REIVINDICACIONES

1. Proceso de degradacion de alcaloides sintéticos o naturales por un consorcio
microbiano, caracterizado porque comprende una fase A de adaptacion de los
microorganismos a los alcaloides naturales o sintéticos y otra fase B de degradacién
de los alcaloides naturales o sintéticos, en donde la fase A comprende las siguientes
subfases:

Al. Cultivar los diferentes tipos de bacterias (cepas) inicialmente en un caldo o medio
nutritivo a escala de matraz con entre 50 mL y 300 mL de cultivo, con agitacion
constante de entre 100 rpm y 250 rpm, una temperatura entre 28°C y 37°C, durante
entre 20h y 40h;

A2. De los microorganismos crecidos en Al, tomar entre el 10-30% v/v del volumen
total de trabajo que se va a utilizar en esta etapa como semilla, y se inoculan en un
medio compuesto por sales inorganicas que contiene como Unica fuente de carbono
entre 20-80 ppm de alcaloides naturales o sintéticos, el pH del medio de cultivo se
ajusta a 7,2 y los microorganismos se incuban a agitaciéon constante de entre 100
rpmy 250 rpm, una temperatura entre 28°C y 37°C, durante entre 20h y 40h;

A3. De los microorganismos crecidos en A2, tomar entre el 10-30% v/v del volumen
total de trabajo que se va a utilizar en esta etapa como semilla y se inoculan en un
medio de sales inorganicas que contiene entre 20-80 ppm de alcaloides naturales o
sintéticos y se incuban a 100-250 rpm, una temperatura entre 28°C y 37°C, durante
entre 20h y 40h;

A4. Una vez se obtiene el cultivo de bacterias libre de caldo o medio nutritivo en la
etapa A3, crecer nuevamente las cepas bacterianas en el medio de sales
inorganicas con entre 20-80 ppm de alcaloides naturales o sintéticos a las mismas
condiciones de la etapa A3 y se realiza un seguimiento del crecimiento bacteriano
por medio de espectrofotometria UV visible (densidad optica, DO). Determinar el
crecimiento a una longitud de onda de 600 nm;

A5. Elaborar curva de calibracion a los microorganismos adaptados de la etapa A4
para establecer el aumento de la densidad éptica: para la evaluacion cualitativa se
toma 1 mL de muestra cada 2 horas durante las primeras 12 horas de crecimiento
de los microorganismos para analisis de turbidez por espectrofotometria (DO),
posteriormente se toman muestras a las 24, 48 y 72 horas hasta completar un total
de 240 horas (10 dias) y se mide la DO a cada muestra, con los resultados obtenidos
se elaboran las curvas de crecimiento respectivas;



A6. De los microorganismos cultivados anteriormente en la etapa A4, tomar como
semilla entre el 10-30% v/v del total del medio de cultivo nuevo y se crecen en el
medio de sales inorganicas, con entre 50-200 ppm de alcaloides naturales o
sintéticos a 100-250 rpm, una temperatura entre 28°C y 37°C, durante entre 20h y
40h;

A7. Volver a hacer seguimiento de crecimiento por medio de espectrofotometria por
10 dias, siguiendo el protocolo descrito en la etapa A5;

A8. Realizar procedimientos iguales a los descritos anteriormente en las etapas A5-
A7, pero incrementando en cada cultivo siguiente, el doble de la concentracion
precedente de alcaloides naturales o sintéticos hasta alcanzar una adaptacion de
los microorganismos a concentraciones de alcaloides naturales o sintéticos entre 5-
80 g/L; y en donde la Fase B o fase de degradacién, se compone de las siguientes
subfases:

B1. Recibir y pesar entre 5 g/L y 80g/L del alcaloide incautado y diluir en el tanque
(1) que contiene una solucién de sales inorganicas, ajustar el pH a 7,2;

B2. Transportar el medio de cultivo que contiene el alcaloide hacia el reactor de
propagacion (2) en las siguientes condiciones de operacion: tasa de aireacion
constante de 1-5 L/min, temperatura de 28-35°C, agitacién constante de 100-300
rom, OD inicial de entre 0.2-1.0 de consorcio microbiano y entre 24-50 horas de
cultivo, con el fin de aumentar la biomasa del consorcio microbiano, en donde el
consorcio microbiano comprende: Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus
subtilis, Bacillus sp., Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida,
Pseudomonas stutzeri, Lysinibacillus sp., Alcaligenes faecalis y Stenotrophomonas
geniculata;

B3. Transportar el medio con alcaloide hacia el biorreactor principal (3) que opera
bajo las siguientes condiciones: tasa de aireacidon constante de entre 1-5 L/min
generado con compresor de aire (5), temperatura de entre 28-35°C, agitacion
constante de entre 100-300 rpm; el in6éculo de microorganismos se realiza
transportando un volumen entre el 5-30% v/v del volumen total del biorreactor
principal (3), desde el reactor de propagacion (2) hacia el biorreactor principal (3), el
proceso se deja en operacion entre 24-50 horas controlando las variables de
operacion;

B4. Detener el control de variables una vez se haya transcurrido el tiempo de
operacion y al liquido resultante del biorreactor principal (3), se le realiza una Prueba
de Identificacion Preliminar Homologada (PIPH) para alcaloides y, luego del



resultado negativo, transportar al tanque colector de aguas de proceso (6) para su
disposicion final y tratamiento como aguas residuales.

El proceso de la reivindicacion 1 caracterizado porque el medio de sales inorgénicas
consiste en 1 g/L de (NH,;)>S0Oq,, 1,5g/L de K;HPO,, 0,2 g/L de MgS0O,4-7H,O y 9 g/L
de Na,HPO,

El proceso de las reivindicaciones 1 y 2 caracterizado porque el medio de sales
inorganicas comprende adicionalmente 1 mL/L de elementos traza, en donde los
elementos traza consisten de: 10g/L de FeSO,-7H,0O, 0,5g/L de MnSO,-3H,0,
2,25¢/L de ZnS0O,4-7H,0, 1g/L de CuSO,4-5H,0, 2g/L de CacCl,-2H,0, 0,23g/L de
HsBO3, 0,2g/L de (NH;)>M0;0,4 y 10 mL de HCI.

El proceso de la reivindicacion 1 caracterizado porque las condiciones del cultivo de
las bacterias en la subfase Al son las siguientes: entre 100mL y 250 mL de cultivo,
con agitacion constante de entre 150 rpm y 200rpm, una temperatura entre 30°C y
35°C, durante entre 24h y 30h; las condiciones de la subfase A2 son las siguientes:
tomar entre el 10-20% v/v del volumen total de trabajo que se va a utilizar en esta
etapa como semilla y se inoculan en un medio compuesto por sales inorganicas que
contiene como Unica fuente de carbono entre 30-60 ppm de alcaloides naturales o
sintéticos, los microorganismos se incuban a agitacion constante de entre 150 rpm
y 200rpm, una temperatura entre 30°C y 35°C, durante entre 24h y 30h; las
condiciones de la subfase A3 son las siguientes: de los microorganismos crecidos
en A2, tomar entre el 10-20% v/v del volumen total de trabajo que se va a utilizar en
esta etapa como semilla y se inoculan en un medio de sales inorganicas que
contiene entre 30-60 ppm de alcaloides naturales o sintéticos y se incuban a 150-
200 rpm, una temperatura entre 30°C y 35°C, durante entre 24h y 30h; la
concentracion de alcaloides naturales o sintéticos en la subfase A4 esta entre 30-
60 ppm; vy, las condiciones de la subfase A6 son las siguientes: de los
microorganismos cultivados anteriormente en la etapa A4, tomar como semilla entre
el 10-20% del total del medio de cultivo nuevo y se crecen en el medio de sales
inorganicas con entre 80-150 ppm, de alcaloides naturales o sintéticos a 150-200
rpm, una temperatura entre 30°C y 35°C, durante entre 24h y 30h.

El proceso de la reivindicacion 1 caracterizado porque la fase B se realiza en las
siguientes condiciones de operacion: en sistema por lotes (batch), pH del medio de
cultivo a 7,2, tasa de aireacion constante de 3,7 L/min, temperatura de 32°C,
agitacion constante de 150 rpm, 3-6 g/L de consorcio bacteriano y 30-40 horas de
cultivo.



10.

El proceso de la reivindicacién 1 caracterizado porque el alcaloide es cocaina base
y en B1 se diluye la cocaina base en HCI antes de disponer el alcaloide en la
solucion de sales inorganicas.

El proceso de la reivindicacion 1, caracterizado porque en Bl se pesan 50g/L de
alcaloide natural o sintético.

El proceso de la reivindicacion 1, caracterizado porque el tiempo de cultivo en el
reactor (2) en B2 es de 45 horas.

El proceso de la reivindicacion 1, caracterizado porque en B3 el inéculo de
microorganismos se realiza transportando un volumen del 15% v/v del volumen total
del biorreactor principal (3), desde el reactor de propagacion (2) hacia el biorreactor
principal (3) y el proceso se deja en operacion 30 horas controlando las variables de
operacion.

El proceso de la reivindicacion 1 caracterizado porque los alcaloides sintéticos o
naturales se seleccionan de cocaina base, cocaina clorhidrato y anfetaminas.



