con
intensidad luminosa y longitud de onda especificos para
maximizar las tasas fotosintéticas, permitiendo elevar las
tasas de asimilacién del carbono vy subsecuentemente su

secuestro en biomasa vegetal.

De este modo, el biorreactor del presente modelc de
utilidad puede ser utilizado como un sistema de produccién
fotoautotrdéfico, es decir, un sistema en el cual la planta
crece sin fuente de carbohidratos en el medio nutriente,
siendo que el ambiente es enriquecido con alta radiacién

fotosintética y con alta concentracién de gas carbénico, vy
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consecuentemente, resultando en altas tasas de crecimiento y

de productividad y sobrevivencia de las plantas.

La micropropagacidn vegetativa realizada en el
biorreactor del presente modelo de wutilidad, cuando es
comparada a la produccidén de esquejes en jardines clonales,
posibilita un mejor control de las condiciones
microclimaticas y nutricionales del cultivo, por medio de
suministro o6ptimo y continuo de nutrientes y reguladores del
crecimiento; renovacién de la atmosfera del cultivo con
enriquecimiento de gases; cambio y adecuacién del medio
nutritive de acuerdo con la demanda de la planta en sus
diferentes etapas de desarrollo y control de microrganismos.
La produccién de pléantulas clonales de especies y clones
recalcitrantes es una traba en la propagacién convencional
porque el rejuvenecimiento y/o revitalizacidén de las matrices
no siempre es alcanzado. Ademds de ello, la micropropagacidn
vegetativa posibilita la automatizacidédn del flujo de
produccién, lo que reduce la necesidad de &reas extensas de
canaletas en los jardines clonales, permitiendo una mayor
produccién de microesquejes en un espacio reducido de
laboratorio y con mayor eficiencia en el uso de energia vy
mano de obra empleada en la multiplicacién de las plantas.
Adicionalmente, la micropropagacién vegetativa permite la
optimizacidén de los aspectos operacionales en el laboratorio,
toda vez que las plantulas son producidas en grandes lotes vy
con menor manipulacién del material wvegetal, aumentando, por
lo tanto, la confiabilidad en cuanto a la pureza y limpieza

de los clones multiplicados.

Tal como es mostrado en las Figuras 1 y 2, el
biorreactor (1) del presente modelo de utilidad comprende un
recipiente superior (2) para el material a ser propagado y un
recipiente inferior (3) parz el medio nutriente destinado a

la inmersién del material en propagacién vegetativa. Los
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recipientes (2) vy (3) tienen un formato adecuado para
maximizar el aprovechamiento del espacio en el ambiente
destinado a la micropropagacidén, por ejemplo, forma de caja
substancialmente rectangular o cubica, preferentemente de
caja rectangular. Las paredes de los recipientes (1) y (2)
son transparentes y hechas de material adecuado no solo para
permitir el pasaje de luz como también para responder
positivamente a las pruebas de funcionalidad bioldgica y de
resistencia estructural vy térmica, por ejemplo, material
acrilico, de polietileno, de polipropileno, de policarbonato

y vidrio, preferentemente con elevada resistencia mecéanica.

El recipiente superior (2) esta provisto de difusores de
gases, fabricados en material apropiado, por ejemplo, metal o
plastico, entre el recipiente superior y el ambiente externo
del biorreactor para permitir el intercambio de gases del
cultivo vegetal con el ambiente externo y también para
permitir el enriquecimiento uniforme del recipiente superior
con gas carbdénico inyectado a través de la tapa superior. Los
difusores son encajados a presidén en agujeros con anillo de
sellado de silicona en el lado interno de la tapa del
depdsito superior y, adicionalmente, pueden ser substituidos
por otros de mayor flujo de gases, conforme a la necesidad

del manejo de la atmosfera interna del recipiente.

El recipiente superior (2) estd provisto de dos o méas
puntos (4) de inyeccidén o de drenaje de aire, oxigeno, gas
carbénico y cualquier substancia gaseocsa que deba ser
controlada para posibilitar las condiciones aéreas ideales
para la propagacién vegetativa. Dichos puntos (4) estéan
localizados en la tapa (5) del recipiente superior, también
procurando evitar la pérdida de espacio lateral entre los
biorreactores colocados en paralelo sobre estantes, y son
implementados en forma de orificios provistos de medios (6)

de conexidén, por ejemplo, por acoplamiento, preferentemente
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de rosca, de tuberias transparentes de gases, siendo dichos
medios hechos de material resistente a las condiciones de
esterilizacidn en autoclave. Preferiblemente, los medics (6)
poseen doble trabado con anillo de silicona para el sellado

del acoplamiento entre los recipientes superior e inferior.

En el interior del recipiente superior (2) es dispuesto
un soporte (7), hecho preferentemente de una pantalla de
acero inoxidable, con moldura en material polimérico, por
ejemplo, nylon, para permitir el cambio de pantallas de
diferentes mallas. Preferentemente, el soporte (7) esté
provisto de astas, siendo una centralizada y la otra moldeada
en la pantalla, para facilitar la remocidén de todo el cultivo
vegetal sobre 1la tela después del ciclo de cultivoe. Es
importante observar que, de acuerdo con el presente modelo de
utilidad, de preferencia, el soporte (7) comprende una
pantalla de acero inoxidable delgada, con diferentes
especificaciones de hilos (por ejemplo, n®°6, n® 8, n® 10) vy
grosor de mallas (por ejemplp; n® 24, n® 26, n® 28] y sin
pestafias inferiores, siendo dichas pantallas intercambiables
para permitir la colocacidén de diferentes tipos de material
vegetal (por ejemplo, segmentos nodales, 4apices de tallos,
tallos aislados, brotes aislados, matorral de

multibrotaduras, mechones de multibrotaduras).

La tapa (5) &es posicicnada y bloqueada sobre el
recipiente (2), a través de medios (8), de manera estanca
para evitar contaminacién y posibilitar el adecuado
funcionamiento de abastecimiento y drenaje del medio
nutriente liquido hacia y desde el recipiente (2) para la
ejecucidén de los periodos de inmersién. Del mismo modo
también son provistos medios (9) de posicionamiento y blogueo
del recipiente (2) sobre el recipiente (3). Preferiblemente,
los medios de posicionamiento y bloqueo (8) y (9) estéan

provistos de anillo de sellado, preferentemente de silicona,

KA



h

11/14

y presillas externas deslizantes en carril inyectado en el
recipiente superior (medios (8)) y en el recipiente inferior
(medios (9)). Las presillas externas de bloquec de seguridad
entre las tapas de 1los recipientes superior e inferior,
adicionalmente permite el transporte del conjunto integrado,
de un lugar hacia otro, sin riesgo de desacoplamiento entre
los recipientes. También debe ser observado que las presillas
posean caracteristicas de doble blocqueo o doble efectc gue
otorgan al biorreactor del presente modelo de utilidad las
sigulentes ventajas: (1) no necesidad de presionar los dos
recipientes para el sellado del drenaje; (2) seguridad en el
transporte del conjunto evitando riesgos de accidente con la
separacién de los recipientes; (3) doble etapa de blogueo
entre los recipientes, siendo la primera antes del
autoclavaje del conjunto recipientes y medio de cultivo y la

segunda después del autoclavaje de los mismos.

Adicionalmente, el recipiente inferior (3) posee una
entrada/drenaje (10) para aire comprimido para la realizacién
de la movilizacidén neumdtica del medio nutriente ligquido
entre los recipientes (2) y (3). Esta movilizacidén neumatica
es proporcionada por un temporizador (no mostrado) que es
accionado por una valvula solenoide (no mostrada), alternando
los periodos de inmersién (transferencia del medio liquido
hacia el recipiente (2) por aumento de la presién en el
recipiente (3)) y de ausencia de inmersién (transferencia del
medio liquido hacia el recipiente (3) por reduccién de la

presidén en este recipiente).

Todas las piezas de los recipientes superior (2) e
inferior (3), incluyendo tapas, presillas, astas y molduras
de pantallas son inyectadas en resinas de policarbonato, o
material polimérico equivalente, translicido y 1liso, con
propiedades adecuadas de resistencia para la realizacién de

sucesivos autoclavajes a 121°C y 1 atm, durante 40 min, por
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ejemplo, en condiciones normales de temperatura y presién vy
duracién. Es importante mencionar que el tipo de material
polimérico, preferentemente policarbonato, utilizado debe ser
tal que proporcione la reduccién de formaciédn de burbujas,
otorgue mayor resistencia a las altas presiones de inyeccidn
¥y reEUlte en menores deformacignes estructursles gnte las
variaciones de temperatura y presion, durante el tiempo de

inyeccidén y tiempo de recalque en el procesc de fabricacidn.

El Dbiorreactor del presente modelo de wutilidad es
dimensionado de forma apropiada para permitir la eficiente
micropropagacidn vegetativa de especies arbéreas,
preferiblemente de eucalipte, mientras es maximizade el
aprovechamiento de espacio del ambiente de micropropagacidn.
Por ejemplo, el biorreactor puede, preferentemente, tener las
dimensiones de 300 mm de longitud x 200 mm de ancho x 250 mm

de altura total.

Todas las publicaciones y pedidos de patente mencionados
en la presente descripcién son indicativos del nivel da
aquellos especialistas en la técnica, al cual el presente
modelo de utilidad se refiere. Todas las publicaciocnes ¥y
pedidos de patente son aqui incorporados a titulo de
referencia, en la misma extensidén como si cada publicacidn
individual o cada pedido de patente fuese, especifica e
individualmente, indicado para ser incorporado a titulo de

referencia.

A pesar de que ciertas concretizaciones hayan sido
descritas, ellas fueron presentadas de un modo
ejemplificativo solamente, y no hay intencién de limitar el
alcance del presente modelo de utilidad. Las reivindicaciones
que acompafian esta descripcién y sus equivalentes son
consideradas cubriendo tales formas o modificaciones en la
medida en gque ellas pueden estar dentro del alcance vy

espiritu del presente modelo de utilidad.
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REIVINDICACION

1. Biorreator para cultivo in vitro de plantas, de tipo

inmersién temporal caracterizado por comprender:

K

<15, 1 0

187

VI

vii.

un recipiente superior con paredes transparentes para
el material en propagacién, siendo dicho recipiente
superior provisto de:

(a) difusores de intercambio de gases con el ambiente
externo,

(b) humidificador (12), y

(c) iluminacién artificial (14)., preferencialmente

Eipe LB

un recipiente inferior con paredes transparentes para
el medio nutriente liquido, teniendo una bandeja y un
punto de entrada de agua y/o medio nutriente,

localizado en el fondo de dicho recipiente inferior;

puntos de inyeccién/retiro de aire/oxigeno/gas
carbénico localizados en la tapa transparente que

posiciona y sella el recipiente superior;

ponto de inyeccidén adicional de gas carbdénico con tubo
de goteo, proximo al fondo de dicho recipiente

superior;

medios de conexidén entre los recipientes superior e
inferior para el abastecimiento/drenaje del medio

nutriente hacia y desde el recipiente superior;

soporte de pantalla para el material en propagacitn,
con posibilidad de cambio de pantallas de diferentes

mallas;

medios de posicionamiento y bloqueo de la tapa para el

cierre hermético del recipiente superior;

(O
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medios de posicionamiento y blogqueo del recipiente
superior para el cierre hermético sobre el recipiente

inferior; vy

medios de movilizacién del medio nutriente liquido

entre el dicho recipiente superior y 1 tal recipiente

inferior.

A
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RESUMEN DE LA PATENTE DE MODELC DE UTILIDAD

“BIORREATOR PARA CULTIVO IN VITRO DE PLANTAS"

El presente modelo de utilidad objetiva proporciocnar un
biorreator para cultivo in vitro de plantas, de tipo
inmersién temporal comprendiendo: (i) un recipiente superior
(2) con paredes transparentes para el material en
propagacién, preferentemente explantes de eucalipto, estando
dicho recipiente (2) provisto de (a) difusores de intercambio
de gases con el ambiente externo, (b) humidificador (12), vy
(c) iluminacidén artificial (14); (ii) un recipiente inferior
(3) con paredes transparentes para el medio nutriente
liquido, teniendo una bandeja de aluminio (15) y un punto
(13) de entrada de agua y/o medio nutriente, localizado en el
fondo del dicho recipiente [(BEATE. (il e A puntos (4) de
inyeccién/retiro de aire/oxigeno/gas carbdénico localizados en
la tapa transparente (5); (iv) punto (l11) de inyeccidn
adicional de gas carbdénico con tubo de goteo, préximo al
fondo de dicho recipiente superior (2); (v) medios (6) de
conexidén hermética entre los recipientes superior e inferior
para el abastecimiento/drenaje del medio nutriente hacia vy
desde el recipiente superior; (vi) soporte de pantalla (7)
para el material en propagacidn, con posibilidad de cambio de
pantallas de diferentes mallas; (vii) medios (8) de blogueo
de la tapa para el cierre hermético del recipiente superior;
(viii) medios (9) de bloqueo del recipiente superior para el
cierre hermético sobre el recipiente inferior; y (ix) medios
(10) de movilizacidén neumdtica del medio nutriente liquido

entre dicho recipiente superior y el tal recipiente inferior.
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Fibria Celulose S.A.

Rua Fidéncio Ramos, 302 - 3° Andar — Torre B
Vila Olimpia — CEP 04551-010

S&o Paulo - SP

Brasil

Kindly provide us with any forms/documents that should be executed to comply with your

local practice and the related deadlines to file same with the PTO by May 15, 2016.

You will also find enclosed an English translation of the Word version of the original PCT
application (specification, claims, figures and abstract). If necessary, a copy of the Spanish

translation of the application is also enclosed herewith.

Further, we kindly ask you to issue the Debit Notes regarding this case in the name of Fibria

Celulose S.A., as follows:

Fibria Celulose S.A.

Rua Fidéncio Ramos, 302 - 3° Andar — Torre B
Vila Olimpia — CEP 04551-010

Séo Paulo - SP

Brasil

Kindly note also that the invoices must be sent to our office. In order to expedite payment,

please send them to us by e-mail.

Kindly acknowledge safe receipt of this letter and enclosures by return e-mail or fax.

PLEASE KEEP THIS APPLICATION IN FORCE UNLESS INSTRUCTED TO THE
CONTRARY.

RIO DE JANEIRO Av. Almirante Barroso. 52 - 337 andar | 20031-000 | t. +55 21 3824-5757 f. +55 21 5824-5740 www.bm aIaw.:nm.h‘
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Rio de Janeiro, May 09, 2016.
TRIANA, URIBE & MICHELSEN

Calle 93B, No. 12-48, P. 4
Bogota

Colombia
At.: Ms. Laura Michelsen and Mr. Juan Carlos Uribe

Re.: New PCT Patent Application in Colombia
Based on PCT/BR2013/000483
Title: “Bioreactor for in vifro plant culture”
In the name of Fibria Celulose S.A.
Your ref.: (please inform)

Our ref.: PE0819 - GFV/ISF/ANA
Dear Laura and Juan,

Our clients instructed us to enter the above-mentioned application before the Colombian

Patent Office. The 31-month deadline ends on JUNE 11, 2016.

The information regarding invention’s title, applicants and inventors are those described in
the front page of the published PCT application. However, please be informed that we have
filed a request for recording a change of address of the Applicant pursuant to PCT rule
92bis.1(a) with the WIPO, as per a enclosed copy. A copy of the official IB306 form will be

sent as soon as received by our office.

The correct applicant’s address to be used when entering the national phase in Colombia is

as follows:

RIQO DE JANEIRO Av. Almirante Barroso. 52 - 33" andar | 20031-000 | L. +55 21 2824-5757 f. 455 21 S834-5740 www.bm alaw.com‘h’
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Should you need any further information and/or any other document, please do not hesitate

to contact us.
Looking forward to hearing from you, we remain.

Yours very truly,

7
/ f‘.ch {‘T’.("l It /‘r ;'('-'r‘-..: ~d

Ana Cristina Miller

Via electronic mail.

Encls:  Word version of the PCT application (English version and Spanish version).

RIO DE JANEIRO Av. Almirante Barroso, 52 - 33° andar | 20031-000 | t. +55 21 3824-5757 f. +55 21 5824-5740 wv.‘w.bmalaw,com,b’
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