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1 DATOS DEL (DE LOS) SOLICITANTE(S

|

Eil solicitante es el inventor |:| El solicitante es el causahabiente

1) Nombre (s):UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO

2) Nacionalidad (es):MEXICANA

3) Domicilio; calle, numero, colonia y cddigo postal: LASCURAIN DE RETANA NO. 5, COLONIA CENTRO, CP.36000

Poblacion, Estado y Pais: GUANAJUATO, GUANAJUATO, MEXICO
4) Teléfono (clave): 014737320006 EXT. 5059 Y 4501 o) Fax (clave). 014737320006 EXT.5059

B DATOS DEL (DE LOS) INVENTOR(ES

6) Nombre (s): J. Félix Gutiérrez Corona, Alejandro Coreno Alonso, Angeles Edith Espino Saldana, Georgina

Elena Reyna Lopez, Manuel Alejandro Lizardi Jimenez, Araceli Tomasini Campocosio, Francisco José

Fernandez Perrino

7) Nacionalidad (es): MEXICANA, MEXICANA, MEXICANA, MEXICANA, MEXICANA , MEXICANA, ESPANOL A

8) Domicilio; calle, numero, colonia y cédigo postal: LASCURAIN DE RETANA NO. 5, COLONIA CENTRO, CP.36000
Poblacion, Estado y Pais: GUANAJUATO, GUANAJUATO, MEXICO

9) Teléfono (clave): 014737320006 EXT. 5012 Y 4501 10) Fax (clave): 01 473 73 29312
KR DATOS DEL (DE LOS) APODERADO (S
11) Nombre (s): LUIS MANUEL OROZCO ARRQOYO 12) R G P:DDAJ-
203568

13) Domicilio; calle, numero, colonia y codigo postal: LASCURAIN DE RETANA NO. 5, COLONIA CENTRO, CP.36000

Poblacion, Estado y Pais: GUANAJUATO, GUANAJUATO, MEXICO 14) Teléfono (clave): 014737320006 EXT. 4501
15) Fax (clave). 01 473 73 29312

16) Personas Autorizadas para oir y recibir notificaciones: ING. ROBERTO
CARLOS SALAS SEGOVIANO

17) Denominacién o Titulo de la Invencién: PROCESO BIOTECNOLOGICO PARA LA REDUCCION DE Cr(VI) EMPLEANDO

CULTIVOS Y SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE LA CEPA Ed8 DE Aspergillus tubigensis EN REACTOR COLUMNA DE
BURBUIJAS

18) Fecha de divulgacion previa

| l 19) Clasificacién Internacional uso exclusivo del IMPI
Dia  Mes A0

20) Divisional de la solicitud 21) Fecha de presentacién
Numero Figura juridica Dia Mes ARO
22) Prioridad Reclamada: Fecha de presentacion
Pais Dia Mes ANO No. de serie 2 5
_ Lista de verificacién (uso interno) -
5 No. Hojas No. Hojas
‘| Comprobante de pago de la tarifa | Documento de cesion de derechos
Descripcion y reivindicacién (es) de la invencion Constancia de depésito de material biologico
__| Dibujo (s) en su caso Documento (s) comprobatorio(s) de divulgacion previa
Resumen de la descripcion de la invencion Documento (s) de prioridad
Documento que acredita la personalidad del apoderado _ Traduccion
TOTAL DE HOJAS

Observaciones:

Bajo protesta de 2 edad, e ifiesto aue los datos asentados en esta solicitud son ciertos.
LUIS MANUEL OROZCO ARROYO GUANAJUATO, GTO. 27 DE SEPTIMBRE DE 2012

Nombre y firma del solicitante 0 su apoderado Lugar y fecha
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LINEA DE CAPTURA PARA PAGO DE SERVICIOS
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10010077427

Por la presentacién de solicitudes de patente, asf como por los servicios a que se refiere $3,586.46

TOTAL TARIFA
I.V.A
SUBTOTAL

$3,586.46
$573.83
$4,160,29

$0.00

50% DE DESCUENTOQ

INSTITUCIONES EDUCATIVAS

ACTUALIZACIOQ
== CUATRO MIL CIENTO SESENTA PESOS 29/100 MN ---

RECARGOS $0.00

TOTAL A PAGAR| $4,160.29

Una vez realizado el pago, este documento podra ser recibldo en las ventanillas del IMP) como refersncia de pago acompafando la documentacién de su tramite.
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DATOS DEL TITULAR O SOLICITANTE
NOMBRE: UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO
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Instituto
Mexicano Il |

de la Propiedad [ |
Industrial

OFICINA REGIONAL DEL BAJIO
/1§ de odfvbre de 20/2

. * Ledn, Guanajuato, de _ Diciembre_ del

Solicitud No.

Bajo Protesta de decir verdad declaro, con respecto al beneficio en las Disposiciones Generales,
clausula Cuarta (fraccion III) de la tarifa por los servicios que presta ese H. Instituto, de
encontrarme en el supuesto abajo senalado, por lo que solicito el 50% de descuento de la tarifa

establecida para el Articulo q N

Hago la presente declaracion en cumplimiento de dicho articulo, segin el acuerdo por el que se da

a conocer la tarifa por los servicios que presta el Instituto Mexicano de la Propiedad Industrial,
publicado en el Diario Oficial de la Federacion con fecha 23 de marzo del 2005.

Marque con una (x)

Inventores o persona fisica

Micro o pequena industria

Instituciones de educacion superior Publicas o privadas

Instituciones de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica del Sector Publico

' i T i T e Y

ATENTAMENTE.

Nombre: LIC. LUIS MANUEL OROZCO ARROYO

e A

Firmere
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instituto
Mexicano
de lo Propiedad
, industrial | ] o Sual® !
DIRECCION DIVISIONAL DE ASUNTOS JURIDICOS
SUBDIRECCION DIVISIONAL DE REPRESENTACION LEGAL
EXPEDIENTE, RGP-DDAJ-20358
OFICIO:; SDRL.2011.2253
ASUNTO: Constancia de inscripcion en ef Registro
General de Poderes.
REF.. Escrito recibido el 14 de diciembre de 2011,
bajo el folio 2269

Mexico, D.F. 2 11 de enero de 2012.

C. LUIS MANUEL OROZCO ARROYO
CALZADA DE GUADALUPE NQ. 5 CENTRO

C.P. 3600, GUANAJUATO GUANAJUATO
PRESENTE

En contestacion a su escrito de referencia, se le comunica que para 10s fines declarativos de registro, se
expide la presente constancia de inscripcion en el Registro General de Poderes de este Instituto, del
poder conferido al C., LIS MANUEL OROZCO ARROYO, por ia persona moral, UNIVERSIDAD DE

GUANAJUATO, quedando registrado con el nimero RGP-DDAJ-20358 a partir del 14 de diciembre de
2011.

El ejercicio de las facultades que constan en el poder que se registra se encuentra limitado y sujeto a las
formahidades y disposiciones de la Ley de la Propiedad Industrial y su Reglamento, que para cada
tramite establecen.

Asimismo, se hace de su conocimiento que este Organismo al inscribir el documento antes indicado,

deja a salvo los derechos de terceros para impugnar su registro y, en su ¢asg, proceder a la cancelacion
de la inscripcion.

El presente se signa ademas, con fundamento en fos articulos 8° fraccion XX, 7 bis 1, 7 bis 2 v 181 de
la Ley de la Propiedad Industrial y Capitulo 1V de su Reglamento, publicados en el Diaric Oficial de Ia
Federacion el 2 de agosto y 23 de noviembre de 1994, respectivamente; 1°, 2°, 3° fraccién V, inciso i),
subinciso i), 4°, 5° 11 fraccion It y su ultimo parrafo, asi como 20 fraccidn V del Reglamento de! Instituto
Mexicano de la Propiedad Industrial, publicado en el Diario Oficial de la Federacién ¢l 14 diciembre de
1999, reformado y adicionado el 15 y 24 de julic de 2004 vy el 7 de septiembre de 2007 por publicacion
en el referido organe de difusion oficial; 1°, 2°, 3%, 4%, § fraccion V, incise i), subinciso i), 15 fraccion Il y
su dltimo parrafo, 24 fraccion V y 38 de su Estatuto Organico, asi como 1°y 12 inciso &) y su pengltimo
parrafc del Acuerdo que Delega Facultades en los Directores Generales Adjuntos, Coordinadaor,
Directores Rivisionales, Titulares de |as Oficinas Regionales, Subdirectores Divisionales, Coordinadores
Departamentales y otros Subalternos del Institute Mexicano de la Propiedad Industrial, publicados en la
misma fuente informativa el 27 y 15 de diciembre de 1999, reformados. adicionados y aclarados

mediante publicaciones del 29 de julio, 4 de agoste de 2004 v 13 de sepliembre de 2007,
regpectivamente.

ATENTAMENTE
EL suamagﬂqmﬂ\nwlsaonm. DE REPRESENT
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CONTRATO DE CESION DE DERECHOS DE INVENCION QUE CELEBRAN POR UNA PARTE

EL DR. ALEJANDRO CORENO ALONSO, LA DRA. GEORGINA ELENA REYNA LOPEZ,

EL DR. J. FELIX GUTIERREZ CORONA, EL DR. MANUEL ALEJANDRO LIZARDI

JIMENEZ, LA DRA. ARACELI TOMASINI CAMPOCOSIO Y EL DR. FRANCISCO JOSE

FERNANDEZ PERRINO; C. ANGELES EDITH ESPINO SALDANA, A QUIENES EN LO |

SUCESIVO SE LES DENOMINARA “LOS CEDENTES” Y POR OTRA PARTE LA UNIVERSIDAD

DE GUANAJUATO REPRESENTADA EN ESTE ACTO POR SU RECTOR GENERAL EL DR.

JOSE MANUEL CABRERA SIXTO A QUIEN EN LO SUCESIVO SE LE DENOMINARA “LA

UNIVERSIDAD” AL TENOR DE LAS SIGUIENTES DECLARACIONES Y CLAUSULAS:

DECLARACIONES

|.- DECLARA “LA UNIVERSIDAD”:

l.- Que de conformidad con su Ley Organica, contenida en el Decreto numero 71 de
la H. Sexagesima Legislatura Constitucional del Estado Libre y Soberano de
Guanajuato, publicada en el Periodico Oficial nimero 96 del Gobierno de la
Entidad, el 15 de junio de 2007, la Universidad de Guanajuato es un organismo
publico autonomo, con personalidad juridica y patrimonio propio, y por ello, se

encuentra en aptitud legal de ejercer derechos y contraer obligaciones.

lIl.- Que sus funcionales esenciales de acuerdo a lo ordenado por el articulo 5 de la
Ley Organica citada en el precedente, son: I.- La educacion en los niveles que ella
determine; Il.- La investigacion cientifica, tecnoldgica y humanistica, en cualquier

area del conocimiento en relacion con las necesidades regionales, nacionales y del

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION * Proceso Biotecnolégico para la Reduccién De Cr(Vi) Empleando
Cultivos y Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbujas”




saber universal; y, Ill.- La creacion, promocion y conservacion de la expresiones del
arte y la cultura; al preservacion, la difusion y el acrecentamiento de los valores,

asi como la extension a la sociedad de los beneficios de la ciencia y tecnologia.

lll.- Que de conformidad con lo senalado en el articulo 19 de la Legislacion antes
invocada, el Rector General es la autoridad ejecutiva de la Universidad y tendra su

representacion legal, la que podra delegar en quien estime conveniente.

IV.- En los términos de los articulos 16 fraccion Xl y 18 fraccion | del ordenamiento
juridico citado en los antecedentes, la Junta Directiva nombro el Dr. José Manuel
Cabrera Sixto, como Rector General para el periodo 2011-2015, de conformidad a la
designacién* hecha por dicho organo de gobierno el 22 de septiembre de 2011; cargo
que protesto ante el Consejo General Universitario en sesion extraordinaria que se

llevo a cabo el 27 de septiembre de 2011.

l.V.- Que senala como domicilio legal el ubicado en la calle Lascurain de Retana
numero 5, zona centro, de la ciudad de Guanajuato, Gto.
1B DECLARAN “LOS CEDENTES”

1.1 EL DR. ALEJANDRO CORENO ALONSO, declara haber sido Alumno de
doctorado del Posgrado en Biologia Experimental de la Universidad de
Guanajuato, con sede en el entonces Instituto de Investigacion en Biologia
Experimental (actualmente Departamento de Biologia de la Division de Ciencias
Naturales y Exactas de “LA UNIVERSIDAD”) y que de acuerdo a lo establecido por
el articulo 17 fraccion VI, del Estatuto Académico de la Universidad de

Guanajuato corresponde a los alumnos participar actividades de Investigacion y

Extension.

1.2 C. ANGELES EDITH ESPINO SALDANA, declara haber sido Alumno de
Licenciatura Quimico Farmaco Bidlogo Q.F.B de la Universidad de Guanajuato,
actual Division de Ciencias Naturales y Exactas de “LA UNIVERSIDAD” y que de

acuerdo a lo establecido por el articulo 17 fraccion VIil, del Estatuto Académico

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION * Proceso Biotecnologico para la Reduccion De Cr(Vi) Empleando
Cultives y Sobrenadantes de Cultivos de ia Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbujas”



Gyl yﬁ&ﬁ’? é

//////

de la Universidad de Guanajuato corresponde a los alumnos participar

actividades de Investigacion y Extension.

1.3 LA DRA. GEORGINA ELENA REYNA LOPEZ, declara estar prestando sus

servicios de profesor investigador de tiempo completo en el Departamento de
Biologia de la Division de Ciencias Naturales y Exactas de “LA UNIVERSIDAD”. Que
por el caracter que tiene de servidor de la UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO, vy de
acuerdo a lo establecido en el articulo 8, parrafo tercero de la ley Organica de

la Universidad de Guanajuato y el articulo 163 de la Ley Federal del trabajo

cede los resultados obtenidos en esta investigacion de forma exclusiva a “LA
UNIVERSIDAD”,

1.4 EL DR. J. FELIX GUTIERREZ CORONA, declara estar prestando sus servicios
de profesor investigador de tiempo completo en el Departamento de Biologia de
la Division de Ciencias Naturales y Exactas de “LA UNIVERSIDAD”. Que por el
caracter que tiene de servidor de la UNIVERSIDAD DE GUANAJUATO, vy de
acuerdo a lo establecido en el articulo 8, parrafo tercero de la ley Organica de

la Universidad de Guanajuato y el articulo 163 de la Ley Federal del trabajo

cede los resultados obtenidos en esta investigacion de forma exclusiva a “LA
UNIVERSIDAD”.

.5 DR. MANUEL ALEJANDRO LIZARDI JIMENEZ, declara haber realizado sus

estudios de posgrado de tiempo completo en la Universidad Autdonoma

Metropolitana-iztapalapa.

1.6 DRA. ARACELI TOMASINI CAMPOCOSIO, declara estar prestando sus servicios

de profesor-investigador de tiempo completo en la Universidad Auténoma

Metropolitana-lztapalapa.

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION “ Proceso Biotecnologico para la Reduccién De Cr(Vi) Empleando
Cultivos y Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbu jas”




1.7 DR. FRANCISCO JOSE FERNANDEZ PERRINO, declara estar prestando sus
servicios de profesor-investigador de tiempo completo en la Universidad

Autonoma Metropolitana-lztapalapa.

1.8 Que como resultado de su trabajo conjunto los profesores-Investigadores
desarrollaron la invencién denominada “Proceso Biotecnologico para la
Reduccion de Cr(Vi) Empleando Cultivos y Sobrenadantes de Cultivos de la
Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbujas””, misma
que forma parte de las actividades contempladas en el proyecto de cooperacion
internacional Bioprospeccion de microorganismos a partir de residuos
industriales y aplicacién biotecnolégica, apoyado por el FONCICYT con el

numero de referencia 95887.

1.9 “LOS CEDENTES” ceden los resultados obtenidos en esta invencién de forma
exclusiva a “LA UNIVERSIDAD”, por lo cual estan de acuerdo en celebrar el

presente contrato bajo las siguientes clausulas:

CLAUSULAS:

PRIMERA.- Declaran “LOS CEDENTES”, que ceden a “LA UNIVERSIDAD” los

productos de su investigacion y los derechos que de ella pudieran derivarse.

SEGUNDA.- En virtud de la cesion que contiene la clausula que antecede, solo se
reservan el derecho de ser mencionados como inventores de la patente y le
confieren a “LA UNIVERSIDAD” los derechos sobre la patente que estan de
acuerdo en ceder relacionada con los resultados obtenidos de su investigacion
“Proceso Biotecnolégico para la Reducciéon de Cr(Vi) Empleando Cultivos y
Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en

Reactor Columna de Burbujas””, de acuerdo a lo establecido en la Ley de la

Propiedad Industrial y su reglamento.

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION “ Proceso Biotecnolégico para la Reducciéon De Cr(Vi) Empleando
Cultivos y Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbujas”
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TERCERA.- “LA UNIVERSIDAD” acepta la cesion contenida en las clausulas que
anteceden y de acuerdo con la normatividad de su ley organica otorgara a “LOS

CEDENTES” una participacion en conjunto de al menos 50 % de las ganancias que N\
“LA UNIVERSIDAD” obtenga, en el caso de comercializacion de los productos
derivados de esta patente.

Los porcentajes de ganancias para “LOS CEDENTES” estan divididos en siguiente

manera a excepcion de la C. ANGELES EDITH ESPINO SALDANA quien solo sera
nombrada como inventor por:

. i —

' Inventor participante Porcentaje

de participacion

. " T

Rl R i

' DR. ALEJANDRO CORENO ALONSO

16.66 %
' DRA. GEORGINA ELENA REYNA LOPEZ - [16.66%
DR. J. FELIX GUTIERREZ CORONA | 16.66% T

DR MANUEL ALEJANDRO LIZARDI JIMENEZ | 16.66 %

S B |
DRA. ARACELI TOMASINI CAMPOCOSIO 16.66 %

16.66 %

— — - — e

DR. FRANCISCO JOSE FERNANDEZ PERRINOG

CUARTA.- La C. Angeles Edith Espino Saldana declara haber recibido un pago de
$1000.00 por el desarrollo de la presente invencion.

QUINTA.- “LA UNIVERSIDAD” da la prioridad de la explotacion de la invencion
“Proceso Biotecnolodgico para la Reduccién de Cr(Vi) Empleando Cultivos Y
Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en
Reactor Columna de Burbujas” y , en el supuesto de que llegase a obtener la

patente 'y comercializacion de la misma se realizard un convenio de
licenciamiento de tecnologia a favor de “LOS CEDENTES”.

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION “ Proceso Biotecnolégico para la Reduccién De Cr(Vi) Empleando
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SEXTA.- En caso de controversia, ambas partes se someten a la legislacion
vigente y a los tribunales de la ciudad de Guanajuato, renunciando al fuero que

por razon de su domicilio presente o futuro pudiese corresponderles.

LEIDO QUE FUE EL PRESENTE CONTRATO DE CESION DE DERECHOS Y
ENTERADAS LAS PARTES DE SU CONTENIDO Y ALCANCE LEGAL, LO FIRMAN EL
DIA 22 DE AGOSTO DEL 2012 EN NUEVE TANTOS.

“LA UNIVERSIDAD” “LOS CEDENTES”

NNpape

CABRERA SIXTO DR. ALEJANDRO CORENO ALONSO

o -

DRA. GEORGINA ELENA REYNA

. LIXC:{J IE R%OR/ONA
// /{Lm A/

(ANUEL ALEJANDRO LIZARD! JIMENEZ

DR. JOSE
RECTO

1BQ.

e s
DR. FRANCISCO JOSE FERNANDEZ PERRINO

@.

DRA. ARACELI TOMASINI CAMPOCOSIO

C. ANGELES EDITH ESPINO SALDANA

CONTRATO DE CESION DE DERECHO DE LA INVENCION “ Proceso Biotecnolégico para la Reduccién De Cr(Vi) Empleando
Cultivos y Sobrenadantes de Cultivos de la Cepa Ed8 de Aspergillus Tubigensis en Reactor Columna de Burbujas”
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PROCESO BIOTECNOL66ICO PARA LA REDUCCION DE Cr(VI) EMPLEANDO CULTIVOS Y
SOBRENADANTES DE CULTIVOS DE LA CEPA Ed8 DE Aspergillus tubigensis EN REACTOR
COLUMNA DE BURBUJAS

DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

La aplicacion del proceso biotecnoldgico de reduccion de Cr(VI) ex situ, que se
reclama en esta solicitud, es en el sector industrial para apoyo a los procesos de

biotratamiento de efluentes industriales y biorremediacion de sitios o cuerpos de agua

contaminados con cromo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El Cr es un metal de amplio uso industrial, cuyas especies quimicas mas estables en
el ambiente son el Cr(lll) y el Cr(VI), siendo este Gltimo altamente tdxico y mutagénico
para diferentes formas.de vida, habiéndose reportado como carcinégeno en humanos v
animales. Como resultg;do de las actividades antropogénicas, se ha roto el equilibrio
natural de la concentracion de Cr(Vl),‘ con el consecuente efecto negativo sobre los

ecosistemas. Con anterioridad, se han reportado varios procesos para la eliminacién de

Cr(VI), entre los cuales destacan:

a) Procesos fisico-quimicos, como: la reduccion quimica, la adsorcion por carbdn

activado, el de resinas de intercambio idnico.

b) Procesos electroquimicos, como: la electro-coagulacion, la electrodialisis, la electro

reduccion.
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Ejemplos de procesos de biorrestauracién, empleando diversos organismos, han
sido reclamados en patentes, como: US6,383,388B1 (remocidn utilizando la levadura de
Saccharomyces cerevisiae), US6,033,559A, US6,008,028A (emplea cianobacterias vy
bacterias autotroficas purpuras), US5,736,048A l(emplea algas y bacterias), US5,569,596A
(emplea el alga Shewanella BrY resistente a Cr(VI) en condiciones anaerdbicas),
US5,681,739A (bacterias anaerdbicas), mientras las patentes US4,468 461A V

US3,941,691A reclaman procesos que emplean bacterias aerobias.

Considerando la literatura cientifica, se ha descrito el empleo de hongos
filamentosos para la eliminacion (reduccion) de Cr(Vl) de efluentes industriales, de
cuerpos de agua y de sitios contaminados. Ademas, algunos de estos trabajos han descrito
el escalamiento de los procesos utilizando biorreactores. Algunos de esos trabajos son: el
de Morales-Barrera y cols. (Enzyme and Microbial Technology. 40: 107-113, 2006), que
trabajan con la cepa Trichoderma viride que utiliza glucosa en el medio de cultivo
empleando un reactor Air-lift con un mayor gasto de energia; Faryaly cols. (Pakistan )
Botany 39, 5: 1873-1881, 2007), describen que la biomasa de A. niger bioabsorbe el 79 al
83% de cromo durante 36 a 48 horas; Acevedo-Aguilar y cols. (Can J Microbiol 52:809-
815, 2006) describen cepas de Aspergillus y Penicillium que reducen en cultivo el Cr(VI) a
Cr(lll); Shrivastava y cols. (Bioresource Technology 97: 1167-73, 2006) describe un proceso
discontinuo de biosorcion del cromo; Corefio-Alonso y cols. (Chemosphere 76: 43-47,
2009) describen un proceso que emplea cultivos con la biomasa de Ed8 de A. tubingensis
utilizando cultivos en batch o en reactores de tanque agitado, en dichas condiciones, los

niveles maximos de Cr(VI) reducido eran de 2.68 mM a las 24 hs de incubacion.

En  los procesos descritos en la literatura, vya sea basados en
bioabsorcion/bioacumulacidon o en reduccién, la biomasa de los microorganismos se

iIncuba en presencia de Cr(VI) en un medio definido v se sigue la disminucién del idn en

diferentes tiempos o a un tiempo fijo.
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El proceso biotecnoldgico propuesto puede aplicarse como 2 subprocesos que

pueden ser alternativos o secuenciales, ambos basados en el incremento de la eficiencia

de reduccion de Cr(VI) por la presencia de compuestos organicos en el medio.

Subproceso A), basado en el empleo de cultivos con biomasa de la cepa Ed8 de
Aspergillus niger var. tubingensis (Aspergillus tubingensis o A. tubingensis) incubada en
presencia de Cr(VI) con adiciones al medio de compuestos organicos que inducen la
produccion de moléculas responsables de la transformacién de Cr(Vl) a especies
reducidas. El proceso de cultivo de la cepa mencionada se realiza mediante Ia
fermentacion aerobia en Columnas de Burbujas, en condiciones de temperatura
ambiente, empleando un medio minimo basado en componentes econémicos y una baja
alimentacion de aire. Este proceso, que se lleva a cabo de forma discontinua y permite la
recarga de nutrientes y de Cr(Vl), mostro alta eficiencia para la transformacién por
reduccion de hasta 3.57 mM Cr(VIl) presente en residuos industriales en 8 hs de
incubacion. En base al procedimiento de reduccién de Cr(VI) contemplado en el proceso,

este podria ser aplicado para el tratamiento de residuos industriales liquidos o aguas

contaminadas.

Subproceso B), basado en el empleo de sobrenadantes libres de biomasa obtenidos
de cultivos de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis incubada en ausencia de Cr(VI) con
adiciones al medio de compuestos organicos que causan la produccidon de moléculas
responsables de la transformacion de Cr(Vl) a especies reducidas. En base al
procedimiento de reduccion de Cr(VI) contemplado en el proceso, este podria ser aplicado

para el tratamiento de residuos industriales liquidos o sélidos, asi como suelos o cuerpos

de agua contaminados.

Las ventajas técnicas del primer subproceso son la alta eficiencia de reduccidn de
Cr(VI) en funcién del tiempo de residencia de la biomasa y la cantidad de la misma en el
reactor. Las ventajas técnicas del segundo subproceso, ademas de la alta eficiencia de
reduccion Cr(Vl), es la rapidez del mismo, que no se afecta por el Cr(VI) porque el cultivo

se realiza en ausencia del metal. Un valor agregado del proceso global (que incluye los dos
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subprocesos) de la presente invencidn es que en el sobrenadante del cultivo en presencia
de acidos organicos se encuentran presentes moléculas reductoras producidas por la

biomasa, cuya identificacion puede redundar en mejoras adicionales de! proceso.

Las ventajas economicas del proceso global estdn basadas en que el sistema
considerado es de bajo costo por el uso de reactivos grado industrial y una baja
concentracion (0.25 %) de una fuente de carbono econdmica (aztcar comercial), asi como
por el bajo costo de operacién del reactor. En los procesos descritos en la literatura se
utilizan reactivos de grado analitico y concentraciones altas (1% o mayor) de fuentes de

carbono (usualmente glucosa), ademas de suplementos especificos en los medios de

cultivo.

Ademas, el problema técnico que resuelve la invencidn considera que dicho proceso
tiene una mayor eficiencia de remocién de Cr(VI) [hasta 3.57 mM Cr(VI) presente en
residuos industriales en 8 hs de incubacidn, en el primer subproceso, y de 2.14 a 3.57 mM
Cr(Vl) en 0.5 hs de reaccion, en el segundo subproceso] que la que poseen los procesos
descritos en la literatura con el empleo de otros miéroorganismos’ [en el trabajo de
Morales-Barrera y Cristiani-Urbina (2006) con Trichoderma viride se reporta la remocidén
de 1.3y 1.6 mM de Cr(VI) en 30 y 80 hs deé incubacion, respectivamente], principalmente
debido a la ventaja técnica de alta eficiencia y rapidez de reduccién de Cr(VI) que implica
el empleo de biomasa crecida en presencia de dcidos organicos con la finalidad de inducir
el incremento de las moléculas reductoras producidas por !a biomasa: en el caso del

segundo subproceso, ademas, se evita la toxicidad del metal al crecimiento y produccidn

de la biomasa.

En el estado de la técnica se ha descrito que la reducciéon de Cr(Vl) por la cepa
Aspergillus tubingensis Ed8, se realiza en el espacio extracelular (Gutiérrez Corona, J. C. -5
al 10 | de octubre de 2008-.
http://www3.inecol.edu.mx/solabiaa/ARCH|VOS/d0cumentos/congresos/algaI2008/mem
orias-cd/archivos%20pdf/biotec-ambiental/B_Orales/BO-07.pdf) (Acevedo-Aguilar, F.l., y

cols.Can J Microbiol 52:809-815, 2006) (Gutiérrez Corona, J.F., Rev. Latinoam. Biotecnol.



10

15

20

25

5

Amb. Algal, 1(1):47-63, 2010), asimismo se menciona que el empleo de un tanque agitado
con columna de burbujas ocasione un aumento de eficiencia del proceso (Corefio Alonso,

A. L. -22-26 de marzo de 2010-. http://www.cmibg.org.mx/Trabajos/Biotecnologia/
BTN279JAN20091220.pdf) (Lain S., 2004.

http://bdigital.uao.edu.co/bitstream/10614/257/3/T0003440.pdf). Ademds, se ha
observado que la eficiencia de reduccion de Cr(V1) a Cr{lll) por la cepa Ed8 de Aspergillus
tubingensis, se estimula dramaticamente por la presencia en el medio de crecimiento de
acidos organicos como citratos, salicilatos o tartratos (Corefio-Alonso, y cols.
Chemosphere, 76 (1):43-47, 2009.) (Gutiérrez Corona J. F., Rev. Latinoam. Biotecnol. Amb.
Algal 1(1):47-63, 2010). Este analisis indica que la eficiencia obtenida en el proceso que se

optimiza ha requerido el analisis y la combinacion de méas de dos documentos del estado

de |la técnica.

OBJETO DE LA INVENCION

El objeto de la presente invencidn es el desarrollo de un proceso biotecnoldgico
eficiente para la reduccién de Cr(VI) para el tratamiento ex situ de efluentes industriales
contaminados con cromo, el cual se realiza en un reactor tipo de columna de burbujas con

el uso de cultivos con biomasa o sobrenadantes de cultivos libres de biomasa de |a cepa

Ed8 de Aspergillus tubingensis.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Vista lateral del reactor tipo columna de burbujas.
Figura 2. Vista lateral de la tapa para el reactor.
Figura 3. Vista Superior de la tapa para el reactor.

Figura 4. Vista lateral del distribuidor de aire.

Figura 5. Vista inferior de la parte horizontal del distribuidor de aire.
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Figura 6. Grafica que muestra la reduccion de Cr(VI) en una columna de burbujas en

presencia de biomasa de A. tubingensis Ed8 incubada en medio con 10 mM de salicilato de

sodio.

Figura 7. Grafica que muestra la reduccion de Cr(VI) en una columna de burbujas
conteniendo sobrenadantes libres de biomasa producidos por incubacién de A.
tubingensis Ed8 en ausencia de Cr(VIl) y en presencia de diferentes concentraciones de

salicilato (3, 10 y 20 mM) por diferentes tiempos (48, 72 y 96 hs).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis ha sido descrita en varios documentos del
estado de la técnica, por ej. se han descrito las fuentes carbono utiles para la reduccidn
del Cr(Vl) y se ha realizado una identificacion molecular de la cepa, la comparacidon de las
condiciones de crecimiento para tolerar diversas concentraciones de Cr(Vl), la
determinacion de la concentracion minima inhibitoria de higromicina para la produccién
de los esferoplastos de la cepa Ed8, se ha realizado el analisis protedmico que muestra la
produccion de proteinas diferenciales en presencia del ién, se ha caracterizado el sistema

de reduccion de Cr(VI), e incluso se ha aislado y descrito el gen que codifica para una

manitol fosfato deshidrogenasa.

El proceso biotecnoldgico propuesto en esta solicitud de patente, puede aplicarse
como dos subprocesos alternativos o secuenciales, uno de ellos basado en el empleo de
cultivos con biomasa y el segundo basado en el uso sobrenadantes de cultivos libres de
biomasa, ambos contehplando cultivos de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis
incubada en presencia de compuestos orgdnicos, como: citrato (como parte del medio
base), salicilato o tartrato (que se adicionan al medio base que contiene citrato)
que inducen la produccion de moléculas responsables de la transformacion de Cr(VI) a
especies reducidas. El proceso de cultivo de la cepa mencionada se realiza mediante |3
fermentacion aerobia en Columnas de Burbujas, en condiciones definidas de temperatura

ambiente, empleando un medio minimo basado en componentes econdmicos y una baja
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alimentacion de aire. En el caso del primer subproceso, que se lleva a cabo de forma
discontinua por la adiciéon de nutrientes y de Cr(VI), mostrd alta eficiencia para la
transformacion, por reduccién de hasta 3.57 mM de Cr(Vl) presente en residuos
industriales en 8 hs de incubacidn; el segundo subproceso permite reducir de 2.14 a 3.57
mM Cr(Vl) en 0.5 hs de reaccidon. En base al procedimiento de reduccién de Cr(Vi)

contemplado en el proceso, este también podria ser aplicado para el tratamiento de sitios

0 cuerpos de agua contaminados.

El subproceso A) se lleva a cabo mediante las siguientes etapas:

> Obtencion de conidias:

Se realizan cultivos en medio sélido para producir conidias, inoculando de 10°> a 5 x
10° conidias de la cepa Ed8 por caja de Petri que contiene cada una alrededor de 25 mL de

medio minimo solidificado con agar; se pueden inocular con conidias de 20 a 50 cajas
conteniendo el referido medio para producir las conidias necesarias para 3-5

experimentos.

» FEtapade Crecimi'ento:

Se inoculan conidias de la cepa Ed8 (5 X 10° a 2 X 106c0nidias/mL) en 800 a 1200
ml de medio de cultivo contenidos en el reactor de Columna de Burbujas (didmetro

interior de 7 cm, 40 cm de altura) y se incuba con un flujo de aire de 1 a 1. 5 litros por

minuto, a temperaturas de 23°C a 30°C por 36 a 60 hs.

» Etapa de Reduccién:

Despues de la etapa de Crecimiento, se agrega al medio de cultivo de 100 a 500
mg/l (concentracidn final) de Cr(VIl) proveniente de una solucidn procedente de industrias
gue producen residuos contaminados, y se incuba por 12 h en las condiciones descritas
para la Etapa de Crecimiento, después de las cuales 50% del volumen inicial del medio de
cultivo es removido y reemplazado por el mismo volumen del mismo medio al doble de
concentracion (2X) , y a partir de este momento se recambia 12.5 % del medio de cultivo
por medio de cultivo fresco (2X) cada 24 h. Ademas, se realizan adiciones de Cr(VI) cada

12 h (después de los recambios de medio de cultivo), hasta las 60 h terminando los
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experimentos a las 72 h de la Etapa de Reduccién. Se toma 1mL de medio de cultivo del
reactor tres minutos después de ainadido el Cr(VI) y se determina la concentracidn de este
ion y la de Cr total, para verificar que la concentracién de Cr en el reactor fuese
homogénea; también, al final de los respectivos periodos de incubacién, se toma 1 mL de

medio de cultivo del reactor para la determinacion de Cr(VI) y Cr total.

El Subproceso B) se lleva a cabo mediante las siguientes etapas:

» Se siguen las Etapas de Obtencién de Conidias y de Crecimiento descritas para el
Subproceso A; en este ultimo caso la incubacidn se hace durante 48 h.

» Etapa de Reduccion de Cr(V!):

Recuperacion de la biomasa por filtracion y transferencia del sobrenadante (800 a
1200 mlL) a otro biorreactor tipo columna de burbujas, operado bajo las condiciones
indicadas en el apartado anterior y sin utilizar condiciones de esterilidad. Una vez
realizada la operacion de transferencia del sobrenadahte, se adicionan de 100 a 500 mg/l
(concentracion final en el reactor) de Cr(Vl), proveniente de los residuos industriales

(lixiviados o efluentes) y se permite un tiempo de residencia de 15 a 60 minutos.

Tal y como se describen lineas arriba los subprocesos A) y B), son considerados
como alternativos. El proceso global con los dos subprocesos utilizados de manera
secuencial consiste en aplicar primero el subproceso A, y después del 4o. ciclo de recarga

de nutrientes y Cr(VI), a las 72 h de cultivo (Fig. 6) se recupera el sobrenadante, el cual se
transfiere a un biorreactor de columna de burbujas y éste se mezcla, en proporcién 1:1,

con sobrenadante libre de biomasa fresco, obtenido como se indica en el subproceso B.

El medio de cultivo base, empleado para el proceso biotecnolégico esta constituido
por: KH,PO,4 (0.20% a 0.30%), MgSO, (grado comercial) (0.1% a 0.3%), (NH,4),SO, (grado
comercial) (0.4% a 0.6%), fuente de carbono (glucosa, aztcar comercial, piloncillo u otras

analogas) (0.2% a 0.3%), NaCl (grado comercial) (0.4% a 0.6%), compuestos organicos
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como: el acido citrico y sus sales (0.5% a 1%) o como el acido salicilico y sus sales (0.02 a
0.3%); el pH se ajusta a 5.1- 5.5 con NaOH. La preparacién de este medio contribuye a la

ventaja economica de esta invencion y por lo tanto, a su eficiencia.

El tipo de reactor considerado en la presente invencidén ha sido descrito

5 previamente en publicaciones en el campo de las fermentaciones. Brevemente, dicho
reactor consta de un tubo cilindrico de cristal templado de 40 cm de altura y 7 cm de
diametro (Fig.1), la parte superior del tubo (1) recibe la tapa (Fig. 2) la cual puede ser de

hule con las siguientes dimensiones: 7.5 cm en el lado superior, del lado inferior 6.5 cm (2)

y de los costados 4 cm; esta tapa posee dos horadaciones como se observa en la Fig. 3,

10 cada horadacion (3), con un diametro de 0.85 cm en una de las cuales se inserta el
distribuidor de aire (Fig.4) en forma de L, que posee una parte vertical (4) y otra horizontal

(5), que en su parte inferior tiene orificios para hacer posible la alimentacién de aire al

medio de cultivo. El distribuidor de aire se muestra en la Fig. 4, se construyd de acero
inoxidable 304, calibre 20, y con dimensiones: 70 cm en la parte vertical (4) abierta en el
15  extremo superior, 5 cm en la parte horizontal (5) cerrada al final del tubo; 0.8 cm de
diametro externo. La pérte horizontal del distribuidor (Fig. 5) esta provista de 7 orificios
(6) de 1 mm de didametro cada uno, la separacién entre los orificios es de 7 mm v el
primero de ellos se encuentra a 5 mm del extremo cerrado de la columna. La segunda
horadacion de la tapa del tubo sirve para alimentar el reactor [medio y Cr(V1)], asi como
20  para tomar muestras. También, en esa misma se instala un tubo de vidrio con salida a una

trampa (un matraz con una solucién conteniendo un acido orgdanico). Esto es muy

importante, ya que evita que el Cr se distribuya en el ambiente donde se encuentra el o

los reactores.

25 EJEMPLOS

Con la fihalidad de desarrollar los subprocesos descritos, se crecid en un medio de
cultivo que contenia una concentracion de salicilato de sodio (Sal) 10 mM la cepa Ed8 de

A. tubingensis. El medio también tuvo: KH,PO,4 (0.25%), MgSO, (grado comercial) (0.2%),
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(NH4),S0,4 (grado comercial) (0.5%), fuente de carbono (aztcar comercial) (0.25%), NaCl

(grado comercial) (0.5%), el pH se ajustd entre 5.1 a 5.5 con NaOH.

En la Fig. 6 se muestra el resultado de un experimento de remocién de Cr(VI) con
biomasa de la cepa A. tubingensis Ed8 cultivada con Cr(VI) [Subproceso A)] en el que se
hacen recargas de medio de cultivo y de 100 mg L™ de Cr(VI) cada 24 hs. En el ejemplo se
observo que desde el tiempo 0 hasta las 72 hs de incubacién ocurrié disminucién en los
niveles de Cr(VI) (Fig. 6A), no obstante que los niveles de Cr total en el medio se
incrementaron debido a-las recargas (Fig. 6B). La diferencia entre los niveles de Cr(Vl), que
son bajos, v los de Cr total, que son altos, se debe a la transformacién del Cr(VI) en Cr(ill)
en el medio de cultivo; el procedimiento de determinacién de Cr utilizado (Espectrometria

de absorcidn atdmica) detectd las dos especies de Cr.

Se realizdo un experimento del Subproceso B (Fig. 7A, B). En este caso el

sobrenadante libre de biomasa se obtuvo cultivando la cepa A. tubingensis Ed8 en medio
base (como el descrito) suplementado con un compuesto organico como Sal a
concentraciones 3, 10 6 20 mM en un reactor de Columna de Burbujas; a las 48, 72 o0 a las
96 hs de incubacidén se retird la biomasa y se determind la capacidad reductora del
sobrenadante del medio de cultivo al adicionarle Cr(VI). La Fig. 7A muestra el resultado
obtenido con el sobrenadante producido a las 48 hs de incubacion el cual se adiciond con
300 mg Cr(VI)/L; se observa que la disminucién de Cr(VI) es completa con los
sobrenadantes producidos en presencia de 10 vy 20 mM de Sal y parcial (alrededor del 16
%) con el sobrenadante producido en presencia de 3 mM de Sal. En la Fig. 7B se muestra
que los sobrenadantes producidos en incubaciones de 72 hs en presencia de 20 mM de Sal
adicionados de 550 mg Cr(VI)/L, causan la disminucién completa del idn en 30 min; en los
sobrenadantes del mismo tiempo de incubacidn producidos en presencia de 3 0 10 mM de
Sal la disminucion de Cr(VI) fue cercana al 20 %. En periodos de ihcubacién mayores (96
hs) la eficacia de reduccién de Cr(VI) de los sobrenadantes disminuye. Por lo tanto, el

procedimiento optimizado comprenderia el empleo de sobrenadantes producidos por 48-
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72 hs de incubacion con 20 mM de Sal, los cuales podrian emplearse para reducir hasta

550 mg Cr(VI)/L en 30 min.



10

15

20

25

12

REIVINDICACIONES

1.- Proceso de reduccion de Cr(VI) ex situ que comprende: el empleo de la cepa Ed8 de
Aspergillus tubingensis, un primer subproceso basado en el empleo de cultivos con
biomasa y un segundo subproceso basado en el uso de sobrenadantes de cultivos libres de
biomasa; dichos subproczsos pueden ser alternativos o secuenciales; ademas en ambos

subprocesos se utilizan compuestos organicos que inducen, en la cepa EdS, la produccidn

de moléculas responsables de la transformacion de Cr(VI).

2.- Sistema para la reduccion de Cr(VI) ex situ que comprende el proceso tal como se
reivindica en 1, que se Ileva a cabo en un reactor tipo de columna de burbujas que consta
de un tubo cilindrico (Fig.1), la parte superior del tubo (1) recibe la tapa (Fig. 2) que posee
dos horadaciones en una de las cuales se inserta el distribuidor de aire (Fig.4) en forma de

L, que posee una parte vertical (4) y otra horizontal (5), en cuya parte inferior estan los

orificios que hacen posible la alimentacién de aire al medio de cultivo; la segunda
horadacion de la tapa del tubo sirve para alimentar al reactor, para tomar muestras y para
instalar un tubo de vidrio con salida a una trampa conteniendo una solucién de dacido

organico.

3.- Medio de cultivo par‘a el crecimiento de la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis, Gtil
para la eficiencia del proceso que se reivindica en 1, que comprende: KH,PO, de 0.20% a
0.30%, MgSQO,4 de 0.1% a 0.3%, (NH4),S0, de 0.4% a 0.6%, fuente de carbono de 0.2% a
0.3%, NaCl de 0.4% a 0.6%, compuestos organicos de 0.02% a 1% y un pH de 5.1 a 5.5.

4.- Medio de cultivo como se reivindica en 3, cuyo compuesto organico es acido citrico o

SUs sales.

5.- Medio de cultivo como se reivindica en 3, cuyo compuesto orgénico es acido salicilico o

sus sales.
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RESUMEN

La presenté invencion reclama un proceso biotecnolégico eficiente para la
reduccién de Cr(VI) con la finalidad de tratar, ex situ, efluentes industriales contaminadas
con cromo, el cual se realiza en un reactor tipo de columna de burbujas con el empleo de
la cepa Ed8 de Aspergillus tubingensis, un primer subproceso basado en el empleo de
cultivos con biomasa y un segundo subproceso basado en el uso de sobrenadantes de
cultivos libres de biomasa; dichos subprocesos pueden ser alternativos o secuenciales;
ademas en ambos subprocesos se utilizan compuestos organicos que inducen, en la cepa

Ed8, la produccion de moléculas responsables de la transformacién de Cr(V1).
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