INSTITUTO 870160046782
' NACIONAL 25/08/2016 15:43
‘ DA PROPRIEDADE
INDUSTRIAL (IR SR

00.000.2.2.16.0652758.9

Outras peti¢cdes

Ndmero do Processo: BR 11 2016 015450 9

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 2

Nome ou Raz&o Social: UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPF/CNPJ: CL0015965734
Nacionalidade: Chilena
Qualificagdo Juridica: Pessoa Juridica
Endereco: Barrio Universitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcion
Cidade:
Estado:
CEP:
Pais: Chile
Telefone:
Fax:

Email: bri@clarkemodet.com.br
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Depositante 2 de 2

Nome ou Razéo Social:
Tipo de Pessoa:
CPF/CNPJ:
Nacionalidade:
Qualificagdo Juridica:
Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Pais:

Telefone:

Fax:

Email:

Referéncia Peticéo

UNIVERSIDAD DE TALCA

Pessoa Juridica

Chilena
Pessoa Juridica
Cardenal Rall Silva Henriquez - Ex 1 Poniente, N 1141

Comuna de Talca

CHILE

Pedido :

Dados do Procurador

BR 112016015450-9

Procurador:

Nome ou Razéo Social:
Numero OAB:

Numero API:
CPF/CNPJ:

Endereco:

Cidade:

Estado:

CEP:

Telefone:

Fax:

Email:

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 2/64

Flavia Salim Lopes

488
02341292712

Avenida Marechal Camara, 160, 12° andar (Edificio Bourget) -
Centro
Rio de Janeiro

RJ
20020-080

(21)3223-9500
(21)3223-9501

flopes@clarkemodet.com.br



Documentos anexados

Tipo Anexo Nome
Comprovante de pagamento Guia de compl. 201600966.pdf
Procuracéo POA Universidad de Concepcion E-Pat F.pdf
Procuracio Poa E-Patent(eriél{Iirlail\)/ir(?fidad de Talca
Prioridade 201600966 Prio Chilena correta.pdf
Prioridade 201600966 - Prioridade Chilena trad.pdf
Esclarecimento 201600966 Esclarec complemen.pdf
Relatério Descritivo 201600966 Relatodrio.pdf
Reivindicacao 201600966 Reivindica¢des.pdf
Desenho 201600966 Desenho.pdf
Resumo 201600966 Resumo.pdf
Emenda 201600966 Reivindic Emendadas.pdf

Declaracédo de veracidade

MDeclaro, sob as penas da lei, que todas as informac¢des acima prestadas sdo completas e
verdadeiras.

Obrigado por acessar o Peticionamento Eletrénico

PETICIONAMENTO ) L . - . R
ELETRONICO Este pedido foi enviado pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 25/08/2016 as 15:43
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;3 BANCO DO BRASIL 001-9 RECIBO DO SACADO

Local de Pagamento Vencimento
Pagivel em qualquer Banco Contra-apresentagio
Cedente Agéncia/Cédigo Cedente
INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial 2234-9/333.028-1
Data do Documento N°. documento Espécie doc. Aceite Data Proces. Nosso Nimero
17/08/2016 1606527589 RC N 17/08/2016 00.000.2.2.16.0652758.9
Uso Banco Carteira Espécie Quantidade Valor (=)Valor Documento
18/027 RS R$ 90,00
Nimero:BR 112016 015450 9 NN Complementar: Peticionamento: Eletrénico (-)Desconto/Abatimento
Cod Servico Peti¢do Vinculada RPI  Valor (-) Outras dedugoes
260 - Outras peti¢oes - - R$90,00
(+)Mora/Multa

(+)Outros Acréscimos

API: 474 Procurador: Orlando de Souza (=)Valor Cobrado
Governo Federal - Guia de Recolhimento da Unido. GRU - Cobranca R$ 90,00
Sacado
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION (CL0015965734) mm“”m" N“m‘ Im 'lm
Barrio Universitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcién, -, CL,
Sacador/Avalista SRR o0 S OTAnMsr s pigs
Corte na linha pontilhada o . Autentica¢do mecdnica - Controle Cedente

LNGOOS 66
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Para os fins de MEMO/INPIZPROC NO 074 de 03/08/93. e do
COMUNICADD publicadn na RPY 1527 de 11/04/2000. declars. sob
as penas da lei, que as folocopias aoui anexas constituem
reprodugdes fidadignas dos originais que se encontram em poder
de Flévia Salim Lopes.

Hiv de Jangiro,_30 de __funh

2t | Clarke, Modet & C°

s dd BRAZIL

Av. Marechal Cdmara, 160, 12° andor (Edificio Le Bowrger) - (entre - Rio de Janewo, RI- CEP 20020-080 BRAZIL EmaitlbgSclackemodet com br

PROCURACAO
Pelo presente instrumento particular de procuracdo

UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
Estabelecida em:

EBartie Umversitario, Edificio Empreudec SN, TPI
Concepeion - CL

outorgalm) 2 Cluke, Modet Propriedade Iniclectual Lida,
inserita no CWPJ =ab o n° 33.033.100/0001-18, Antesio
Trajano Lima Ribeiro da Silva, brasileiro, casado. advogado,
inscrito na GARRERI sob o n" 18.817: Orlando de Soura,
brasileiro, casado, Engenheiro  Flewdnico, Agente da
Froprisdade Industrial N® Reg- 0474 - 1R/09/98; Andréa
Gama Possinhas Tardia. brasileira, casada, advozada, inscita
na OARMI sob o n® 29.165; Flavia Salim Lopes, brasilera,
solteira, Engenbetra Quimica, Apgente da Propriedade Industrial
N2 0488: Gilberto de Carvatho, brasileiro, casado, Agenteda
Propriedade Industrial n® 1368, com endereco na Av. Marechal
C3mara, 160, 12" andsr (Edificio Le Bourget) - Cenfro - Riode
Janeiro, RJ — Brasil, wdos os poderes para represeniar «s)
Ohntorgante(s) perants mnoridades competentes do Rrasil
para o fim de obter a protegio ¢ salvapuards de dircilos
raiatives a Propriedade Intslectusl tms como patentes de
invenzéo, modslos Ge uwilidade, registros de desenhos
industriais, certificados de adiciio, sarantias de prioridale.
registros de marcas de produto, de servigo, coletivas ¢ de
certificagio. certificados de direito autoral, seja para obras
artisticas, lileririas, parlituras musicais, campanhas de
publicidade e oatros, registro de programas de computador.
registro de nomes de dominio, requerer o cancelamento de um
nome de dominio, requerer a (ransfer®ncia da propriedade de
um nome de doninic e & tansferéneis do contato de um nome
de dominio, promover notificagbes extrajudiciais, entre outms,
com amplos e ilimitados poderes para assinar petighes e
documentos e requerer buscas ¢ certiddes,  andatar
transferéncias, fazer prova de uso de patentes e marcas, efetuar
pazamentc de anuidadss, pedir promogagies e ainda opor,
protestar, recorrer, replicar. desistir, efetuar pagamentos de
taxas ¢ retribuigdes, cumprir exigénciss, requersr anotacoes de
cessdes ¢ transferdncias, requerer efou contestar caducidades,
alteraghies de mome, contretos de licenga, requerer nulidades,
anotagies de quaisquer direitos ou prestagio de assisiénriz
téenica ou transferéneias de tecnologia; desistir, dar quitagio,
substituir ¢ revogar no todo ou em parte; praticar, enfim, todos
© quaisquer alos perante todas 45 avtoridades admimstrativas e
judiciais brasileiras, inclusive poderes “ad judicia®, =m
beneficio dofs) Outorgante(s), ratificando atos anteriormente
redlizados: receber cilages judiciais relativas a Propriedade
Intelectual. padendo sunstabelecer na ndo ou em parte.

Place and date (local e data) Concepeidn, Chile. 03 de Enero de 201

Signature (assinaturs)

Name (mume) SERGIO LAVANCHY MERINO

POWER OF ATTORNEY
By this private instrument of power of attorney

UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
Located at:
Barmmio Iniversitario, Edificio Fmprendec SN, TPT
Concepeien - UL

grant to Clarke, Modet Propriedade Imelectual Lida., registersd with
the MNational Register of Comorate Enfity under number
33.033.101/0001-18, Antonic Trijano Lima Ribeiro da Silva,
Erazlian, marmied, lawyer. registered at the Brazlian Bar
wsociation imder number 18.817; Orlando de Souza, Brazilian,
married, Electronic Engincer, Agent of the Industrial Property under
namber (474 - 1809/98; Andrés Gama Possinhas Tardin,
Brazilian, married, lswyer, resstered st the Brazlian Bar
agsociztion under number 89.165; Flivia Salim Lopes, Brazilian,
single, Chemical Engineer, Agent of the Indusirial Propenty ubder
number 0488; Gilberto de Carvatho, Brazilisn marmied, Agent of
the Industrial Property under number 1368 locsiad al Av. Marechal
Clhmara, 160, 12° andar (Edificio Le Bourget) - Centro - Rio de
Iameira. RT — Rrazil, all powers 1o represent the Grantor(s) before
the competent authorities in Brazl, for the purpose of securing
protection and safepuard of rights relating to the Intellectusal
Property, such as mvention patents. ufility models, registrations of
industrial drawings, supplemental certificates, priority warrantieg,
registrations of product, service, collective and/or certification
marks, copyright protection for literary works, artistic works, music
compositions, advertising campaings and others, software
registration certificates, domain mame regisetions, to request the
cancellation of a domain name, to request the assignment of
ewnership of 4 domain name and the assignment of a contact of a
domain name, send Warning Lefters, with ample and unrestricted
powers (o sign petitions and documents and 10 apply for searches,
certificates and recordation assignments; to produce evidence of use
of patents and marks, to pay annities, 16 request repswals. and,
fiirther, to oppusc, to object Lo, to zppeal. to respond, to disclaim, to
ray taxes snd fess to comply with office actions. o petition
recardations of assignments and transfers, to apply for and object Lo
forfeiture  proceedings: to  pelition name changes. license
dgreemsnts. lo request cancellations, recordations of whatever
rights, or rendering of technical asustance, or technology transfers;
to disclaim, to give quittance, to substitute and revoke in wholz or in
rart; ultimately to perform all and any acts hefore all the Brazilian
Administrative and judicial authorities, including “ad judicia”
powers, on hehalf of the Grantor(s), ratifying scts previously earried
out; recerve judicial summons relating to the Intellectual Property,
being entitled to substitute in whole or /) part.

Tob title (zargo) RECTOR UNIVERSIDAD DE CONCEPCION

O reconhecimento de firma sb € necessirio para o registro de programas de computader e/ou nomes de dominio
Notarization and legalization only required for registration of computer programs and/or domain names
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Pare os fing de MEMD/INPI/PROC W@ 074 de D3/0R/H3. 2 do
COMUNICADD publicado na RP 1577 de 11/04/Z000. declarn. sob
c penas da lei. que as fotoctpias aeul anexss constituem
reproduges fidadignas dog originais que se encontram em pader
de Flévia Salim Lopes.

Rio de Jangirn__ 15 de_ AGoSto 4 2016

i Lol
Flavia BALIM LOPEE \ ¢

Clarke, Modet & C°

BRASIL

Av. Marechal Cimara, 160 - 12° andar (Edificio Le Bourget) - Centro - Rio de Janeiro, RJ - CEP 20020-080 BRAZIL Email: brjficlarkemodet,con.bt

PROCURACAO

Pelo presente instrumento particular de procuragdo
UNIVERSIDAD DE TALCA RUT 70.885.500-06,
representada por su Rector don Alvaro Rojas Marin, RUT
6.224.494-1.

estabelecida em: Cardenal Raul Silva Henriquez — Ex 1
Poniente, N°1141, comuna de Talca, Chile

outorga a Clarke, Modet Propriedade Intelectual Ltda,
inscrita no CNPJ sob o n® 33.033.101/0001-18, Orlando de
Souza, brasileiro, casado, engenheiro eletrénico, Agente da
Propriedade Industrial n® 0474, Jansen Gava Moreira
Viana, brasileiro, solteiro, advogado, inscrito na OAB/RJ sob
o n" 104.333, Flavia Salim Lopes, brasileira, soltera,
engenheira quimica, Agente da Propriedade Industrial n®
0488. e Fabrize Machado Pereira da Cruz. brasileira,
solteira, advogada, inscrita na OAB/RJ sob o n® 96.887, com
enderego na Av. Marechal Camara, 160, 12° andar (Edificio
Le Bourget), Centro, Rio de Janeiro. RJ, Brasil. todos os
poderes para representar a Outorgante perante as autoridades
competentes do Brasil para o fim de obter a protegio e
salvaguarda de direitos relativos a Propriedade Intelectual,
tais como patentes de inven¢do, modelos de utilidade,
registros de desenhos industriais, certificados de adigdo,
garantias de prioridade, registros de marcas de produto, de
servico derivado de na solicitacio PCT/CL2014/000087 del
24/12/2014. Em cumprimento do mandato pode ser promover
notificagdes extrajudiciais, entre outros, com amplos e
ilimitados poderes para assinar peticbes e documentos e
requerer buscas ¢ certiddes, anotar transferéncias, fazer prova
de uso de patentes e marcas, efetuar pagamento de anuidades,
pedir prorrogagdes ¢ ainda opor, protestar, recorrer, replicar,
cfetuar pagamentos de taxas e retribuicdes, cumprir
exigéncias, requerer anotagdes de cessdes e transferéncias,
requerer e/ou contestar caducidades. alteragdes de nome e/ou
sede, requerer nulidades, anotagdes de quaisquer direitos ou
prestacio de assisténcia técnica ou transferéncias de
tecnologia; enfim, todos e quaisquer atos perante todas as
autoridades administrativas e judiciais brasileiras, ratificando
atos anteriormente realizados do Outorgante; receber citagdes
judiciais relativas a Propriedade Intelectual.

Talea. Agosto 10 2016, Chile
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PODER
Por el presente instrumento particular de poder
UNIVERSIDAD DE TALCA, RUT 70.885.500-06,
representada por su Rector don Alvaro Rojas Marin, RUT
6.224.494-1.
domiciliada en: Cardenal Raual Silva Henriquez — Ex |
Poniente, N°1 141, comuna de Talca, Chile

otorga a Clarke, Modet Propiedad Intelectual Ltda, inscrita en
¢l CNPJ en el N° 33.033.101/0001-18, Orlando de Souza,
brasilefio, casado, ingeniero electronico, Agente de la
Propiedad Industrial n® 0474, Jansen Gava Moreira Viana,
brasilefio, soltero, abogado, inscrito en la OAB/RJI en el n®
104.333, Flavia Salim Lopes, brasilefia, soltera, ingeniera
quimica, Agente de la Propiedad Industrial n" 0488, e
Fabrize Machado Pereira da Cruz, brasilefia, soltera,
abogada, inscrita en la OAB/RJ en el n® 96.887. domiciliados
en Av. Marechal Camara, 160, 12° andar (Edificio Le
Bourget), Centro, Rio de Janeiro, RI, Brasil, todos los
poderes para representar a la Otorgante ante las autoridades
competentes de Brasil con el fin de obtener la proteccion y
resguardar los derechos relativos a la Propiedad Intelectual,
tales como patentes de invencién, modelos de utilidad,
registros de dibujos industriales, certificados de adicion,
garantias de prioridad, registros de marcas de producto y/o de
servicio derivados de la entrada a fase nacional de la solicitud
PCT/CL2014/000087 del 24/12/2014. En el desempefio del
mandato se podrd promover notificaciones extrajudiciales,
entre otros, con amplios e ilimitados poderes para firmar
peticiones v documentos y solicitar busquedas vy certificados,
anotar transferencias, hacer prueba de uso de patentes y
marcas, efectuar pago de anualidades, pedir prérrogas y atn
oponer. protestar, recurrir, replicar, efectuar pagos de tasas y
retribuciones, cumplir accion oficiales. solicitar anotaciones
de cesiones y fransferencias, solicitar y/o contestar
caducidades, cambios de nombre y/o de direccién; pedir

nulidades, anotaciones de cualquier derecho o prestacion de
asistencia técnica o transferencias de tecnologia; en fin, todos

y cualquier acto ante todas las autoridades administrativas y

judiciales  brasilefias. ratificando actos anteriormente

realizados por la Otorgante; recibir citaciones judiciales
relativas a la Propiedad Intelectual.

La personeria de don Alvaro Rojas Marin, para representar a
la Universidad de Talca, consta en el D.S. N° 219 del
Mlmsterlo de ducap on, de fecha 09.05.2014, publicado en




Gobierno e Chite W

CERTIFICADO OFICIAL

El Director Nacional y el Conservador de Patentes que 14l
suscriben, certifican que las copias (38) adjuntas,
corresponden a una solicitud de Patente de Invencion.

Ne 3780-2013

Presentada en Chile con fecha:

30 DE DICIEMBRE DE 2013

\ o
—_—
Esteb eroa Nagel Maximiliano Santa Cruz Scantlebury

Director nacional

Conse




INAPI

Ministerio do
Econoinia, Formento y
Turismo

Gobierno de Chile

0

14575 Solicitud: 2013-0

i

Patente de mvenmén

30/12/2013 10:12:49

USO EXCLUSIVO INAPI

~Fs:ﬁ:{:; I I

N° Solicltud

Fecha Publicaclén

N° do Registro

Fecha de Registro

SOLICITUD DE REGISTRO DE PATENTES

TIPO DE SOLICITUD

INVENCION
MODELOQ DE UTILIDAD
DISERO INDUSTRIAL

DIBUJO INDUSTRIAL

ESQUEMA DE TRAZADO O
TOPQGRAFIA DE CIRCUITOS
INTEGRADOS

DIVISIONAL
N* SOLICITUD ORIGEN

31

32

33

31

32

33

31

32

33

PRIORIDAD

N°

FECHA

b

PALS

Ne

FECHA

PAIS

N*

FETHA

pals

DOCUMENTOS ACOMPANADOS

RESUMEN

MEMORIA DESCRIPTIVA
PLIEGO DE REIVINDICACIONES
DIBUJOS

PODER

CESION

DOCUMENTO(S) DE PRIORIDAD

LISTADO DE SECUENCIAS

CERTIFICADO DEPOSITO
MATERIAL BIOLOGICO

DIVULGACION INOCUA

TRADUCSION
SOLICITUD INTERNACIONAL PCT

INFORME OE BUSQUEDA PCT

EXAMEN PRELIMINAR
INTERNACIONAL PCT

PCT ENTRADA EN FASE NACIONAL

CAPITULO D

CAPITULO I D

86 | N*SOLICITUD INTERNACIONAL PCT: FECHA: | |
87 | N*PUBLICACION INTERNACIONAL PCT: FECHA: l |
51 | CLASIFICACION INTERNACIONAL {CIP)
TITULO O MATERIA DE LA SOLICITUD
54 | Biofertilizante y su proceso de elaboracion.
SOLICITANTE Aaetiso Patemo, Apefido datemo, Nombra o Razsn secit  UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
RUT:  81.454.400-K omecaion came nimer  Barrio Unlversitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcibn, SEXO
«3u-mmm
PO ewss Congepeidn ResoN g | FAs Chile Hbumanwe
12 Persons Katural
e T _— U
4 Otra persona durtdics upigudec.c 041 -2204437
! 72 INVENTOR O CREADOR Apettida Patemo, ApatiidoMaterno, Rombie o Razén Sociat ROSAS GAJARDO, Anah’
RUT:  12.050.795-8 ameccion cate Nomeay  Barrio Unlversitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcién, SEXQ
1: Masculing
PO ewoAY  Concepcion Reaion g | PAS (Chije #Femenne
P [7]
Liunhersiand e upi@udac.cl TREFOHO (047 - 220 4437
REPRESENTANTE Apatiido Paterno, Apsilide Mateme, Nombre o Razdn Socist SEPULVEDA BARRERA, Ximena
RUT:  13.106.919-7 omecaioh ate Namest  Barrio Universitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcion. SEXO
1: Masouding
cUBAS  Concepcion REGON g | PAS - Chile ”
. 2
Bl yni@udeccl THEFONG ()47 - 2204437
N° DE PODER

Do conformidad con el Art. 44 de fa Ley N°* 19.039 sobre Propiedad Industrial, declaro!

declaramos atos consignados en este formulario son verdaderos

Peticéo 878160046782, de 25/08/2016, p:

. 8/64

(N° de Custodia inapl)

9191

(914 H;()

o

o ’c"‘

USO EXCLUSIVO INAPI

P

i

- L CNENTOS 7\




INAPI
Ministerlo de
Ecanomia, Fornentoy

+ Turismo

Gobierno de Chile

31

32

33

N°

FECHA

PAIS

USO EXCLUSIVO INAPI

N¢ Soflcitud

Fecha Pubiicacién:

N° de Registro

Fecha de Registro

ANEXO SOLICITUD DE PATENTES
OTRO/S, SOLICITANTE/S, INVENTOR/ES, Y OTRA/S PRIORIDAD/ES

31

32

33

PRIORIDAD

31

N

32

FECHA

33

PAIS

| 74 l SOLICITANTE

Aptfido P atem, Apetido Marerma, Hombrs o Rsztn Socisl  {JNIVERSIDAD DE TALCA

RUT:  70.88£.500-6

DXRECCHON (Catie. Niamero}

Barrio Universitario s/n, Edificio Empreudec; Concepcion.

il
1: Persona Natral
2 dnat. Investiacidn
3: Untversidad
4: Otra peraona duridica

cuosd - Concepcion

REGION 8 PAIS

Chile

et ypi@udec.cl

TELEFONO 041 - 220 4437

SEXO

1 Maseuline
-2: Femenino

[

l 71 l SOUIZITANTE.

Apatido Prtemo, Apeiiso Macermo, Nomdre o Razén Sociat

RUT: DIRECCION (Catte. Himero} SEXO
; A: Mascasine
PO CRICAD REGISN PAIS 2:Famenino
1: Persona Natskl
2: Inst. Ivvastigacisn
3: Univers lded E-MAL TELEFONO
4: Otrd pedsonu Jurtdica
| 7 I SOLICITANTE Apeitico Pateme, Apetido Mewime, Nombre ¢ Alatdn Soctsl
RUT: DIRECCION (Gabe, Niamero) SEXO
TIPO CIUDAD REGION PuIS 2: Famenino
1: Pursons Naturs!
3t Inst investigacion
3: Untversidad (271 TELEFONG

4: Otrs pervons Juridica

| 72 | INVENTOR O CREADOR

Apellide Paiemo, Apellido Matemo, Nombry o Rusn Sociat | OPEZ EMPARAN, Roxana

RUT:  14519.795-3

OIRECGION (Galle, Nomaea)

Barrio Universitario s/n, Edificio Empreudec, Concepcion.

PO
1: Parsons Nataral
Z: Inat. investigaciée
3: Universidadt
4: Otra parsons auidica

[

GUOAR - Concepcion

REGION 8 rais

Chile

et ypi@udeccl

TELEFONG

041 -220 4437

SEXO

1: Masautine
2: Femenine

I 72 I INVENTOR O CREADOR

Apefiido P sterno, Apefiido Ratsro, Hombre o Razdn Social

RUT: OIRECCION (Catie, Himero) SEXO
o 1: Mascutin
neo €cDAD REGIOW rus 4 Femenine
1: Parsona Naniral
e 7] : ]
3t Universided E4tan, TELEFONO
4 Otra parsona Juridics
I 72 l INVENTOR O CREADOR DIRECCISN {Cahe, Kinera)
RUT: Apwitido Patemo, Apatlido Ma-emo, Nombre o Razdn Socist SEXO
1: Mascutin
TiPO ciusAD REGIOR PAS 2: Femenine
1: Pernoas Neeursl
2: Inat Invastigacién I:]
$: Univeraidac D EMAIL TELEFONO
4 Otid persora Juridics
l 72 l INVENTOR O CREADOR Apetlito Patemu, Apsitish Meterns, Homite 6 Razén Socta!
RUT: DRECCHIN (Catie, Hirnera) SEXO
1 Mascuiino.
TPQ CruDAD REQIGN Pug 7 Famenino
1: Persons Naturat [:]
3: Inst, investigacitn
3: Universidac Ean TeLtronD
42 Qs parasra Jurdie Juridica A
R&CEPCW“ .
S UMENTDS

Peticso 87016/0%782 de 25/0?5;% ag. 9/64
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INAP}

Mindsterio de

Ecomomia, Fomento y
. Turismo

FPI - 41
(19)
_ Gobiemo de Chile HOJA TECNICA (RESUMEN)
{(12) TIPO DE SOLICITUD
INVENCION | x MODELO DE UTILIDAD l I (1) nt. cL

(21) N(:mgrc\ de Solicitud

{22) Fecha de Solicitud

(30) Namero de Prloﬂdéd (éals. Ny Fécha) e PR '(72) _if{ombre Inventor(es) (lriclqlr Dlre'céléni .

Anali Rosas Gajardo, Roxana Lopez Emparan

Barrio Universitario s/n, Empreudec, Concepcién.

(71) Nombre S_oilcitante (lpduir Dl;gcc_lén‘-y 'i‘elé,for_w)a o L (74) Rei;ra}se'htanté (in(:lﬁlr Dlmccl§n y Teléfono)
Universidad de Zoncepcién, Universidad ce Talca Ximena Sepulveda Barrera, Barrio Universitario s/n,
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Biofertilizante y su proceso de el soracién
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Proceso para la elaboracién de ur biofertilizante, que comprende: a) realizar una FES para producir 2nzimas; b) Inmovilizacién de
las enzimas y sustratos produciccs durante la etapa a), a través de nanoparticulas de alofan; y nueva fermentacién para favorecer
el desarrollo de microorganismos que mejoran la calidad del biofertillizante. Ademés se resguarda un biofertilizante producto de
este proceso.
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Universidad de Zoncepcidn, Unisersidad ce Talca
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A invencdo diz respeito a um método de producédo dem fertilizante organomineral, compreendendo:
(a) fermentacdo no estado solido, a fim de produzimutrientes essenciais e enzimas para a nutricao
das plantas; (B) imobilizacdo por meio de alofana anoparticulas e as enzimas de substratos
produzidos no passo (a); e (c) renovacao da fermegfio, a fim de incentivar o desenvolvimento de
microrganismos que melhoram a qualidade do biofertizantes. A invencédo refere-se ainda a
biofertilizantes produzidos por este método
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limo Senhor Diretor do Instituto Nacional da Propriedade Industrial

Pedido: 1120160154509 de 24/12/2014
PCT: PCT/CL2014/000087 de 24/12/2014
Titular(es): UNIVERSIDAD DE CONCEPCION;

UNIVERSIDAD DE TALCA
Titulo depositado: ”PROCESSO PARA PRODUGCAO DE UM BIOFERTILIZADOR
COMPREENDENDO OS PASSOS DE FERMENTAGAO DO ESTADO SOLIDO, IMOBILIZACAO
ATRAVES DAS NANOPARTICULAS DE ALOFANO E UMA SEGUNDA FERMENTACAOQ; E O
DITO BIOFERTILIZADOR”

ESCLARECIMENTO

Inicialmente, requerente vem, por meio deste, solicitar a alteragao do enderego
do titular UNIVERSIDAD DE TALCA para “Cardenal Raul Silva Henriquez - Ex 1
Poniente, N 1141, comuna de Talca, Chile”, devido a uma recente mudanga no

mesmo.

Ainda, a requerente apresenta a Procuracdo (2 folhas), o documento de
Prioridade (7 folhas), as vias do relatério descritivo (35 folhas) e dos desenhos (8
folhas), juntamente com novas vias das reivindicacdes (3 folhas) e do resumo (1 folha)
com a finalidade de completar a traducdo do pedido PCT conforme originalmente

depositado.

Adicionalmente, a requerente apresenta emenda voluntaria composta de novo
quadro reivindicatdrio (2 folhas - contendo 8 reivindicagGes) a fim de colocar o

presente pedido em conformidade com as emendas do Artigo 19 do PCT.

Salienta-se que, para melhor clareza, o titulo do presente pedido foi alterado
para “PROCESSO PARA PRODUZIR UM BIOFERTILIZANTE COMPREENDENDO AS ETAPAS
DE FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO, IMOBILIZACAO ATRAVES DE
NANOPARTICULAS DE ALOFANO E UMA SEGUNDA FERMENTACAO; E O REFERIDO
BIOFERTILIZANTE”.
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Desde ja nos colocamos a inteira disposicdo para sanar qualquer duvida ou

tomar qualquer procedimento que se faca necessario.

Rio de Janeiro, 25 de agosto de 2016.

Flavia Salim Lopes

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 15/64



1/3 5

PROCESSO PARA PRODUZIR UM BIOFERTILIZANTE COMPREENANDO AS
ETAPAS DE FERMENTAGCAO NO ESTADO SOLIDO, IMOBILIZACAO
ATRAVES DE NANOPARTICULAS DE ALOFANO E UMA SEGUNDA
FERMENTACAO; E O REFERIDO BIOFERTILIZANTE
CAMPO DA INVENCAO

[001] Esta tecnologia € orientada para a industria da

agricultura e pecuaria, principalmente a primeira, e é
projetada para melhorar os solos agricolas, permiti ndo um
aumento na disponibilidade de nutrientes, quando re queridos

pelas plantas.

ESTADO DA TECNICA

[002] A necessidade de produzir produtos alimentares

de forma extremamente rapida e em grande quantidade tem
levado a uma saida dos métodos agricolas tradiciona is, a
fim de se obter maior produtividade das culturas. E stes
rendimentos elevados, no entanto, tornam-se possive is
através da utilizacéo de fertilizantes que requerem grandes

guantidades de energia, principalmente a partir de

combustiveis fosseis. Além disso, a utlizacdo de

fertilizantes quimicos de uma maneira desproporcion al é uma
das principais causas de degradacdo do solo. E, por tanto,
necessario aumentar a aplicacdo de fertilizantes ma is
inG6cuos para substituir adubos quimicos ou pelo men 0s

reduzir 0 Seu Uso excessivo.
[003] Os fertilizantes mais utilizados em todo o mundo
sao produtos minerais que contém principalmente nit rogénio

(N), fésforo (P) e potassio (K). Estes produtos sao

considerados indispensaveis para fornecer a quantid ade de
nutrientes necessarios para o rendimento das cultur as
ideais. No entanto, muitos fatores associados com o uso de
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fertilizantes de sintese quimica sdo atualmente obj eto de
intenso debate. Estes incluem: 1) a reducdo das res ervas

mundiais de rocha fosfatica; 2) a poluicdo ambienta I

causada pela sintese quimica de fertilizantes de ni trogénio
e fésforo; 3) a poluicdo ambiental causada pela apl icacao
de fertilizantes para o solo; e 4) a ineficiéncia d a

utilizac&o de fertilizantes.

[004] Os célculos sobre as reservas remanescentes de

rocha fosfatica, o mineral mais importante usado pa ra
sintetizar fertilizantes fosfatados, tém variado no S
altimos anos (Van Vuuren et al., 2010). Isto € devi do ao
grande numero de fatores que afetam a disponibilida de deste
recurso e sua imprevisibilidade. Fatores relevantes incluem
a demanda por fertilizantes fosfatados, os diversos métodos
técnicos para estimar quantitativamente as reservas de

rocha fosfatica, novas politicas agricolas, a crise

econdmica, instabilidade geopolitica e distor¢bes d e
mercado (Cordell et al.,, 2011). Um exemplo de uma t al
distor¢do de mercado foi a crise alimentar global d e 2008,
durante o qual o preco das commodities de rocha fos fatica
aumentou 800% durante um periodo de 18 meses. Além disso, a
maioria dos estudos sobre as reservas de rocha fosf atica
sdo baseados em estimativas realizadas por cada pai S e

relatérios de avaliagbes cientificas e industriais,
utiizando uma variedade de métodos técnicos (Jasin ski,

2010). De acordo com muitos autores, um momento de

definicdo na disponibilidade de fertilizantes fosfa tados
sera o que é conhecido como o pico de producédo de r ocha
fosfatica (Dery & Anderson, 2007; Cordell et al, 20 09;
Cordell et al, 2011a), definido como 0 momento em ( ue a
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guantidade méaxima de rocha fosfatica de alta qualid ade é
produzida a um preco baixo. Apls este ponto ter sid 0
alcancado, a producdo de rocha fosfatica diminuira

independentemente  da demanda crescente do mercado,

principalmente devido a limitagcdes econémicas e ene rgéticas
(Cordell et al., 2011a). Diferentes estudos sobre o pico de
producdo de rocha fosfatica, em geral, preveem que este
momento ocorrera dentro dos proximos 20 a 70 anos ( Cordell

et al, 2009; Van Kauwenbergh, 2010; Lindstrétm et al o
Cordell & White 2011). Este alto grau de vulnerabil idade do

mercado global de rocha fosfatica torna necessario

diversificar as fontes de P, investindo em fertiliz antes
fosfatados renovaveis e/ou recuperagdo de todas as fontes
de P presente na cadeia alimentar de forma mais efi ciente.

[005] Em um nivel global, é amplamente reconhecido que

a producédo de fertilizantes requer grandes quantida des de
energia e é uma fonte significativa de gases de efe ito
estufa. Estima-se que a producéo de fertilizantes c onsome
1,2% de toda a energia global e causa cerca de 1,2% das
emissbes de gases de efeito estufa (Kongshaugh, 198 8). No
caso dos fertilizantes de nitrogénio, os principais gases
de efeito estufa emitidos sdo CO 2, gerados a partir da
combustdo de gas natural para a sintese de amoénia, e oxido
nitroso, liberados durante a producdo de &cido nitr ico. A
producdo de fertilizantes fosfatados também €& respo nsavel
pela emissdo de grandes quantidades de CO 2, devido a
utilizacdo de combustiveis fésseis em todo o proces so de

producao (Wood e Cowie, 2004).
[006] Os fertilizantes de nitrogénio e potassio

geralmente contém baixas concentracdes de As, Cd e Pb, e,
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por conseguinte, ndo contribuem significativamente
acumulacédo de elementos toxicos em solos e culturas

& Loeppert, 1997; Luo et al., 2009). Os fertilizant

fosfatados, no entanto, podem conter uma elevada

concentracdo de metais pesados (As), dependendo do
origem do mineral a partir do qual o fésforo é extr
(Jiao et al., 2012; Chaney, 2012). Em termos gerais
rocha fosfatica sedimentar contém uma maior concent
impurezas, incluindo elementos toxicos, do que a ro
fosfatica ignea (Hartley et al., 2012). Infelizment
processos para a remogdo dos contaminantes presente
rocha fosfatica que tém sido desenvolvidos até a pr
data ndo sdo economicamente viaveis (Stacey, 2010).
estudos medindo a concentracdo de arsénio em mais d
amostras de fertilizantes fosfatados de varias orig
tenham obtido concentracdes relativamente baixas
arsénio, com uma média de entre 7,6 mg kg .
As em mais de 90% das amostras (Nziguheba & Smolder
Jiao et al., 2012), a reducgéo das fontes de rocha f

de alta qualidade faz com que seja altamente provav
haja uma tendéncia a aumentar o uso de rochas fosfa
partir de fontes com alta concentracdo de metais pe
(Stacey et al., 2010). E provado que o uso a longo

de fertilizantes fosfatados com uma concentracao el

As aumenta consideravelmente a concentragao de As e
um elemento altamente persistente que € absorvido p
plantas (Hartley et al., 2013). Ser absorvido por p

Ihe permite atingir a cadeia alimentar humana e cri
alto risco para a saude humana. Isto pode ocorrer,

exemplo, com a acumulacdo de As em arroz cultivado
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condicbes de inundagdo (Meharg et al., 2009;. Mehar g &

Zhao, 2012). Outros elementos téxicos contidos nos

fertilizantes fosfatados, como o cadmio (Cd) e chum bo (Pb)
estdo presentes em concentracées mais variaveis do que o0 As
(Jiao et al.,, 2012). Em uma avaliacdo de 277 amostr as de
fertilizantes, 16% continham uma concentracdo maior do que

100 mg kg * de Cd, com uma tendéncia semelhante para Pb
(Jiao et al., 2012).

[007] Por outro lado, tem-se observado que o0s
fertilizantes de micronutrientes tem uma maior conc entracao
de elementos téxicos, tais como Cd e Pb do que os
fertilizantes fosfatados e produtos NPK (CDFA, 1998 ; US
EPA, 1999).

[008] Eutrofizacdo, tanto natural como antropogénica,

consiste em um acumulo de nutrientes em aguas super ficiais,
estimulando o crescimento da flora aquatica. Em ger al, o
nutriente que mais contribui para o crescimento de algas
neste caso € P, assim como algumas espécies de alga s, tal
como algas azuis-verdes podem biologicamente fixar N
atmosférico (Chien et al., 2011). A principal fonte de P
para a eutrofizacdo na agua é a agricultura (EPA, 2 009),
devido ao escoamento superficial de P dissolvido na agua
(Preedy et al., 2001). A este respeito, varios estu dos tém

observado um maior escoamento de P a partir de
fertilizantes fosfatados em comparagdo com chorume animal
(Bundy et al., 2001; Preedy et al., 2001; Tabara, 2 003).

[009] A eficiencia maxima de fertilizantes de

nitrogénio, fosforo e potassio aplicados diretament e ao
solo é de cerca de 55%, 35% e 60%, respectivamente. Assim,
a perda total global de N, por exemplo, pode atingi r 9,45
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milnGes t cada ano. A fim de aumentar a eficiéncia dos
fertilizantes, produtos tais como fertilizantes de
liberacdo lenta e de libertacdo controlada, bem com 0

inibidores da wurease e da nitrificacdo tém sido

desenvolvidos (Xiang et al., 2008). No entanto, ess as
tecnologias s6 visam reduzir a perda de nutrientes, ao
invés de permitir a liberagdo dos nutrientes de aco rdo com

as exigéncias da planta em cada estagio fenoldgico.

[0010] Nos solos a fracdo de nutrientes organicos é

maior do que a de nutrientes inorganicos. N inorgan ico, por
exemplo, € um dos elementos mais instaveis nos solo s devido

a uma série de processos que causam a sua perda, ta is como:

a lixiviagao de NO 3"; desnitrificagdo biologica levando a

perdas de N sob a forma de N 2 e N ,0; desnitrificacéo
quimica onde N é perdido na forma de NO x» N2Ok e N 3
volatilizacdo causando a perda de N sob a forma de NH; e a
erosdo do solo que conduz a perda de N, na forma de NH;" e
N organico. Devido a essas perdas, ndo é possivel p ara N
acumular-se nos solos em uma forma inorganica. Por outro
lado, N acumula naturalmente nos solos em suas form as
organicas em matéria organica e/ou composta. Os ami noacidos
asparagina e glutamina, por exemplo, sdo duas das f ormas
mais abundantes de N organico em solos. De fato, al guns
estudos demonstraram que a percentagem de NH 4" liberado
durante a hidrélise da asparagina e da glutamina fo i igual

a soma destes substratos presentes em acidos humico S
(Bremner, 1955; Sowden, 1958). A mineralizacdo dest es
aminoacidos € catalisada pelas enzimas L-asparagina se e L-
glutaminase. Assim, ambas as enzimas desempenham um papel

importante para a mineralizacdo do N em solos e sua
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posterior disponibilidade para as plantas (Hojjati &
Nourbakhsh, 2007; Nourbakhsh & Alinejadian, 2009).

[0011] Tal como com N, o enxofre organico (S) nos
solos compreende cerca de 98% a 99% do teor total d e
enxofre (Tabatabai, 1982). Do total de S orgéanico [ (500 a

1500 mg kg- ! de S no solo)] contido no perfil do solo e nos

residuos organicos, a forma de sulfato de éster (R- 0O-SG;H)
corresponde de 30% a 75% (Aguilera et al., 2002 ). O
sulfato de éster € considerado a forma mais labil d e

enxofre em solos e €, por conseguinte, a forma mais

diretamente relacionada com a nutricdo das plantas (Maynard
et al., 1985; Eriksen et al., 1998). Entre as enzim as
relacionadas com a transformacdo de enxofre a parti r de

polimeros  inorganicos, enzimas  arilsulfatases  séo

consideradas chave para a mineralizacdo do sulfato de
éster, e sdo, portanto, responsaveis pela mobilizac ao de
enxofre a partir da matéria organica ou substratos

organicos tais como composto (Klose & Tabatabai, 19 99).

[0012] Na maioria dos solos, o fosforo orgéanico (P)

faz-se entre 20% e 80% do total de P. Por conseguin te,
constitui uma importante reserva de potencial (Fran sson e
Jones 2007). A maioria do P organico consiste nas f ormas de

monoéster e diéster de fosfato (Borie & Rubio, 2003 ;

Bricefo et al., 2005; Turner, 2008). Ambas as forma sde P
organico sdo mineralizadas pelas enzimas fosfatase alcalina

e acida. O produto final resultante é o fosfato, o qual
pode ser rapidamente absorvido pelas plantas (Sanya | &

DeDatta, 1991). Fosfatases s&o muito sensiveis a
deficiéncia de fésforo no solo, de modo que ha um a umento

acentuado da fosfatase quando a quantidade de P na solucéo

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 22/64



8/3 5

de solo diminui (Sedenko & Zaitseva, 1984; Smith &
Chevalier, 1984).

[0013] Estudos sobre a adicdo de enzimas no solo, a

fim de acelerar o processo de mineralizacéo, ndo sa 0 NOVOS.
Um dos primeiros estudos realizados por Neumann et al.
(1999) mostrou que a adicdo da enzima fosfatase &ci da no
solo, a fim de acelerar a mineralizagdo de P organi co,
conduziu a uma baixa liberacdo de P a partir da fra céo

organica, como também a atividade da enzima foi

significativamente reduzida devido a desnaturacao. Assim, a
estratégia de usar enzimas para a mineralizacdo ace lerada
s6 pode ser eficaz se a enzima estiver ativa e imob ilizada
em um suporte. Na verdade, foi demonstrado que qual quer
enzima adicionada nos solos € naturalmente retida o u
imobilizada nos primeiros 3 minutos depois de entra rem
contato com as diferentes fracdes do solo, embora i SS0 nao
garanta que a enzima esteja ativa. A este respeito, estudos
foram efetuados na imobilizagdo artificial de fosfa tase

acida e arilsulfatase usando suportes, tais como

substancias humicas, argilas 2:1, e Oxidos de Al e Mn.
Nestes casos, a atividade enzimatica diminuiu porqu e certos
suportes agiram como inibidores enzimaticos ou perd eram
proteina durante o processo de imobilizacdo artific ial das
enzimas (Rao & Gianfreda, 2000; Kelleher et al., 20 04,

Whalen & Warman, 1996b). Por conseguinte, a fim de

controlar a mineralizagdo dos substratos organicos com
enzimas, é necessario escolher suportes que podem r eter uma
alta concentracéo de proteina e que nao inibem a at ividade
da enzima. De acordo com os resultados obtidos por Rosas et
al. (2008) e Lopez e Rosas (2008), a imobilizacdo d a
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fosfatase acida de minerais de argila de um Andisol

aumentou a atividade especifica da enzima em 89% a 144%.
Além disso, o processo de imobilizacdo utilizando e ste
suporte ndo conduziu a uma perda de proteina, um fe ndémeno
comum quando se utliza outros tipos de suportes, q uer
organico ou inorganico (Rao & Gianfreda, 2000). A e ste

respeito,b, Pant e Warman (2000), que estudaram a

mineralizacdo de P por fosfatase acida, determinara m que a
adicdo de fosfatase imobilizada nos solos aumentou 0
fésforo disponivel (extraido com agua e NaOH) em 49 %. Lopez
e Rosas (2008) relataram um aumento no P disponivel (Olsen
P) de até 150% com fosfatase &cida imobilizada em a rgilas
de Andisol e niveis muito baixos de proteina enzimé tica.

[0014] A maioria dos agricultores reconhecem a

importancia da adicdo de compostos aos solos devido aos
seus nutrientes e os efeitos sobre as propriedades fisicas
dos solos. No entanto, a disponibilidade de nutrien tes do
composto € dependente de processos de mineralizagdo . Assim,

como com os fertilizantes minerais, a liberacdo de

nutrientes do composto ndo coincide com a absorcéo da
planta. A mineralizacdo da matéria organica no solo e
realizada por enzimas dos ciclos de N, P e S. No en tanto, a

degradacdo do solo e a utilizacdo de espécies veget ais
menos adaptadas do que a flora nativa levaram a uma perda
sucessiva da atividade enzimatica nos solos. O uso de
enzimas imobilizadas poderia ser uma maneira mais e ficiente

e ambientalmente amigavel de produzir nutrientes pa ra a

producao agricola.
[0015] O estudo da imobilizagdo enzimatica em

nanoparticulas de silica tem avancado de forma

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 24/64



10/3 5

significativa nos ultimos anos, como a imobilizagédo

suportes aumenta a atividade da enzima e a eficiéenc
catalitica (Gill, 2001; Reetz et al., 2003; Shchipu

al., 2004). Wei et al. (2001) imobilizaram uma fosf

acida em nanoporos de silica. Neste suporte, a ativ

enzima e a eficiéncia catalitica aumentaram porque
tamanho dos poros e a area superficial do suporte
facilitaram o transporte do substrato e do produto.
Luckarift et al. (2004) mostraram que as enzimas
imobilizadas em uma matriz de silica apresentaram u
elevado grau de estabilidade térmica e sem degradag
proteolitica apds 30 dias a temperatura ambiente na
auséncia de antibidticos. O tamanho das particulas

poros e a estrutura destes nanomateriais de silica
semelhantes aos microagregados de alofano. Alofano
principal constituinte dos minerais de argila de An

Esta argila é caracterizada por uma area de superfi

varia entre 700 m /g e 1100 m

35 A a55A (3,5 nm a5,5nm) ((Parfitt, 1990). Alo

considerado uma nanoparticula natural devido ao seu

tamanho, a area de superficie grande, o tamanho do
estabilidade estrutural (nanoargila).

[0016] A adicdo de enzimas imobilizadas
vantagens claras em relacdo a fertilizacdo tradicio
incluindo as seguintes: 1) a fertilizagdo tradicion
leva a uma alta disponibilidade inicial de P, uma d
principais causas de eutrofizacdo da agua; 2) a enz
ativada sob condicbes de baixa disponibilidade de
nutrientes, gerada por absorcdo natural da planta,

inativada quando alcanga niveis médios de disponibi
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(15 mg kg-1 a 20 mg kg-1; Lépez & Rosas, 2008); 3) A enzima
imobilizada pode permanecer ativa por longos period os de
tempo e contribuir para a disponibilidade natural d e

nutrientes para mais do que um ciclo de cultura.

[0017] A compostagem €é um processo bio oxidativo
(Albrecht et al. 2010), no qual diferentes tipos de
residuos orgéanicos (palha, cascas, peles, subprodut oS
agricolas e pecuarios, estrume, etc.) sofrem uma
decomposicdo e humificacdo e sdo modificados atravé s de uma
ampla faixa de processos bioldgicos e bioquimicos ( Tiquia

et al, 2001). Esta transformacdo leva a um produto

relativamente estavel contendo uma grande quantidad e de
substancias humicas e livres de substancias fitotox icas e

agentes patogénicos (Zucconi & De Bertoldi, 1987; C laassen
& Carey, 2004). O papel das enzimas nessas transfor macoes é
crucial (Tiquia et al., 2001; Tiquia et al., 2002), uma vez
que fornecem facilmente os nutrientes disponiveis p ara os

diferentes  microrganismos durante cada estagio de
compostagem. Entre estas enzimas estdo aquelas que poderiam
ter aplicacdes agricolas importantes, tais como fos fatases,
arilsulfatases e enzimas do ciclo de N.

[0018] Como afirmado por Gautam et al. (2010), a

compostagem é um processo que faz com que seja poss ivel a
reciclagem de residuos organicos e a producdo de ma téria
organica que pode ser aplicada ao solo, reduzindo a ssim o
impacto ambiental do referido residuo. Vuorinen (20 00),
Mondini et al. (2004) e Fuentes (2009) observaram e m seus
estudos niveis de atividade de fosfatase alcalina e acida
mais elevados do que os dos solos agricolas e até m esmo do
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gue os medidos em uma Andisol em um ecossistema de
intocada no sul do Chile.

[0019] Godden et al. (1983), Vuorinen (2000) e Fuentes
(2009) observaram que a atividade da fosfatase aume
durante os primeiros dias de compostagem do estrume
e manteve-se constante durante a fase termofilica.
relacdo ao periodo de maior atividade da fosfatase,
Albrecht et al. (2010), que realizou a compostagem
residuos verdes e lodo de esgoto, afirmaram que a a
da fosfatase é ciclica por natureza, com o0 pico da
fosfatase 4cida a ser atingido primeiro e, posterio
o de fosfatase alcalina. Por conseguinte, a produca
enzimas depende de cada etapa do processo de compos

[0020]
técnica baseada em compostagem em que a fermentacéo
na auséncia de agua de escoamento livre e substrato
solidos naturais ou sintéticos sédo utilizados como
para o0 crescimento microbiano (Pandey et al., 2009)
técnica faz com que seja possivel criar condicbes i
para a producdo de biomoléculas especificas, manten
vantagens do processo de compostagem original, tais
0s requisitos de energia baixos, a utilizacao de su
fermentaveis de baixo custo que também fornecem fon
carbono, nitrogénio e macro e microelementos necess
para o crescimento dos microrganismos (Petruccioli
2011), e a eliminacdo de residuos solidos (Pandey,

Na verdade, o uso industrial da FES na producao da

esta se tornando mais e mais generalizado todos os

(Rodriguez & Sanroman, 2005).
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[0021] Durante a FES, um dos fatores-chave para a
atividade enzimatica € a temperatura. Na verdade, a
atividade enzimatica foi descrita como sendo depend ente da
temperatura durante o processo de compostagem (Mond ini et

al., 2004). O nivel de umidade também parece ser de

importancia durante a FES. De acordo com Manpreet e t al.
(2005), o intervalo de umidade adequado para este t ipo de
fermentacao varia entre 40% e 80%. Assim, a fim de otimizar
a producdo da enzima durante a fermentacédo, € neces sario

controlar a temperatura e a umidade.

[0022] Com base nos niveis de atividade da fosfatase

acida observados na Andisol em ecossistemas naturai S, cComo

florestas no sul do Chile, com valores atingindo 1 Ul g™
de solo seco (Redel et al., 2008) e os niveis relat ados
para o processo de compostagem de 0,3 Ul g 1 a34Ulg 1
(Vuorinen, 2000;. Tiquia et al., 2001; Pandey, 2003 ), €

possivel inferir gue o estrume bovino pode ser usad 0 como
uma matéria-prima para a producdo de enzimas e que 0S

niveis maximos de atividade da fosfatase podem ser

alcancados usando FES com estrume bovino, de um mod 0 com
base no processo de compostagem e a uma temperatura de 35°C
(correspondendo a fase mesofilica/ termofilica).

DESCRICAO DA INVENCAO

[0023] A invencdo consiste em um processo para a
producdo de um Dbiofertilizante baseado em enzimas
imobilizadas em um nanomaterial, tornando-se possiv el
aumentar a disponibilidade de nutrientes, quando re querido
pelas plantas.

[0024] A primeira etapa do referido processo consiste

de uma fermentacdo em estado soélido sob condi¢cdes
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necessérias para a producgdo de certas enzimas-chave para a

nutricdo das plantas. Também sdo produzidos durante esta
fermentacdo os substratos necessarios para que as e nzimas
catalisem as reacdes de mineralizacdo necessarias p ara

fornecer plantas com P, N, S e outros elementos
suficientes. Durante a segunda etapa do processo, O

nanomaterial alofano é adicionado ao produto de

fermentacdo. Este nanomaterial consiste em nanopart iculas
de Si e Al gue formam agregados nos quais as enzima S
produzidas durante a FES sao imobilizadas, protegen do-as

contra a degradagcdo microbiana e aumentando a sua

eficiéncia catalitica. A terceira etapa consiste de uma
segunda fermentacdo sob condigbes necessarias para a
reducdo do numero de microrganismos patogénicos que possam

ter sobrevivido a primeira fase, melhorando assim a

qualidade do produto de fermentacdo. O resultado de sses
processos € um produto de fermentacdo que foi enriq uecido
com enzimas, substratos organicos, hormaénios de cre scimento
de plantas e micro e macro nutrientes minerais nece ssarios

para o crescimento das plantas.

[0025] Na primeira etapa, o residuo agricola, pecuario

e agroindustrial é submetido a fermentacdo em estad o0 sélido
tanto em reatores ou pilhas. Os parametros de ferme ntacao
sdo uma temperatura entre 25 °C e 70 °C e niveis de umidade
entre 55% e 80%. Esta fase dura entre 12 e 18 dias nos
reatores 5 e 10 semanas em pilhas e promove a produ cao de
enzimas, tais como fosfatases, sulfatases, asparagi nases e

glutaminases em adicdo a substratos organicos e
microrganismos benéficos. O fato de microrganismos

patogénicos - especialmente aqueles associados com doencas
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gastrointestinais, tais como E. coli e Salnonella sp. -
multiplicarem-se também nesta fase faz com que seja
necessario realizar uma segunda FES durante a etapa final
do processo.

[0026] A duracdo da etapa de FES depende se a
fermentacao é realizada em reatores ou pilhas. Em r eatores,
€ possivel observar um padrao ciclico, onde a ativi dade

aumenta e diminui ao longo de um periodo prolongado :

fazendo uma fermentacdo mais curta necessaria. Por outro
lado, a atividade em pilhas apos trés meses de FES - onde
sdo alcancadas temperaturas de 70 °C - é semelhante ao dos

primeiros picos obtidos a partir dos reatores.

[0027] No final da primeira etapa as nanoparticulas
sdo adicionadas. Estas consistem em alofano a uma
percentagem compreendida entre 10% e 40% peso/peso (matéria

seca fermentada ver sus matéria seca de alofano). Esta etapa

permite o encapsulamento das enzimas e parte dos su bstratos
gerados anteriormente. Um dos principais objetivos na
criagdo de um biofertilizante € para que o mesmo se ja um
biocatalisador eficiente, para o qual € importante a
imobilizacdo das enzimas que ele contém. A este res peito,

estas  nanoparticulas  tém uma relacdo de area

superficial/volume ideal para servir como um transp ortador
enzimatico. Alofano é uma nanoparticula ou nanoargi la que
permite um grau muito elevado de imobilizagdo enzim atica. E

constituido de esférulas com um diametro de 3 nm a 8 nm,
que formam agregados porosos, permitindo a interaca 0 com a

matéria organica e a protecdo fisica das enzimas na

referida matéria.
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[0028] Durante a terceira etapa, uma segunda e mais
prolongada FES é realizada durante 30 a 60 dias a u
temperatura entre 15 °C e 50 °C e com niveis de umi
entre 60% e 85%. Estas condicbes favorecem o
desenvolvimento de processos que produzem metabdlit
controlam e eliminam bactérias patogénicas.

[0029] O produto final deste processo €é um
biofertilizante que contém:

a) enzimas encapsuladas, principalmente, sulfatases
fosfatases, asparaginases e glutaminases;

b) substratos organicos contendo P, N e S;

c) compostos organicos benéficos para o crescimento
das plantas, tais como horménios, acidos fulvicos e
hdmicos;

d) micro-organismos benéficos para o desenvolviment
da planta.

[0030] O Dbiofertilizante tem wuma concentracdo de
matéria organica de 55% a 70%, de alofano de 10% a
uma concentracdo de enzimas encapsuladas no alofano
1,09Ulg T a44Ul g 1 paraa fosfatase alcalina; 0,2 Ul
gl al12Ulg 1 para a fosfatase acida; 0,05 Ul g

ma

dade

0s que

acidos

40%, e
de:

1 an0,10

Ul g ! para arilsulfatase; 0,6 Ul g 1 a105Ulg ! paraal-

asparaginase; e 3,0 Ul g 1 a 46 U g 1 para
glutaminase.

[0031] Este biofertiizante contém um acumulo de
nutrientes organicamente armazenados que serdo libe
por meio de acdo enzimatica durante o desenvolvimen
plantas, dependendo da concentracdo de nutrientes n
Estes nutrientes sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Nutrientes disponiveis no biofertilizante

a L-

rados
to das

o solo.
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Matéria organica 64,37%
Nitratos (N-NO 3) 55,80 mg/kg
Amonia (N-NH 4) 404,70 mg/kg
Nitrogénio disponivel 460,40 mg/kg
Fosforo (P) 0,78%
Potassio (K) 1,20%
Célcio (Ca) 3,08%
Magnésio (Mg) 0,30%
Ferro (Fe) 5600 ppm
Manganés (Mn) 580 ppm
Zinco (Zn) 360 ppm
Cobre (Cu) 80 ppm
Boro (B) 62,27 mg/kg
N total 3,08%
Na 0,51%

[0032] A eficacia deste biofertilizante € igual a ou
maior do que a dos fertilizantes quimicos, mas com um maior
grau de eficiéncia e de sustentabilidade, uma vez ¢ ue
permite a reutilizacdo de residuos e evita a perda
desnecessaria de nutrientes para o ambiente, devido ao fato
de apenas 0s nutrientes necessarios para a planta s erem
liberados quando requisitados ao longo do tempo.

[0033] Ao contrario da compostagem que acrescenta,

principalmente, substratos organicos e substancias hamicas
aos solos, o biofertilizante também adiciona enzima s, 0 que
Ihe permite liberar nutrientes dos substratos organ icos em
guantidades suficientes para o desenvolvimento das plantas.

Na primeira etapa do processo de producdo do
biofertilizante, isto é, a etapa de fermentacdo par a a

producdo de enzimas, €& possivel produzir grandes
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guantidades das referidas enzimas (Tabela 2), enqua nto que
quantidades significativas destas enzimas ndo tém s ido

detectadas em produtos de compostagem comerciais.

Tabela 2: Quantidade de enzimas produzidas durante a
fermentacao
Producédo de enzima em
U/t de matéria seca fermentada

Arilsulfatase 100000
Fosfatase acida 600000
Fosfatase alcalina 4000000
L-asparaginase 800000
L-glutaminase 2000000

[0034] Em resumo, este novo biofertilizante tem em uma

formulacdo as vantagens de ambos os fertilizantes m inerais
de liberagdo controlada, proporcionando a planta co m
nutrientes disponiveis progressivamente ao longo do tempo,

e de composto, a adicdo de substratos organicos,
substancias humicas e microrganismos benéficos aos solos.

EXEMPLOS DE APLICACAO

Exemplo 1: Processo de producéo do biofertilizante

[0035] O estrume utilizado para os ensaios de FES

foram coletados a partir de baias de engorda de bez erros na
fazenda agricola Pullami em Coihueco na regido chil ena de
Bio-Bio.

[0036] O processo compreende trés etapas, as quais sao
descritas abaixo:

|. Fermentacdo em estado solido do estrume para
producdo de enzimas.

[0037] A atividade enziméatica foi avaliada sob

diferentes condicdes de temperatura e umidade duran te a
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fermentacdo em estado sdélido de estrume bovino, a f
otimizar o processo de producdo da enzima.

[0038] O efeito da temperatura na atividade enzimatica
durante a fermentacdo em estado solido de estrume b
foi avaliada a 25 °C, 35 °C e 55 °C.

[0039]
estado sdlido foram projetados adaptando o sistema
por Grewal et al. (2006). Este sistema faz com que
possivel controlar as condicdbes de temperatura e de
umidade. O primeiro teste foi realizado a uma tempe
de 25 °C e com estrume néo seco, isto é, com um niv
mais de 80% de umidade. Para o segundo teste a temp
foi de 35% e a umidade foi de 60%, e para o terceir
a temperatura foi de 55 °C e a umidade foi de 60%.

[0040] A Figura 1 mostra o equipamento utilizado para
o0 processo de fermentacdo. Um reator (5) foi coloca
uma incubadora (6), em que o referido reator consis
um tubo de PVC cilindrico de 16 cm de didmetro e 30
comprimento com uma capacidade aproximada de 4 L. A
cilindro foi coberta com uma malha de arame de meta
furos de 1x1 mm, a fim de homogeneizar o fluxo de a
entrada. A malha de arame foi apoiada em um disco d
acrilico. A fim de assegurar a fermentacdo aerobia,
reatores foram ligados a uma linha de ar (3) fornec
um sistema de arejamento externo alimentado por um
compressor de 2 HP (1491,39 W) (1). O ar alimentado
dentro do reator foi tratado, em primeiro lugar com
coletor de vapor e, subsequentemente, com um filtro
de Oleo do motor do

destinado a minimizar o teor

compressor. Isso garantiu que o ar estava livre de
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particulas que poderiam ter afetado o processo biol
e/ou a medicdo da atividade enzimatica. Um rotametr
regulou o fluxo de ar, o qual foi ajustado a 100 ml
linha de ar foi ligada através de um tubo para um f
vidro com 4agua destilada (4), no qual ocorreu
borbulhamento, a fim de manter as condicbes de umid
estaveis nos biorreatores. A fim de medir a tempera
coletor de dados (7) foi utilizado que funcionava c
scanner com entradas de sensor de temperatura (term
conectados a um computador (8).

[0041] A cada sete dias o estrume em cada reator foi
virado. Este consistia em misturar o estrume, a fim
homogeneizar. Depois de cada ciclo, uma amostra de

retirada de cada reator. Estas amostras foram utili

para determinar o0s parametros fisicos, quimicos e
bioquimicos.

[0042] Para o primeiro teste de fermentagdo, estrume
fresco da fazenda de -engorda animal foi utilizado

exatamente como foi recebido, com 80%
fermentado a 25 °C para simular a temperatura ambie
durante a primavera, com trés repeticoes.

[0043]
foi tratado para diminuir o nivel de umidade a 60%
efeitos da temperatura sobre a atividade enzimatica
avaliados. As temperaturas utilizadas para o teste
35 °C e 55 °C, o que corresponde as temperaturas me
alcancadas durante as fases mesofilica e termofilic
respectivamente, do processo de compostagem. A ativ
enzimatica foi medida até se observar um comportame

repetitivo ao longo do tempo, com ciclos de aumento
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diminuicdo da atividade. Este estudo foi realizado durante
um periodo de 10 semanas.

[0044] Atividade da fosfatase acida e alcalina: A

atividade enzimatica foi determinada utilizando um método

adaptado do proposto por Vuorinen (1993, 2000), que

consiste na pesagem de 0,25 g de amostra e mistura com 1,25
ml de 62,3 mM de 4-nitrofenil fosfato em uma solucga o MUB pH
5,0 para determinar a atividade da fosfatase acida e pH 9,0
para determinar a atividade da fosfatase alcalina. A enzima
com o substrato foi entdo incubada a 30 °C durante 30 min.
A mistura foi entdo rapidamente arrefecida em um ba nho de
gelo e 3 ml de éter dietilico resfriados foram adic ionados.

A mistura foi agitada durante 60 min em um agitador
refrigerado a 4 °C. Depois da agitacdo, 0,5 ml da s olucao

resultante foi extraido e, para a fosfatase acida,

adicionado a 40,5 ml de solucdo 0,5 M de NaOH em um frasco
volumétrico de 10 ml. Para a fosfatase alcalina, 1 ml da
solucdo j4 contendo 4,5 ml de solugdo 0,5 M de NaOH foi

dissolvido em 2 ml de agua destilada e agitado

vigorosamente. A absorbéancia a 420 nm foi medida, e m
seguida, para o extrato obtido anteriormente utiliz ando um
espectrofotometro. Uma curva de calibracdo foi efet uada
para determinar a concentragéo do produto (p-nitrof enol) na
amostra. A atividade foi expressa como Ul g 1 do produto de
fermentacdo seco (unidades internacionais, em funca o da

matéria seca fermentada).

[0045] As curvas de atividade de ambas as enzimas a
diferentes temperaturas do reator sdo apresentadas na
Figura 2 para a fosfatase alcalina e na Figura 3 pa ra a

fosfatase acida.
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[0046]
niveis de atividade de fosfatase alcalina foram alc
na semana 9 do teste, com um valor de 3,40 Ul g-* d
matéria seca fermentada, seguido pela semana 4, com
valor de 3,36 Ul g-t de matéria seca fermentada, co
na Figura 2. Os mais altos niveis de fosfatase acid
atingidos durante a semana 7 do teste, com um valor
Ul g-* de matéria seca fermentada, seguido por 0,98
de matéria seca fermentada na semana 5 e 0,93 Ul g-
matéria seca fermentada na semana 6, como pode ser
Figura 3.

[0047] Para a fosfatase alcalina, os valores obtidos
no teste a 25 °C e 80% de umidade foram maiores do
esperados, uma vez que, em estudos semelhantes a ma
atividade enzimatica de enzimas hidrolase tem sido
associada com temperaturas mais elevadas, que sédo a
naturalmente durante o processo de compostagem (Vuo
2000; Mondini et al., 2004). Em relagéo a fosfatase
tal como com os resultados obtidos para a fosfatase
alcalina, foi observado um comportamento ciclico pa
atividade enzimatica durante a FES, com valores ele
atividade de fosfatase acida nas semanas 7, 5 e 6.

[0048]
ao longo do tempo das misturas a 35 °C e 55 °C foi
caracterizada por um aumento acentuado na atividade
fosfatase alcalina na semana 3 do teste, com valore
4,39 g Ul g ! de matéria seca fermentada e 2,44 Ul g-! de
matéria seca fermentada, respectivamente. A ativida
fosfatase acida aumentou nas semanas 5 e 9 do teste

valores de 1,22 Ul g-! de matéria seca fermentada a
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0,24 Ul g-t de matéria seca fermentada a 55 °C. Em ambos os
casos, os valores obtidos a 55 °C foram inferiores.

[0049] Atividade da arilsulfatase: A metodologia para

a determinacdo da atividade enzimatica descrita por

Gonzalez et al. (2003) e Fornasier et al. (2002) fo i

adaptada, a acédo da enzima hidrolitica sendo aplica da a um
substrato artificial (sulfato de p-nitrofenila, pNP S), a
fim de detectar o produto (p-nitrofenol, pNP) utili zando
espectrofotometria a 420 nm. A quantidade de ativid ade
enzimatica foi, assim, proporcional a concentracéo de pNP
no meio apdés a hidrdlise. 0,25 g de material fermen tado
foram pesados e foram adicionados 5 ml de tampéo de acetato
pH 5,7 e 1,25 ml de pNPS 5 mM em uma solu¢cdo tampéao ,ea
mistura foi incubada durante 1 h a 37 °C. Apés a in cubacao,
a mistura foi arrefecida a 4 °C e 3 ml de éter de d ietilico
foram adicionados. A mistura foi entdo agitada a 20 0 rpm
durante 1 h e 0,5 ml do sobrenadante foram misturad 0S com
2,5 ml de NaOH 1 M e a absorbancia foi determinada a 420
nm. A atividade enzimética na amostra foi quantific ada por
comparacdo com uma curva baseada na solucdo de refe réncia

(material fermentado sem substrato).

[0050] Como mostrado na Figura 4, um nivel elevado de

atividade de arilsulfatase foi registrado na semana 5 do
teste a 25 °C e 80% de umidade, com um valor de 0,1 094 g
Ul-! de matéria seca fermentada, ao passo que 0 niv el mais

baixo de atividade para este teste foi registrado n a semana

1, com um valor de 0,0569 Ul g-! de matéria seca
fermentada. O nivel mais elevado de atividade de
arilsulfatase para o teste com 60% de umidade e uma

temperatura de 35 °C foi alcangcado na semana 2, com um

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 38/64



24/3 5

valor de 0,1038 g Ul-! de matéria seca fermentada,
gue o nivel mais baixo de atividade foi observado n
5 com um valor de 0,0058 Ul g

a uma temperatura de 55 °C.

[0051] Estudos sobre a atividade de arilsulfatase sao

ao passo

a semana

"1 de matéria seca fermentada

especialmente raros em relacdo a compostagem e proc essos de
fermentacdo (Cayuela et al. 2008). Tejeda et al. (2 009)
detectaram um nivel maximo de atividade de arilsulf atase de
0,0078 Ul/g durante a semana 2 do processo de compo stagem,
com temperaturas proximas daquelas da fase mesofili ca e
umidade de 52,8%, o referido valor sendo muito mais baixo
do que os obtidos no presente estudo. Da mesma form a, emum
estudo de compostagem com residuos de lagares de az eite,
Cayuela et al. (2007) descreveram um nivel de ativi dade de
arilsulfatase maximo de 0,0156 Ul/g apdés 34 semanas , No
final de um processo de compostagem com 40%-60% de umidade.
Mondini et al. (2004), observaram niveis de ativida de de
arilsulfatase maximos de 0,0335 Ul/g ap6s 85 dias, com
jardim e residuos de algoddo. E importante notar, ¢ ontudo,
que o objetivo destes estudos foi caracterizar o co mposto
maduro ou estabilizado apdés o processo de degradaca o,
enquanto que o presente estudo foi realizado em uma FES
como tal, com niveis de umidade elevados, temperatu ras
constantes e temperaturas mais baixas.

[0052] Atividade da L-asparaginase e da L-glutaminase:
A metodologia utilizada baseou-se em dois processos o]
primeiro foi descrito por Frankenberger e Tabatai ( 1991a,
1991b) e Keeney e Nelson (1982) para a etapa de rea cao
enzima-substrato; e o segundo envolveu a utilizagao de um
equipamento "amonio ion-seletivo" com uma membrana de gas,
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cujo principio baseia-se na transformacao de ions d e amonio
em amonia a um pH superior a 11. Uma amostra de 0,5 g de
fermentacao foi misturada com 10 ml de tampé&o Tris pH 10 e
1 ml de substrato (0,5 mol/L de asparagina ou 0,5 m ol/L de
glutamina). Como um controle, 0,5 g de fermentado ¢ om 9 ml
de tampéo Tris pH 10 foram usados em conjunto com 1 ml de
substrato para o qual 35 ml de Ag 2SQ-KCl foram adicionados
antes do processo de incubacao. Os tubos de branco foram os
mesmos tubos das amostras e dos controles, mas nao se
adicionou qualquer substrato. Todas as amostras, co m 0s
seus tubos de branco e de controle correspondentes, foram
incubadas durante 2 h a 37 °C. Apés incubacao e, co mo com o
controle, 35 ml de Ag 2SQ-KCI foram adicionados as amostras

para parar a reacdo. As amostras foram subsequentem ente
filtradas e a NH 3 foi destilada através de destilagcdo a

vapor e presa em acido boérico (Sadzawka et al., 200 5). Uma
vez que as diferentes amostras tinham sido destilad as, elas
foram tituladas com &cido sulfurico 0,005 M (H 2SQ). A
guantidade de acido sulfurico consumido foi proporc ional a
concentracdo de amonio e representou a liberacdo do produto

gerado pela enzima.

[0053] Os niveis de atividade de L-asparaginase foram

maiores com a fermentacdo a 25 °C e 80% de umidade do que
sob outras condi¢des testadas, atingindo um valor d e 1,03
Ul g-* de matéria seca fermentada na semana 9 do te ste. No
teste de fermentacéo a 35 °C e 55 °C com 60% de umi dade, os
mais altos niveis de atividade foram registados nas semanas
7 e 6, respectivamente, com um aumento visivel na a tividade
da enzima a 55 °C, a partir da semana 6, conforme v isto na
Figura 5. A diferenca quase nao existente entre os niveis

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 40/64



26/3 5

maximos de atividade atingidos a 25 °C e 55 °C conf irma a
ampla faixa de temperaturas em que as enzimas funci onam.
Este € descrito por EI-Bessoumy et al. (2004), que afirmam
que, embora a L-asparaginase atinja niveis maximo d e
atividade a 37 °C, mantém-se a atividade em 52% a 5 0 °C.

[0054] A L-glutaminase foi significativa em alcancar

0s mais altos niveis de atividade de todas as enzim as
testadas. Sob a fermentacéo a 25 °C, um maximo de 4 ,6 Ul g

1 de matéria seca fermentada foi alcangcado nas sema nas 5 e
10, enquanto que a 35 °C e 55 °C, o nivel de ativid ade mais
elevado foi atingido a 35 °C durante as primeiras 5 semanas
de fermentagdo, mas com niveis mais baixos do que o S

atingidos a 25 °C (Figura 6).

[0055] Estes resultados permitem determinar as

condicbes Otimas de fermentacdo para a obtencédo de uma
preparacdo com as enzimas corretas para satisfazer 0S
requisitos especificos de um solo. No caso, por exe mplo, da
producdo de um biofertilizante onde é desejada uma elevada
atividade da enzima fosfatase alcalina, a referida enzima
pode ser obtida em 3 semanas de fermentacédo de estr ume, a
uma temperatura de 35 °C e com 60% de umidade. Por outro
lado, se uma mistura com uma elevada atividade da e nzima L-
glutaminase é desejada, a fermentacdo deve ser real izada a
25 °C, com 80% de umidade e por ndo mais de 5 seman as.
Assim, é possivel obter elevados niveis de atividad e

enzimatica a partir de um baixo custo e substratos
abundantes, tais como estrume. Além disso, nem semp re é
necessario tratar o estrume antes da fermentacdo pa ra

ajustar a umidade.
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[0056] Fermentacdo no estado soélido em pilhas: As

pilhas de estrume bovino para producéo de enzimas t

volume minimo de 1 m3. Neste caso, 2 pilhas com as

dimensdes de 3 m x 25 m x 1 m (comprimento, altura

largura, respectivamente) foram utilizadas para ava

duas configuracdes diferentes de FES. A primeira pi

isolada termicamente com malha de polietileno preto

preenchido com palha de trigo, enquanto que a segun

foi deixada exposta. A atividade enzimatica foi med
amostras obtidas diretamente das pilhas apés a FES,
como a atividade enzimatica nas condi¢cdes de armaze

a temperatura ambiente e 4 °C.

[0057] O estrume foi obtido a partir de baias de vacas

leiteiras na Estacdo Experimental Humana do Institu
Pesquisa de Agricultura e Pecuaria (INIA) na area d

Angeles no Chile. Aproximadamente 2 t foram coletad

uma area coberta ao longo de um periodo de 3 dias e

posteriormente, transportadas para a Estacdo Experi
de El Nogal da Faculdade de Agronomia da Universida
Concepcion, onde o estrume foi distribuido ao longo
superficie de polietileno para a secagem até que um

de 60% de umidade foi atingido. Em seguida, duas pi

as dimensdes de 3 m x 2,5 m x 1 m (comprimento, alt
largura, respectivamente) foram criadas, uma das qu
coberta com malha e isolamento de palha. As pilhas
viradas 4 vezes ao dia para controlar a temperatura
molhadas com a mesma frequéncia para manter um nive
de umidade. Ap6s 9 dias, 4 pilhas foram criadas a p
das 2 pilhas iniciais, a fim de realizar a FES. Apo

dias de FES a matéria foi colocada em sacos (Tabela

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 42/64

inham um

e
liar

Iha foi

da pilha
ida em
bem

namento

to de
e Los
as em
mental
de de
de uma
nivel
lhas com
ura e
ais foi
foram
e
| de 60%
artir
s 30
3).



28/3 5

Tabela 3: Amostragem durante a FES

Dias ap6s o
Descricao
inicio da FES
Primeira amostragem para medir a atividade
enzimatica das pilhas de FES 0
Armazenamento em sacos, a4 °C e a
temperatura ambiente >
Segunda amostragem para medir a atividade
enzimatica dos sacos armazenados >

[0058] A Figura 7 mostra a atividade das diferentes
enzimas: fosfatase alcalina (a), fosfatase acida (b ) e
arilsulfatase (c) depois da fermentacdo no estado s olido
sob uma cobertura de isolamento em comparacdo com a

atividade enzimatica na pilha de fermentacdo sem

isolamento. E possivel observar uma tendéncia para uma
atividade mais elevada na pilha coberta neste caso. A
Figura 8 mostra os niveis de atividade das diferent es
enzimas: fosfatase alcalina (a), fosfatase acida (b ) e
arilsulfatase (c), a partir da pilha isolada (preta ) e da
pilha exposta (cinza) depois de terem sido armazena das
durante 37 dias. As condicbes de armazenagem foram: 1) em
sacos, a 4 °C e 2) em sacos, a temperatura ambiente . Os
resultados mostraram que o fermentado a partir da p ilha

isolada armazenada a 4 °C tinha niveis de atividade
significativamente mais elevados do que as outras a mostras.
Armazenadas em um armazém, a atividade enzimatica d iminui

devido principalmente a perda de umidade do materia I

fermentado. No entanto, este processo pode ser reve rtido
pela adicdo de agua ao produto, como pode ser visto na
Figura 9.
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Il. Adicdo de alofano a um estrume fermentado para
obter um biofertilizante

[0059] O alofano usado para este estudo consistiu de
esférulas com um diametro de 5 nm.

[0060] otimizar o

O objetivo deste trabalho foi

processo de imobilizacgdo de enzimas com alofano
determinando a correta propor¢cao de alofano/estrume
mais alto nivel de atividade enziméatica, bem como o
ideal para a adicdo do alofano e imobilizacdo das e

[0061] O estrume utilizado foi coletado de baias de
engorda de bezerros e armazenado em um celeiro dura
menos 1 més. Subsequentemente, o estrume foi seco e
molhando-o e triturando-o0 com uma maquina de lascar
qual foi armazenado a temperatura ambiente durante
semanas. Antes do inicio do teste, o nivel de umida
estrume foi trazido até 60%.

[0062] O teste consistiu de 2 tratamentos e trés

réplicas para cada um. Todos o0s tratamentos foram
fermentados durante 16 dias a 35 °C e com 65% de um
com excecao para o tratamento 1, correspondendo ao
nao fermentado. Para realizar a fermentacéo, foi ut
uma camara de incubacdo com condi¢cdes controladas.
alofano foi adicionado a cada unidade experimental
proporcao de 15% a 30% de matéria seca no final do
de fermentacédo (apds 16 dias). O estrume nado fermen
alofano foi utilizado como um controle.

[0063] A Tabela 4 mostra as condi¢cdes analisadas, onde
o teor de alofano corresponde a 11% em uma base umi

importante notar que a concentragdo enzimatica é di
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para cada uma das trés misturas de estrume, como as enzimas
veem do proprio estrume.

Tabela 4: Condi¢bes experimentais para o teste

Estrume
Adicao de Alofano
Proporcao de (Salido
alofano (Sélido seco
alofano/estrume seco em
(dias) em gramas)
gramas)
Estrume 525 0
0/100
Controle 525 0
15/85 16 446,25 78,75
30/70 16 367,5 157,5

[0064] A atividade enziméatica dos fermentados com 15%

e 30% de alofano foi analisada e comparada com a at ividade
no estrume e no fermentado sem alofano. A atividade das
diferentes enzimas foi testada no material fermenta do

obtido, ao qual foram adicionadas duas propor¢cdes
diferentes de alofano. Em resumo, a atividade enzim atica

foi medida no estrume ndo fermentado (F), estrume

fermentado sem alofano (s/A) e no estrume fermentad 0 com
alofano adicionado apo6s 16 dias, no final do proces so de
FES. De acordo com os resultados apresentados na Fi gura 10,

onde o0s niveis de atividade da fosfatase acida séo

mostrados, ndo houve diferengas significativas entr e as
misturas de 15/85 e 30/70 de alofano/fermentado. De um
ponto de vista financeiro, €, portanto, aconselhave I
trabalhar com uma proporcdo de 15% de alofano a 85% da

matéria fermentada.

Peticao 870160046782, de 25/08/2016, pag. 45/64



31/3 5

lll. Segunda fermentacdo no estado sdlido para o
amadurecimento do fermentado.

[0065] A segunda fermentacdo no estado solido ¢é

realizada para reduzir o0 niumero de agentes patogéni cos e
obter um biofertilizante que seja in6cuo para as pl antas e

de utilizacdo segura. Como mostrado na Tabela 4, es te
processo permite uma reducgédo significativa nos nive isde E

col i no material fermentado.

[0066] A fim de determinar a quantidade de agentes
patogénicos presentes nas diferentes fases do proce sso de
producdo do biofertilizante, amostras foram tomadas ao
longo do processo, tal como descrito abaixo:

a) Estrume bovino fermentado, fermentado durante 17
dias a 35 °C e com 65% de umidade em um reator. Amo stra
retirada da etapa 1.

b) Estrume bovino fermentado, fermentado em uma pil ha
exposta por 90 dias. Amostra retirada da etapa 1.

c) Fermentado maduro da pilha de FES. Amostra retir ada

da etapa 3 do processo.

[0067] Niveis de Sal nonella sp. foram determinados
usando o método do numero mais provavel. Assim, 100 g,10¢g
e 1 g de amostras foram tomadas a partir das difere ntes
amostras fermentadas utilizando sacos estéreis enri guecidos
com caldo de lactose, homogeneizou-se com um Stomac her e
incubou-se durante 24 h a 35 °C. As misturas foram entao
transferidas para um meio seletivo de Rappaport-Vas siliadis

para Sal nonel |l a spp. e incubadas durante 24 h a 35 °C. Os

tubos com qualquer grau de turbidez foram transferi dos para
placas de &gar SS e incubados novamente durante 24 h a 35
°C. As colbnias de Salmonella suspeitas (fermentacé 0 sem
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lactose, produzindo H »S) foram verificadas usando o sistema

Remel RapID ONE.

[0068] Para a contagem de E. col i, foram preparados 25
g de amostras de cada tipo de fermentado, adicionou -se 225
ml de solvente e homogeneizou-se em um Stomacher. P ara

cultura, diferentes diluicbes da preparagdo foram
inoculadas no Agar ES coliformes ChromoCult. As col onias
suspeitas foram, em seguida, confirmadas por meio d e testes
bioquimicos (TSI, LIA, MIO, ureia e citrato).

[0069] Os resultados das contagens sdo mostrados na
Tabela 5, onde pode ser visto que 0s niveis de E. ¢ oli
diminuiram no fermentado C.

Tabela 5: Contagem de bactérias patogénicas

Contagem de Contagem de E.
Etapa
Sal nonel | a (MPN g-1) coli (CFUg-1)
Fermentado a <0,3 6160000
Fermentado b <0,3 143000000
Fermentado c <3 210
Exemplo 2: Efeito do biofertilizante em uma safra d e

graminea perene ( Lol i um perenne L.).

[0070] Os efeitos da formulacdo de biofertilizante na
producdo de Lol ium perenne L. (graminea perene) foram
avaliados em relacdo a porcentagem de germinacao, a ltura
das plantas jovens e producao de matéria seca.

Teste de germinacéao:

[0071] Como uma primeira etapa, um teste foi realizado
para avaliar os efeitos do biofertilizante em mudas de
graminea perene com 7 dias de idade. As sementes de
graminea perene foram pré-germinadas e transplantad as apoés

7 dias para vasos contendo o biofertilizante e vaso s de
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controle contendo o0 composto comercial (Vitta Frut
produzido por Rosario S.A.). As plantas foram regad as com
agua destlada e nado foram  adicionados  outros
fertilizantes. O desenvolvimento das plantas foi re gistrado
por 1 semana. Os resultados na Figura 11 mostram qu e as
plantas que foram transplantadas para o composto co mercial
apresentaram maiores taxas de mortalidade e niveis de
desenvolvimento mais baixos em comparacdo com as pl antas
tratadas com o novo biofertilizante.
[0072] Para a etapa 2, a percentagem de germinacao de
plantas crescidas no solo para o qual tinha sido ad icionado
o biofertilizante foi medida e comparada com os res ultados
obtidos a partir da germinagdo das sementes de gram inea
perene em um solo ndo tratado com baixo teor de nut rientes
(solo de controle, Tabela 6) e um solo que foi fert ilizado
tradicionalmente com um produto mineral. Como pode ser
visto na Figura 12, a percentagem de germinacédo foi maior
guando utilizando o biofertilizante, enquanto que o solo
que foi fertilizado tradicionalmente tinha uma perc entagem
de germinacdo mais baixa do que o solo de controle
(possivelmente indicando um grau de sensibilidade p or parte
das sementes aos fertilizantes minerais). Letras di ferentes
indicam diferengas significativas nas meédias de cad a
tratamento (teste t, p <0,05).
Tabela 6: Caracterizacao quimica do solo de control e
N-NGs N-NH,4 S P oM EC
pH*
ppm ppm ppm ppm % dS/m
2,42 0,037
1,12 3,08 6B 2,66 5,88
MB S/IR
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Teste de desenvolvimento da planta:

[0073] O estrume bovino fermentado utilizado foi
preparado a partir de um processo controlado com du racao de
2 semanas a 35 °C e com 60% de umidade em base humi da.

[0074] O teste foi realizado em wuma céamara de
incubagdo sob as seguintes condi¢gbes: foto periodo de 16
horas de luz, com uma temperatura de 22 °C durante o dia e
15,5 °C durante a noite.

[0075] Vasos com um diametro de 15 cm foram utilizados
como unidades experimentais. Estes foram cheios com 1,5 kg
de solo com baixo nutriente (Tabela 6), que foi pen eirado

até 2 mm. Para cada unidade experimental, uma dose

equivalente a 7 t ha 1 de qualquer dos biofertilizantes ou

fertilizantes inorganicos com concentracdes idéntic as de
nutrientes ao biofertilizante foi adicionado. Houve também
um controle ao qual ndo se adicionou qualquer ferti lizante.

No caso do fertilizante inorganico, N foi aplicado como
ureia, P como superfosfato triplo e K como cloreto de
potdssio. A Tabela 7 apresenta os tratamentos e sua S
composicoes. 120 sementes de Lol i um perenne L. (‘Grasslands
Nui) foram semeadas em cada unidade experimental. Uma vez
que as plantulas emergiram, as unidades foram dimin uidas a
fim de deixar 100 plantas por unidade. O delineamen to
experimental foi de blocos ao acaso com 3 repeticbe S.

Tabela 7: Composicdo de cada tratamento de

fertilizante
Tratamento Dose de nutriente Fertilizacao
Controle 0 -
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56,317 kg N/ha t
Biofertilizante 54,6 kg P/ha 7 biofertilizante
84 kg K/ha /ha
56,317 kg N/ha 122,428 kg urea/ha
Fertilizante
54,6 kg P/ha 271,813 kg TSP/ha
inorganico
84 kg K/ha 168 kg KCl/ha

[0076] 15 dias ap0s as sementes terem germinado, a

altura das plantas foi medida. Como pode ser visto na
Figura 13, as plantas tratadas com o biofertilizant e foram
mais altas do que aquelas dos tratamentos de fertil izantes
inorganicos e controle. Além disso, e ao contrério das
expectativas, as plantas tratadas com o fertilizant e
mineral ndo foram significativamente diferentes das do
controle.

[0077] Apés dois meses de crescimento, o rendimento em

matéria seca foi medido para cada tratamento. De ac ordo com

0s resultados, as plantas tratadas com o biofertili zante
deram um rendimento mais elevado de matéria seca co mparado
com o controle e tratamentos com fertilizantes mine rais

(Figura 14).
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REIVINDICACOES

1. Processo para a producdo de um biofertilizante,

CARACTERIZAD®@or compreender as seguintes etapas:

a) fermentacdo no estado sélido para a producdo de
enzimas e nutrientes essenciais para a nutricdo das
plantas;

b) imobilizagdo das enzimas e substratos produzidos
durante a etapa a) usando nanoparticulas de alofano ;e

c) uma segunda fermentacdo para favorecer o
desenvolvimento de microrganismos que melhoram a qu alidade
do biofertilizante.

2. Processo para a produgédo de um biofertilizante, de

acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZAD®or a etapa a)

ser iniciada com residuos agricolas, pecuarios e

agroindustriais e poder ser realizada em reatores o u
pilhas.

3. Processo para a produgédo de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZAD®or a etapa a)
ser realizada a uma temperatura de entre 25 °C e 70 °C, com
um nivel de entre 55% e 80% de umidade e durar entr el2e
18 dias, quando realizado em reatores e entre 5 e 1 0

semanas, quando realizado em pilhas.

4. Processo para a producao de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZAD®or na etapa b)
alofano ser adicionado em uma propor¢cao compreendid a entre
10% e 40% peso/peso em relacdo a matéria seca ferme ntada.

5. Processo para a producédo de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADOpor na fase b)
agregados de enzima-alofano serem formados para pro teger as
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enzimas de degradacdo microbiana e aumentar a sua
eficiéncia catalitica.
6. Processo para a producdo de um biofertilizante, de

acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZAD®or a etapa c)

consistir em uma fermentacdo no estado sélido mais
prolongada com duracédo entre 30 e 60 dias e ser rea lizada a
uma temperatura de entre 15 °C e 50 °C, com um nive | de
entre 60% e 85% de umidade.

7. Biofertilizante, CARACTERIZAD®@or compreender:

a) enzimas encapsuladas, principalmente, fosfatases ,
sulfatases, asparaginases e glutaminases, em agrega dos de
enzima-nanoparticulas;

b) substratos organicos encapsulados do tipo hormén i0s
de crescimento de plantas, acidos fulvicos e acidos
hamicos;

c) moléculas orgéanicas e microrganismos benéficos p ara
as plantas.

8. Biofertilizante, de acordo com a reivindicagdo 7 ,

CARACTERIZAD®or compreender uma concentragédo entre 55% e

70% de matéria organica, entre 10% e 40% de alofano e uma

concentracdo de enzimas encapsuladas no alofano

-1

correspondente a: (1,09 a 44) Ul g de fosfatase

alcalina; (0,2 a 1,2) Ul g 1 de fosfatase &cida; (0,05 a
0,10) Ul g ! de arilsulfatase; (0,6 a 1,05) Ul g 1 de L-
asparaginase; e (3,0a4,6) Ul g 1 de L-glutaminase.

9. Biofertilizante, de acordo com a reivindicacdo 7 :

CARACTERIZADO  por compreender ainda nutrientes

imediatamente disponiveis.
10. Biofertilizante, de acordo com a reivindicagéo 7,

CARACTERIZADO por permitir o crescimento de plantas
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melhorado comecando com a germinagdo da planta e o
desenvolvimento da planta superior com respeito a a ltura e

rendimento.
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RESUMO
“PROCESSO PARA PRODUZIR UM BIOFERTILIZANTE COMPREENENDO AS
ETAPAS DE FERMENTACAO NO ESTADO SOLIDO, IMOBILIZACAO
ATRAVES DE NANOPARTICULAS DE ALOFANO E UMA SEGUNDA
FERMENTA(;AO; E O REFERIDO BIOFERTILIZANTE”

Processo para a produgcdo de um biofertilizante,
compreendendo as seguintes etapas: a) fermentacéo n 0 estado
sélido para a producdo de enzimas e nutrientes esse nciais
para a nutricdo das plantas; b) imobilizacdo usando

nanoparticulas de alofano das enzimas e substratos

produzidos durante a etapa a); e ¢) uma segunda fer mentacao
para favorecer o desenvolvimento de microrganismos que
melhoram a qualidade do biofertilizante. Protecédo t ambém é
pretendida para o biofertilizante que € produzido a partir

deste processo.
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REIVINDICACOES EMENDADAS

1. Processo para a producdo de um biofertilizante,

CARACTERIZADOpor compreender as seguintes etapas:

a) fermentacdo no estado sélido (FES) para a produc¢ ao
de enzimas e nutrientes essenciais para a nutricao das
plantas;

b) imobilizagdo das enzimas e substratos produzidos
durante a etapa a) usando nanoparticulas de alofano ;e

c) uma segunda fermentacdo para favorecer o
desenvolvimento de microrganismos que melhoram a qu alidade
do biofertilizante.

2. Processo para a producéo de um biofertilizante, de

acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADOpor a etapa a)

ser iniciada com residuos agricolas, pecuarios e

agroindustriais e poder ser realizada em reatores o u
pilhas.

3. Processo para a producéo de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZAD®or a etapa a)
ser realizada a uma temperatura de entre 25 °C e 70 °C, com
um nivel de entre 55% e 80% de umidade e durar entr el2e
18 dias, quando realizada em reatores e entre 5 e 1 0

semanas, quando realizada em pilhas.

4. Processo para a producao de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZAD®or na etapa b)
alofano ser adicionado em uma propor¢cao compreendid a entre
10% e 40% peso/peso em relacdo a matéria seca ferme ntada.

5. Processo para a producédo de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicacao 1, CARACTERIZAD@or na etapa b)
agregados de enzima-alofano serem formados para pro teger as
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enzimas de degradagcdo microbiana, aumentando a sua

eficiéncia catalitica.

6. Processo para a producdo de um biofertilizante, de
acordo com a reivindicacéo 1, CARACTERIZAD®or a etapa c)
consistir em uma FES mais prolongada com duracgéo en tre 30 e
60 dias e ser realizada a uma temperatura de entre 15°Ce

50 °C, com um nivel de entre 60% e 85% de umidade.

7. Biofertilizante, CARACTERIZAD@or compreender:

a) enzimas encapsuladas em agregados de enzima-
nanoparticulas correspondentes a: 1,09 Ul g 1 a44Ul g 1
de fosfatase alcalina; 0,2 Ul g 1T a12Ulg 1 de fosfatase
acida; 0,05 Ul g 1a0,10Ulg ! de arilsulfatase; 0,6 Ul g .
al05Ulg ! delL-asparaginase; e 3,0Ulg 1Ta46Ulg *de
L-glutaminase; alofano de 10% a 40%;

b) substratos orgénicos para as enzimas encapsulada S
do tipo nitrogénio total (3,08%) e fosforo total (O ,5%);

c) entre 55% e 70% de substratos organicos
encapsulados do tipo horménios de crescimento de pl antas,
acidos fulvicos e acidos humicos; e

d) moléculas organicas e microrganismos benéficos p ara
as plantas.

8. Biofertilizante, de acordo com a reivindicacdo 7 :

CARACTERIZADO por permitir o crescimento de plantas

melhorado comecando com a germinagcdo da planta e o
desenvolvimento da planta superior com respeito a a ltura e

rendimento.
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