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1
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Nacionalidad o domicilio: 1. Holandés, 2. Holandés
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Titulo (54) COMPOSICION DE NISINA LIQUIDA

7 Clasificacion Internacional (51) A23L 3/3463 (2006.01)

(33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
8 Prioridad
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s Il Nno ] |7 —_ |
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ANEXOS

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona juridica
Poderes si fuese el caso

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud internacional (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Internacional de examen preliminar (IPER)
Traduccion del examen preliminar internacional efectuado por la IPEA

De ser el caso copia de contrato de acceso.

De ser el caso documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradicionales de las
comunidades indigenas.

De ser el caso certificado de deposito del material bioldgico

Arte final 12x12.

De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el mismo
titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional .

B0 OO0 ocotodsasagdgisas

Otros: Notificacion cambio de direccion de inventor.

12 FIGURA CARACTERISTICA

13 Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE : DILIA RODRIGUEZ D 'ALEMAN
Y

FIRMA: () /
c.C 17654.8212/1’.!’/208’24 CSJ

As. P-2808




ANEXO

INVENTORES

1. VISSER, Johannes Martinus Jacobus
(Waterloop 22, NL - 2614 XC Delft, Paises Bajos);

2)) HAAN, DE, Ben Rudolf
(Park de Wervelaan 19, 2283 TN Rijswijk (ZH) Paises Bajos),
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COLOMBIA
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PODER

Yo (nosotros), abajo firmante(s)

en mi (nuestro} cardcter de representante(s) legales de

una sociedad organizada y cxistente de acuerdo con las leyes de
y en actual cumplimiento de su objeto social, con domicilio en

por el presente instrumento confiero (conferimos) poder especial a favor
de DILIA MARIA RODRIGUEZ D'ALEMAN, con Cédula de
Ciudadania No. 41.654.882 dc Bogota, y tp. 20824 y CLAUDIA
LUCIA CARO RAMIREZ, con Cédula de Ciudadania No. 40.017.374
de Tunja, y tp. 36448, con domicilio en Bogota, Colombia, para que
actuando en su orden en nombre del (de la) otorgante le (la) representen
ante cualquier entidad, autoridad y/o persona, especialmente ante las del
orden Administrativo, Contencioso Administrativo, Judicial, Tribunales
de Arbitramento y/o cualquier otro en lo referente a los siguientes
asuntos:

1) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar cualquiera de las modalidades
de Propiedad Industrial, tales como: patentes de invencion, modelos de
utilidad; disefios industriales, variedades vegetales; marcas, lemas,
nombres y cnsefias comerciales y denominaciones de origen; asi como
sus renovaciones, prorrogas, transferencias, cambios de nombre y/o
domicilio, contratos y licencias.

2) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar derechos de autor, cn
cualquiera de sus presentaciones asi como la proteccion de sccretos
industriales y know-how.

3) Solicitar, tramitar, obtener y/o registrar registros sanitarios, permisos
y/o licencias de funcionamiento; asi como sus renovaciones o prérrogas,
transferencias, cambios de nombre y/o domicilio, contratos y licencias.

4) Ejercer acciones de oposicion, observacién, reclamos, reconsideracion,
rcposicion, apelacion, cancelacién administrativa o judicial, nulidad,
proteccion al consumidor, concesion de licencias, proteccion de sccretos
industriales y demés acciones y recursos relacionados con derechos
derivados de los asuntos arriba indicados y en contra de la competencia
desleal, acciones derivadas de la obtencion o explotacion de licencias,
acciones de indemnizacion de perjuicios. También podra(n) intervenir en
juicios civiles, comerciales, penales, contencioso-administrativos, tutelas
y de policia; en acciones o juicios promovidos por el (la) mandantc o en
contra ¢l (ella) . :
5) Registrar nombres de dominio ante la entidad competente.

6) En el ejercicio de estc mandato Jos mandatarios arriba mencionados
quedan facultados para: conciliar, cancclar, transigir, comprometer ¢n
arbitros, desistir, recibir y tomar posesién de la cosa objeto de litigio y
renunciar o desistir a derechos concedidos o cn curso de concesi
admitir los hechos del proceso.

7) Ratificar o no la agencia oficiosa,

8) Asi mismo faculto (facullamo:;) a los mencionados apodcrados

sustituir ¢l presente poder y revocar las sustituciones que hicieren,
Dado y firmado en

alos dias de

POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned

legal represcatative(s) of

DSEM IP Assets B.V.

an organization cxisting under the laws of  ph @ Nétherlands

and in present cxcecution of its business activity, domiciled at
Het Overloon 1,

do hereby grant POWER OF ATTORNEY to DILIA MARIA RODRIGUEZ
D'ALEMAN, identification card No. 41.654.882 of Bogot4, and tp. 20824
and CLAUDIA LUCIA CARQO RAMIREZ, tp. 36448, identification card No.
40.017.374 of Tunja, residing in Bogotd, Colombia, to act in the order of their
appointment in behalf of grantor before any entity, authority and/or natural or
juridical person, specially before those Administrative, Administrative-
Contentious, Judicial, arbitration courts, and/or any other, in all matters
canceming the following:

1) To apply, process, obtain and/or register any of the modalities of Industrial
Property, such as: Patents of Invention, Utility Models; Designs, plant
varieties; Marks, Slogans, Trade Names and cmblems and appellations of
Origin; as well as their rcnewals, assignments, changes of name and/or
domicile, agreements and licenses.

2) To apply, process, obtain and/or register copyrights of any kind as well as
protection of industrial secrets or know-how,

3) To apply, process, obtain and/or register sanitary registrations, operating
authorizations and/or licenses; as well as their renewals or  assignments,
changes of name and/or domicile, agreements and licenses.

4) To bring actions of opposition, observations, claims, reconsideration,
appeal or legal remedies, cancellations, nullity, protection to the consumer,
granting of licenscs, protection of trade secrets and other actions related with
rights derived from the above- mentioncd matters and against the unfair
competition, actions resulting from the obtaining or exploitation of licenses,
recovering damages actions. They can also intervene or participate in Civil,
Commercial, Criminal or Contentious-Administrative Trials; the actions for
writ mandamus, police actions; in actions, lawsuits or litigations instituted by
the grantor or against him.

5) To register domain namcs before the competent entity.

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

7) To ratify or g the officious agency.

appoint the afore mentioned attorneys with powers to receive
signate judicial and cxtrajudicial attorneys, substitute

'2%&-(

C
s§\ets b, »

6411 TE Heerlen, The Netherlands



CERTIFICADO NOTARIAL
(Cuando el solicitante es SOCIEDAD)
(Poderes otorgados cn: El Salvador, Estados Unidos, Méxicoy Venezuela)

Alos dias del mes de de

, el Notario que suscribe DA FE de que:

(nombre de la persona que firma el poder)

mayor de edad y domiciliado ___ o

_ firmé de su pufio

y letra ¢l documento que antecede.

2. Conoce al (a la) otorgante y que este (a) estd legalmente capacitado
para ¢l otorgamiento,
3. El otorgante  ha firmado el referido  documento en su cardcter
de

de la persona juridica

4. La citada persona juridica con scdc en
estd  legalmente

constituida, que tiene actualmente

existencia legal y que el acto para el cual se ha otorgado este
poder cstd comprendido entre los que constituyen su objeto social.

5. El otorgante tiene efectivamente la representacion que ostenta, que
esta cs legitima y que estd facultado para otorgar este poder.

6. las anteriores certificaciones de los puntos 3,4 y 5, me constan porque
he tenido a la vista los documentos auténticos.

Notario Pablico

NOTA: A continuacién de lo anterior, ¢l Cénsul de Colombia debe
autenticar la firma del Notario Pablico.

CERTIFICADO NOTARIAL
INDIVIDUO)

(Cuando el solicitante es

A los dias del mes de de
» ¢l Notario que suscribe DA FE de que:

L.

(nombre de la persona que firma el poder)

mayor de cdad y domiciliado en

firmo en su presencia
el documento que antecede, conoce al otorgante y que estc csta
legalmente capacitado para el otorgamiento,

NOTARIAL CERTIFICATE
( When the applicant is a CORPORATION)
(Powers of attorney granted in: El Salvador, Mexico, U.5.A, and Venezucla)
This day of s
the undersigned Notary CERTIFIES that:
L.
(name of the person who signs the power of attorney)
of legal age and domiciled
in set his hand on

the foregoing document.

2. The grantor is to him personally known and that he/she has legal capacity to
execute the document.

3. The grantor has cxccuted the forcgoing document in his capacity
of

of the juridical person__

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

5. The grantor has
representation is legal
of attorney.

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

mentioned  juridical person  with place of business

in [ act the referred quality and thar hisfher
and that he/she is empowerced to grant this power

Notary Public

NOTA: Then the Colombian Consul must legalize the signaturc of the Notary
Public,

NOTARIAL CERTIFICATE ( When the applicant is an
INDIVIDUALS)
On this day of

the undersigned Notary CERTIFIES that:

1.

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

of legal age and domiciled at

signed in his presence the foregoing
ent, the grantor is to him personally known and that he/she has legal
acity to execute the document,

Notario Piiblico .
NOTA: A continuacién de lo anterior, el Cénsul de Colo
autenticar la firma del Notario Publico. :

Para todos los demds paises el Sefior Cénsul de Colom|
quien se otorgue, debe expedir una certificacién dejando
1) de la existencia legal de la sociedad, 2) de que efed
actualmente su objeto social, y 3) de que la persona o per
otorgan el poder estdn facultadas para hacerlo, dejando
constancia asi mismo de que tuvo a la vista las pruebas que t}w’dit
tales circunstancias,

ARG

alombian Consul or before who it is granted
itjting 1) the legal existence of the corporation,
gees are actually being accomplished , 3) that
pErant this Power of Attorney are empowered
Mtify also that the documents evidencing those
H to him,

2 ik i vy

LEGALIZACION POR EL CONSUL DE COLOMBIA
O POR APOSTILLA

LEGALIZATION BY THE COLOMBIAN CONSUL. OR BY
APOSTILLE.

ELABORADO: REVISADO: APROBADO: CODIGO

DILIA RODRIGUEZ

D’ ALEMAN 6.8
JULIANA ESCOBAR DILIA RODRIGUEZ D" ALEMAN




To o

The undersigned, JOHAN REINDER EGBERT KIELSTRA, civil law notary,
residing at The Hague, The Netherlands, hereby certifies that the attached
document was signed by mr. Ralph Leon Marie Oscar Thomas, born on April 27,
1963, Dutch passport number NK4183805, who is authorized as proxy holder to
sign for and on behalf of the private limited liability company DSM IP Assets
B.V., established at Heerlen, the Netherlands.

The Hague, this 12th day of October 2010. .

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Co_untry: THE NETHERLANDS
This public document
2. has been signed by mr. J.R.E. Kielstra

3. acting in the capacity of notary at 's-Gravenhage
4. bears the seal/stamp of aforesaid notary
Certified

at's-GRAVENHAGE 6. on 14-10-201¢

5
7. by the clerk of the court (Rechtbank)
8. no.2010/6869/8

Seal/stamp: ' 18 Signature:

5. Petronilia
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1 roduccién ojr‘-ic:ial de un documento gue estd origmarn'ne'-m{.e cnoing

El suscrito JOHAN REINDER EGBERT KIELSTRA, notario de asuntos civiles,
residente en La Haya, Paises Bajos, por el presente documentq certifica que el
documento adjunto fue firmado por el sefior Ralph Leon Marie Oscar Thomas, nacido
el 27 de abril de 1963, identificaclo con el pasaporte numero NK4183805, quien esta
autorizado como titular del poder para firmar en nombre de la compafifa privada de

responsabilidad limitada DSM IP Assets B.V. establecida en Heerlen, Paises Bajos.

La Haya, este dia 12 de octubre de 2010.
(Firmado)

Scllo: “Sr. J.R.E. Kielstra, Notario de ‘s-Gravenhage

Apostille:

Traductor
JORGE E. SIERRA REYES
Licantis 376 - 1993 Minjusticls
day



APOSTILLA:
(Convertion de La Haye du 5 octobre 1961)

1. Pafs: Paises Bajos
El presente documento puiblico
2. Ha sido firmado por: J-R.E. Kielstra
3. Actuando en calidad de: Notario de ‘s-Gravenhage.
4. Lleva el sello/estampilla de:  Notaario antes mencionado
Certificado
5. En: ‘s-Gravenhage
6. EL 14 de octubre de 2010
7. Por: El Secretario de la Corte (Rechtbank)
8. Bajo el No.: 2010/6869/8
9. 5ello / estampilla: Hay un sello.
10. Firma: _ Firmado. S. Petronilia

-
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COMPOSICION DE NISINA LIQUIDA
RESUMEN
La presente invencidén se relaciona con composiciones de nisina liquida que
tienen una alta actividad antimicrobiana. La invencion se relaciona adicionalmente con
un método para preparar las composiciones de nisina liquida asi como también su uso

como un conservante en productos alimenticios.
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COMPOSICIONES DE NISINA LIQUIDA

Campo de la Invencion

La presente invencion se relaciona con composiciones de nisina liquida, con
meétodos para preparar las composiciones, con su Uso CoOmo un conservante y con
metodos para preservar los alimentos en donde se utilizan las composiciones.

Antecedente de la Invencion

La necesidad de métodos mejorados para la conservaciéon de alimentos es
grande. Se ha estimado que una gran parte del suministro mundial de alimentos se
pierde como resultado de la descomposicion microbiana y las infecciones microbianas
transmitidas por los alimentos representan una amenaza constante y seria para la
salud humana.

Varias especies bacterianas que pueden contaminar y crecer en los alimentos
y cultivos son patogénicas o producen toxinas y generan un rango de enfermedades
de intoxicacion alimentaria. A pesar del mejoramiento sustancial en la tecnologia e
higiene, los productos alimenticios se pueden exponer al deterioro y a bacterias
patogénicas en el medio en el que se manipulan los alimentos y el nimero de
intoxicacion por alimentos aun se incrementa en la mayoria de paises. Las técnicas de
conservacion de alimentos, por ejemplo el procesamiento por calor, congelamiento,
ultrasonido, irradiacion, y tratamiento a alta presién, reducen significativamente la
carga antimicrobiana pero es de particular interés la evidencia de que los alimentos
procesados se contaminan con microorganismos luego del procesamiento y antes del
empaque. Son de creciente preocupacién en la industria de los alimentos los
problemas microbianos relacionados con varios alimentos tal como productos lacteos
y carnicos, alimentos frescos y refrigerados y alimentos de mar.

Especialmente los productos alimenticios en el rango de pH de 4.5 a 7.0 se
sabe que son susceptibles al deterioro microbiano por microorganismos, que incluyen
patdégenos y bacterias formadoras de esporas. En niveles de pH inferiores, las
levaduras, mohos y bacterias tolerantes al 4cido son mas relevantes. Sobre todo, los
alimentos procesados no se consumen directamente después de procesamiento,
permitiendo por lo tanto que las bacterias sobrevivan al proceso de produccion o se
introduzcan y crezcan mediante post-contaminacion. Debido a que puede ocurrir el
consumo de alimentos sin el racalentamiento de los alimentos procesados a
temperaturas suficientes y durante el tiempo suficiente, existe un riesgo de

intoxicacion por alimentos o deterioro de los alimentos.
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Adicionalmente, |la reciente tendencia de alimentos minimamente procesados

con las cualidades nutricionales y sensoriales intrinsecas de materias primas y
alimentos frescos ha elevado el riesgo. Los tratamientos de conservacién moderados,
tal como alta presion hidrostatica y técnicas de campo eléctrico pulsado han probado
ser exitosos, pero frecuentemente se basan en obstaculos efectivos, es decir cadena
de frio y la adiciéon de antimicrobianos naturales.

Se ha hecho una investigacién exhaustiva en el campo de la seguridad
alimenticia para desarrollar disefios de productos antimicrobianos efectivos, que
resulten en una combinacién de composiciones, procesamiento y conservacion.

La nisina es una sustancia antibacteriana similar a péptido producida por
Lactococcus lactis subsp. lactis. Esta comprende 34 aminoacidos y es activa contra
las bacterias principalmente gram-positivas. La nisina no es téxica y esta libre de
efectos colaterales. La nisina es Generalmente Reconocida como sustancia Segura y
se utiliza ampliamente en una variedad de alimentos. Ejemplos de tales productos son
queso procesado, leche, crema cuajada, postres lacteos, mezclas para helado, huevo
liquido, productos de harina horneados, aderezos y cerveza. La nisina es estable al
calor y sobrevive a temperaturas de pasteurizacion con pérdida minima de actividad.

Usualmente, la nisina se obtiene mediante la fermentacion de una especie de
Lactococcus lactis y se formula adicionalmente como un polvo seco que se puede
utilizar como un conservante como tal o después de haberse resuelto primero en un
disolvente adecuado. Delvoplus® y Nisaplin® son nombres comerciales para el polvo
de nisina que contiene 1 millén IU por gramo. Ellos se distribuyen por DSM y Danisco,
respectivamente. Estos productos de nisina en polvo tienen varias desventajas: el
polvo se genera luego de manipulacién, y es dificil la dosificacion y mezcla de
cantidades pequefias de polvos en los productos. Por lo tanto, se prefieren
comercialmente las composiciones de nisina liquida que no tienen las desventajas
descritas anteriormente.

Las composiciones de nisina liquida como tal se conocen en la técnica. Aunque
se ha reportado que las composiciones de nisina liquida tienen actividad contra
bacterias gram-positivas (ver Mota-Meira et al. (2000), Montville et al. (1999), US
5,584,199 y US 4,597,972) y aun bacterias gram-negativas (ver EP 0 453 860, US
5,260,271 y US 5,559,096), existen aln composiciones de nisina liquida que tienen
una actividad antimicrobiana mejorada, particularmente contra bacterias gram-
positivas encontradas en la industria de los alimentos.

Resumen de la Invencion
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De forma sorprendente, ahora se han encontrado composiciones de nisina que

tienen una actividad muy alta contra bacterias gram-positivas. Debido a su alta
actividad antimicrobiana, solo se necesitan bajas cantidades de las composiciones
para la acciéon efectiva contra bacterias por ejemplo bacterias gram-positivas. Las
composiciones tienen buena estabilidad microbiolégica que en combinacion con su
buena estabilidad fisica y quimica hacen adecuadas las composiciones para
almacenamiento prolongado y por consiguiente les da una larga vida util
Adicionalmente, las composiciones de la invencion pueden tener una baja turbidez,
que las hace adecuadas para uso en aplicaciones alimenticias, en donde es de
importancia la adicién de aditivos de baja turbidez. En claridad de las caracteristicas
anteriores, las composiciones de la invencion se pueden emplear ventajosamente
como conservantes de alimentos.
Descripcién Detallada de la Invencion

De acuerdo con un primer aspecto la invencién proporciona un método para
preparar una composicién de nisina liquida, preferiblemente una composicién acuosa
de nisina liquida. El método comprende las etapas de: a) preparar una primera nisina
liguida que contiene la composicién que tiene un pH de aproximadamente 1.5 a
aproximadamente 12, preferiblemente aproximadamente 3 a aproximadamente 10,
preferiblemente aproximadamente 3.5 a aproximadamente 9.5, mas preferiblemente
aproximadamente 4 a aproximadamente 9, todavia mas preferiblemente
aproximadamente 4.5 a aproximadamente 8.5, aun mas preferiblemente
aproximadamente 5 a aproximadamente 8, mas preferiblemente aproximadamente 5.5
a aproximadamente 7.5, y en particular aproximadamente 5.5 por debajo de 7, b)
aislar los compuestos sélidos de la primera nisina liquida preparada que contiene la
composicion, ¢) poner en contacto los compuestos sélidos aislados con una solucion
que tiene un pH de aproximadamente 0 a aproximadamente 5, preferiblemente
aproximadamente 0.5 a aproximadamente 4.5, mas preferiblemente aproximadamente
1 a aproximadamente 4, aun mas preferiblemente aproximadamente 1.5 a
aproximadamente 3.5, mas preferiblemente aproximadamente 1.5 a aproximadamente
3 y en particular aproximadamente 2 a aproximadamente 3 para preparar una
segunda composicién de nisina liquida, y d) remover los compuestos sélidos de la
segunda composicién de nisina liquida. La etapa d es opcional, pero en una

realizacién preferida esta se desarrolla en el método de la invencion.
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En una realizacion adicional el método de Ia invenciéon comprende la etapa de:

e) ajustar el pH de la segunda composicién de nisina liquida a un valor de pH deseado
tal como un pH entre 2 y 6, por ejemplo un pHentre 2y 3o apHentre 5y 6.

Opcionalmente, por lo menos uno de los compuestos funcionales adicionales
mencionados adelante se pueden agregar antes, durante o después de por lo menos
una de las etapas del método de la invencion. Por ejemplo, un crioprotector, por
ejemplo glicerol, se puede agregar durante la etapa c, de tal manera que la segunda
composicién de nisina liquida comprende 35% a 60% p/p de crioprotector. En otro
ejemplo, un compuesto que reduce o disminuye la formacion de espuma y/o un
compuesto antimicrobiano adicional, por ejemplo un acido organico o una sal del
mismo, se puede agregar antes de la etapa b. En una realizacién preferida sin
embargo por lo menos un compuesto funcional adicional se agrega después de la
etapa d y antes de la etapa e, o durante o después de la etapa e.

En una etapa de la realizacion comprende mezclar nisina con una solucién
acuosa para preparar una primera nisina liquida que contiene la composicién que
tiene una sal inorganica final (por efemplo NaCl) en concentracién de 1.5 M o menor,
preferiblemente 0.05 M a 1.5 M y mas preferiblemente 0.1 M a 1.5 M. La primera
nisina liquida que contiene la composicién tiene un pH de aproximadamente 1.5 a
aproximadamente 12, preferiblemente aproximadamente 3 a aproximadamente 10,
preferiblemente aproximadamente 3.5 a aproximadamente 9.5, mas preferiblemente
aproximadamente 4 a aproximadamente 9, adn mas preferiblemente
aproximadamente 4.5 a aproximadamente 8.5, todavia aun mas preferiblemente
aproximadamente 5 a aproximadamente 8 y mas preferiblemente aproximadamente
5.5 a aproximadamente 7.5 y en particular aproximadamente 5.5 por debajo de 7.
Cualquier fuente de nisina se puede suspender y/o disolver en la solucién acuosa. En
una realizacion preferida la nisina es un polvo, preferiblemente un polvo seco. Por
ejemplo, se pueden utilizar las composiciones en polvo de nisina disponibles
comercialmente tal como Delvoplus® y Nisaplin®. La fuente puede comprender nisina
A, nisina Z o una combinacién de las mismas. La solucién acuosa puede ser una
solucion amortiguadora, por ejemplo un amortiguador de fosfato tal como
NaH;PO,/Na,HPQ,. También se pueden utilizar otros amortiguadores adecuados
frecuentemente. Estos incluyen, pero no se limitan a, amortiguadores de acetato,
amortiguadores de lactato, amortiguadores de citrato, amortiguadores de glicina/HCl y

cualquier combinacion de los mismos.
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Los compuestos sélidos se pueden separar/aislar desde la primera nisina

liquida que contiene la composicion mediante técnicas de aislamiento bien conocidas.
En una realizacion preferida la etapa b se desarrolla por medio de centrifugacion,
filtracién o cualquier combinacion de los mismos.

Posteriormente, se puede preparar una segunda composicion de nisina liquida
al por egjemplo poner en contacto, por gjemplo disolver 0 mezclar o suspender, los
compuestos soélidos aislados con/en una solucién, preferiblemente una solucion
acuosa, que tiene un pH de aproximadamente 0 a aproximadamente 5,
preferiblemente aproximadamente 0.5 a aproximadamente 4.5, mas preferiblemente
aproximadamente 1 a aproximadamente 4, aun mas preferiblemente
aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3.5, mas preferiblemente aproximadamente
1.5 a aproximadamente 3 y en particular aproximadamente 2 a aproximadamente 3.
En una realizacion un compuesto funcional adicional mencionade adelante se agrega
durante esta etapa.

Luego, la segunda composicion de nisina liquida se puede purificar al remover
por ejemplo los residuos restantes y/o las proteinas sin nisina o partes de las mismas.
Esta etapa de purificacion se puede desarrollar mediante técnicas de aislamiento bien
conocidas. En una realizacion preferida la etapa d se desarrolla por medio de
centrifugacién, filtracion o cualquier combinacion de los mismos.

El método descrito anteriormente resulta en una composicion de nisina liquida
que tiene una actividad mucho mayor contra los microorganismos, particularmente
bacterias gram-positivas, que las composiciones de nisina liquida descritas en la
técnica anterior. En otras palabras, el método de la presente invencion resulta en
composiciones de nisina liquida que tienen una concentracion inhibidora mucho menor
(MIC) contra microorganismos, particularmente bacterias gram-positivas, que las
composiciones de nisina liquida descritas en la técnica anterior.

Por lo tanto, una composicion de nisina que se puede obtener mediante un
método de acuerdo con la invencién es otra parte de la presente invencion. La
composicion de nisina puede ser solida, pero preferiblemente esta es una composicion
liguida.

En una realizacién las composiciones de nisina de la invencioén tienen un MIC
de 1.0 pg/ml 0 menos contra por lo menos una bacteria gram-positiva. El MIC se
refiere a la concentracion minima de un compuesto o composicion necesaria para
inhibir el crecimiento del organismo probado. Preferiblemente, el MIC es un promedio

de por lo menos tres repeticiones independientes. Las composiciones de la presente
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invencién tienen un MIC de 1.0 pg/mi 0 menos cuando se prueba para el crecimiento

de la inhibicién de por lo menos una bacteria gram-positiva en el ensayo descrito
anteriormente. En una realizacién las composiciones de la invencion tienen un MIC de
0.5 pg/ml o menos, preferiblemente un MIC de 0.1 ug/ml o menos, mas
preferiblemente un MIC de 0.05 pg/ml 0 menos, ain mas preferiblemente un MIC de
0.01 pg/ml o menos, todavia aun mas preferiblemente un MIC de 0.005 pg/ml o
menos, particularmente un MIC de 0.001 pg/ml 0 menos, mas particularmente un MIC
de 0.0005 pg/ml 0 menos contra por lo menos una bacteria gram-positiva y mas
particularmente un MIC de 0.0001 pg/ml 0 menos contra por lo menos una bacteria
gram-positiva. Las bacterias gram-positivas incluyen, pero no se limitan a,
Micrococcus sp., Listeria sp., Bacillus sp., Staphylococcus sp., Clostridium sp.,
Streptococcus sp., Lactobacillus sp. y Lactococcus sp. En una realizacion la bacteria
gram-positiva se selecciona del grupo que consiste de Bacillus, Lactococcus,
Staphylococcus, Listeria y Micrococcus. Las especies adecuadas dntro del género
Bacillus, Lactococcus, Staphylococcus, Listeria y Micrococcus incluyen, pero no se
limitan a, B. sublilis, L. lactis, S. aureus, L. innocua y M, luteus, respectivamente.
Dentro de las especies que dan cepas adecuadas incluyen, pero no se limitan a,
Bacillus subtilis ATCC 31578, Lactococcus lactis ATCC 19257, Staphylocoocus aureus
ATCC 27661, Listeria innocua LMD 9220 y Micrococcus Iuteus B212,
respectivamente. En una realizacién preferida las composiciones de la presente
invencion tienen un MIC de 0.5 pg/mi o menos, preferiblemente un MIC de 0.1 pyg/ml o
menos, mas preferiblemente un MIC de 0.05 ug/ml o menos, aln mas preferiblemente
un MIC de 0.01 pg/ml o menos, todavia aun mas preferiblemente un MIC de 0.005
Mg/ml o menos, particularmente un MIC de 0.001 pg/ml o menos y mas
particularmente un MIC de 0.0005 ug/ml o menos contra por lo menos una cepa de M.
luteus, preferiblemente M. luteus B212.

Se puede medir la actividad de nisina utilizando el siguiente bioensayo bien
conocido por la persona experta (ver Pongtharangkul and Demirci, 2004), que incluye
pretratar la composicion de nisina en pH bajo. En resumen, el M. juteus B212 que
contiene placas agar (agar Iso-sensitest) se prepara utilizando un cultivo que ha
crecido recientemente. Después del secado, se utiliza una bomba de vacio para crear
agujeros pequerios en el agar. Las muestras y sus diluciones (10 ul) se transfieren a
los agujeros y se les permite difundir dentro del agar durante 18 horas a 5°C.
Posteriormente, se incuban las placas de agar durante 24 horas a 30°C y se miden las

zonas de inhibicion alrededor de la muestra que contiene los agujeros. Paralelo a las
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muestras, se incluyen los controles con cantidades conocidas de nisina (0 - 1600

lU/ml). Sus zonas de inhibicidn se utilizan para preparar una curva de calibracién
requerida para determinar los niveles de nisina de las muestras. Todas las etapas se
llevan a cabo asépticamente. El IU para nisina ya se ha definido como sigue. El The
World Health Organization Committee on Biological Standardization, vigésimo
segundo informe.. Informe Técnico de la Organizacion Mundial de la Salud serie, No.
444 en 1970, ha establecido una preparacién de nisina de referencia internacional, y la
unidad internacional (de aqui en adelante IU) se define como 0.001 mg de esta
preparacidon, Delvoplus® y Nisaplin®, nombres comerciales para productos en polvo
de nisina que contiene 1 millén 1U por gramo, se distribuyen por DSM y Danisco,
respectivamente, Por medio del ensayo anterior se puede determinar la concentracién
de nisina en las muestras.

Las composiciones MIC de nisina se pueden medir por medio del siguiente
ensayo MIC. La actividad de nisina se mide utilizando el ensayo de caldo de cultivo de
microdilucién estandar, bien conocido por la persona experta. En resumen, un
Micrococcus luteus B212 que contiene el caldo de cultivo Iso-sensitest se prepara
utilizando un cultivo que ha crecido recientemente. El nimero de células por ml se
determina utilizando una camara de conteo. Preferiblemente, se utiliza un conteo
celular de 10°. Se agrega 100 pl de inéculo a cada pozo de una placa de microtitulo de
96 pozos. Se agrega 100 pl de una composicion de nisina al primer pozo (A1) y se
mezcla apropiadamente al pipetear hacia arriba y hacia abajo tres veces. Se hace una
dilucién en serie al transferir 100 pl del primer pozo al siguiente pozo (A2) y se diluye
apropiadamente. Esto se repite hasta que cada componente se diluye en serie en 36
pozos. Luego, las placas se incuban a 30°C durante 7 dias y se leen cada dia para el
crecimiento bacteriano. Las concentraciones MIC son la concentracion mas baja que
inhibe completamente el crecimiento.

En una realizacion las composiciones de la invencién tienen un pH de
aproximadamente 0 a aproximadamente 5, preferiblemente aproximadamente 0.5 a
aproximadamente 4.5, mas preferiblemente aproximadamente 1 a aproximadamente
4, aun mas preferiblemente aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3.5, mas
preferiblemente aproximadamente 1.5 a aproximadamente 3 y en particular
aproximadamente 2 a aproximadamente 3. En tales condiciones de pH, la estabilidad
microbiolégica de las composiciones de la invencion es buena y el MIC de las

composiciones es baja y estable durante almacenamiento.
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En una realizacién adicional las composiciones de acuerdo con la invencion

comprenden 0.01 a 5%, preferiblemente 0.05 a 2.5%, mas preferiblemente 0.1 a
1.0%, mas preferiblemente 0.15 a 0.5% y en particular 0.2 a 0.3 % (p/p) de nisina.

Las composiciones de nisina de la invencién pueden comprender una cantidad
baja de sales tal como sales inorganicas por ejemplo NaCl. Se entiende que no
significa que los compuestos funcionales adicionales mencionados adelante (por
gjemplo compuestos antimicrobianos tal como acidos organicos o sus sales) se
incluyan dentro de la definicidn de “sal”. En una realizacién las composiciones de la
invencion comprenden una sal, por ejemplo sal inorganica, para la relacion de nisina
de 100:1 a 1:100, preferiblemente 50:1 a 1:100, mas preferiblemente 25:1 a 1:100 y
en particular 10:1 a 1:100. En una realizaciéon las composiciones de nisina de la
invencion son esencialmente libres de sales, preferiblemente sales inorganicas tal
como por gjemplo NaCl. La sal inorganica puede ser cualquiera adecuada, sal
inorganica de grado alimenticio. Ejemplos de sales inorganicas son NaCl, Na,SQ,,
(Ca)s(POy)2, KNOi;, KCI y MgCO;. La concentracion de estas sales en las
composiciones es 100 mg/ml o menos, preferiblemente 50 mg/ml ¢ menos, mas
preferiblemente 25 mg/ml o menos y en particular 15 mg/ml o menos. La
concentracidén de sal se puede medir mediante analisis catidnico separado, mediante
analisis anidnico de absorcion atémica, mediante HPLC o preferiblemente mediante la
determinaciéon del contenido de ceniza mediante ignicion (550+/- 25°C). Las
composiciones de nisina que tienen una baja concentracion de sales inorganicas son
muy atractivas, debido a que ellas no interferirdn con la matriz de alimentos para dar
reacciones indeseadas y alteraciones de sabor y/o estructura.

Las composiciones de nisina de la invencién pueden comprender bajas
cantidades de componentes diferentes de nisina y sal. Estos componentes pueden ser
proteinas o sus partes. Se entiende que no significa que los compuestos funcionales
adicionales mencionados adelante (por ejemplo compuestos antimicrobianos, agentes
antiespumantes, tensoactivos, etc.) se incluyan dentro de la definicién de
‘componentes diferentes a nisina y sal’. En una realizacion las composiciones de la
invencion comprenden un componente diferente de nisina para la relacion de nisina de
100:1 a 1:100, preferiblemente 10:1 a 1:100 y mas preferiblemente 2:1 a 1:100. En
una realizacién las composiciones de nisina de la invencién estédn esencialmente libres
de estos componentes. Los componentes se pueden originar de la biomasa producida
durante el proceso de fermentacién de nisina utilizando Lactococcus lactis. La

concentracion de nisina se puede medir primero mediante el ensayo descrito
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anteriormente. Posteriormente, la concentracién de proteina total se puede estimar

utilizando ensayos clasicos conocidos por la persona experta. La concentracion de
proteina sin nisina se puede estimar al sustraer la concentracién de nisina de la
concentracion de proteina total.

En todavia otra realizacion las composiciones de la invencién son
composiciones liquidas claras. Las composiciones claras de nisina liquida se pueden
utilizar en y/o en cualquier tipo de producto. En vista de su claridad, ellas se pueden
utilizar ventajosamente en productos en donde la claridad es de importancia tal como
productos con base en gelatina por ejemplo postres, jugos de frutas, bebidas y
aplicaciones de superficie sobre los productos alimenticios. Las composiciones
liquidas claras como se utiliza aqui son las composiciones liquidas que tienen una
turbidez de 0 a 100 FNU, preferiblemente 0 a 50 FNU, mas preferiblemente 0 a 25
FNU y particularmente 0 a 10 FNU. Las composiciones liquidas turbias son
composiciones liquidas que tienen una turbidez por encima de 100 FNU. La turbidez
en FNU (Unidad Nefelométrica de Formazina) se puede determinar con un método de
dispersion de luz y se puede medir utilizando un fotémetro de turbidez Nephla con el
método DIN medido EN 27027/ISO 7027. Las composiciones claras asi como también
composiciones turbias de nisina liquida se pueden preparar por medio del método de
acuerdo con la invencién. Se prepara una composicién liquida clara, si se prepara una
nisina liquida que contiene la composicidén que tiene un pH de aproximadamente 5 o
mas, preferiblemente un pH de aproximadamente 5 a aproximadamente 9, en la etapa
a del método de la invencion. Se prepara una composicion liquida turbia, si una nisina
liquida que contiene la composicidon que tiene un pH por debajo de aproximadamente
5, preferiblemente un pH de aproximadamente 1.5 por debajo de aproximadamente 5,
o un pH por encima de aproximadamente 9, preferiblemente a un pH por encima de
aproximadamente 9 a aproximadamente 12 se prepara en la etapa a del método de la
invencién. Las composiciones claras y turbias de nisina liquida tienen alta actividad
descrita anteriormente contra los microorganismos, en particular bacterias gram-
positivas.

Un meétodo en donde la concentracién de sal inorganica final (por ejemplo
NaCl) de la primera nisina liquida que contiene la composicién (es decir la
composicion de nisina liquida preparada en la etapa a del método de acuerdo con la
invencién, ver anterior) que estd por encima de 1.5 M tiene varias desventajas
comparado con un meétodo en donde la concentracién de sal inorganica final de la

primera nisina liquida que contiene la composicién es 1.5 M o menos. Primero, la
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primera composicion de nisina liquida que tiene una concentracién de sal inorgénica

final por encima de 1.5 M muestra un desempefio de separacion reducido en
centrifugacion (es decir tiene bajo indice de sedimentacién) en comparacion con las
composiciones de nisina liquida con una concentracion de sal inorganica final de 1.5 M
0 menos. Segundo, la composicién de nisina liquida final resultante que se prepara al
desarrollar el método de acuerdo con la presente invencidn (es decir etapas a hasta ¢
y opcionalmente etapas d y e, ver anterior), en donde la primera nisina liquida que
contiene la composicién tiene una concentracién de sal inorganica final por encima de
1.5 M, tiene varias desventajas:

- esturbia;

- tiene una pureza inferior de las composiciones de nisina liquida finales
que se han hecho por medio de un método de acuerdo con la presente invencion
en donde la primera nisina liquida que contiene la composicion contiene un
concentracion de sal inorganica final de 1.5 M o0 menos;

- tiene una actividad antimicrobiana inferior que la de las composiciones
de nisina liquida finales que se han hecho por medio de un método de acuerdo
con la presente invencion en donde la primera nisina liquida que contiene la
composicion contiene una concentracion de sal inorgénica final de 1.5 M o menos:
y

- tiene un riesgo mayor de precipitarse que las composiciones de nisina
liquida finales que se han hecho por medio de un método de acuerdo con la
presente invencion en donde la primera nisina liquida que contiene la composicion
contiene un concentracion de sal inorganica final de 1.5 M 0 menos

Las composiciones de nisina liquida de la invencion tienen por lo menos una de
las desventajas mencionadas adelante comparada con las preparaciones de nisina
liquida conocidas en la técnica:

~ las composiciones de la invencién tienen una mejor eficacia
antimicrobiana comparado con composiciones de nisina liquida de la técnica
anterior, y/o

- las composiciones de la invencion estan esencialmente libres de sales
tal como por ejemplo sales inorganicas por efemplo NaCl y esencialmente libres de
otros componentes diferentes de nisina. Como un resultado de esto, en las
aplicaciones alimenticias, se evita el uso de las composiciones de la invencién que
no interfieren con la matriz de alimentos para dar las reacciones y alteraciones

indeseadas de sabor y/o estructura, y/o
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~ las composiciones de la invencion pueden ser claras, es decir tienen

una baja turbidez (entre 0 y 100 FNU). Tales composiciones no interfieren con el
color y/o la claridad de los productos a los que ellos se aplican.

- De acuerdo con otra realizaciéon, las composiciones de la invencion
comprenden adicionalmente por lo menos un compuesto funcional adicional gue
incluye, pero no se limita a, un compuesto antimicrobiano adicional tal como un
acido por ejemplo acido sérbico, acido propidnico, acido benzoico, acido acético,
acido lactico, acido citrico, acido cinamico, o una sal de cualquiera de estos
acidos, una oxidasa glucosa, natamicina, lisozima, poli-L-lisina, nistatina,
lucensomicina, amfotericina B, filipina, pediocina; un tensoactivo por ejemplo SDS,
Tween, acidos grasos; un agente que ajusta el pH tal como HCl o NaOH o un
agente amortiguante por ejemplo una sal de fosfato o sal de acetato; un
crioprotector tal como glicerol o propanodiol; agentes espesantes por ejemplo
goma xantano, goma guar, goma Arabiga, goma tragacanto, goma gelano, goma
garrofin, goma  carragenano, goma  ramxano, alginato, almidon,
carboximetilcelulosa, carboxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, alcohol polivinilico, polietilenglicol,
polipropilenglicol. Mas aun, las composiciones de la invencién pueden comprender
agentes que reducen o disminuyen la formacion de espuma. Se pueden agregar
compuestos adicionales a las composiciones de la invenciéon en forma liquida o
solida y se pueden mezclar con bastante antelacion o directamente antes de uso.
Utilizar por lo menos un compuesto/conservante antimicrobiano adicional en las
composiciones de nisina de la invencion se espera que lo estabilice adicionalmente
microbiolégicamente y por lo tanto puede ser benéfico para su vida util.

La actividad de nisina presente en una composicién liquida acuosa se puede
incrementar sustancialmente al remover las impurezas. Mas aun, el indice de
solubilizacion de nisina en las composiciones acuosas se incrementa mediante la
remocion de impurezas tal como por gjemplo sales inorganicas. La nisina se puede
vincular parcialmente a impurezas que resultan en nisina que no esta disponible para
su actividad conservante. En otras palabras, la nisina tiene una biodisponibilidad
limitada en la presencia de impurezas. Como se utiliza aqui, el término
“biodisponibilidad” se refiere a la disponibilidad, cantidad (por ejemplo, concentracion),
o actividad de nisina en una formulacién soélida, semisélida o liquida. Las impurezas tal
como proteinas sin nisina u otros componentes diferentes de nisina, los residuos de

pared celular y las sales pueden tener un efecto negativo en el indice de solubilizacién

2 Y



10

15

20

25

30

35

12
de nisina. Se encuentra que aproximadamente menos del 50% de la nisina presente

en tal formulacion liquida estd disponible como un conservante en caso que estén
presentes estas impurezas. Se ha encontrado que las impurezas estan presentes en
productos de nisina disponibles comercialmente. La nisina disponible comercialmente
contiene en general 5-25% de proteina sin nisina o residuos celulares. Estas
impurezas se originan del proceso de produccién de la nisina. Se utiliza
frecuentemente la recuperacion, purificacion o reformulacion luego de la fermentacion
de las sales que aun estan presentes en la formulacion de nisina final.

En un aspecto adicional la invencion se relaciona con una suspensién acuosa
de nisina que comprende agentes espesantes. Por supuesto, también se pueden
utilizar dos o mas agentes espesantes diferentes. Las suspensiones de la invencion
comprenden 0.01 a 5%, preferiblemente 0.05 a 2.5%, mas preferiblemente 0.1 a 1%,
mas preferiblemente 0.15 a 0.5% y en particular 0.2 to 0.3% (p/p) de nisina. Las
suspensiones de la invencion comprenden 0.01 a 5%, preferiblemente 0.05 a 5%, mas
preferiblemente 0.1 a 5%, mas preferiblemente 0.2 a 5% y en particular 0.5 a 5% (p/p)
de agente espesante. El agente espesante se selecciona del grupo que consiste de
goma xantano, goma guar, goma Arabiga, goma tragacanto, goma gelano, goma
garrofin, goma carragenano, goma ramxano, alginato, almidén, carboximetilcelulosa,
carboxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa,
alcohol polivinilico, polietilenglicol y polipropilenglicol. En una realizacién preferida el
agente espesante es una goma tal como goma xantano. El pH de la suspensién de
acuerdo con la invencibn es aproximadamente 2 a aproximadamente 12,
preferiblemente aproximadamente 2 a aproximadamente 11, mas preferiblemente
aproximadamente 2 a aproximadamente 10, alin mas preferiblemente
aproximadamente 2 a aproximadamente 9, todavia aun mas preferiblemente
aproximadamente 2 a aproximadamente 8, mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 7 y en particular aproximadamente 2 a aproximadamente 6. La
suspensién de la invencién es estable. "Suspension estable” como se utiliza aqui
significa una suspension fisicamente estable, es decir una suspension que muestra
50% o menos, preferiblemente 40% o menos, mas preferiblemente 30% o menos, aun
mas preferiblemente 20% o menos, mas preferiblemente 10% o menos y en particular
0% de sedimentacién después de almacenamiento a temperatura ambiente durante 9
dias a pH 5. La estabilidad fisica de las suspensiones se puede medir mediante los
meétodos conocidos en la técnica tal como el ensayo de sedimentacién como se

muestra aqui (ver Ejemplo 9).
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En una realizacién la suspensién de acuerdo con la invenciéon comprende

adicionalmente por lo menos un compuesto funcional adicional seleccionado del grupo
que consiste de un compuesto antimicrobiano adicional, un tensoactivo, un agente que
ajusta el pH, y un crioprotector. Ejemplos de compuestos antimicrobianos adicionales
adecuados son acidos tal como acido sérbico, acido propidnico, acido benzoico, acido
acetico, acido lactico, acido citrico, acido cinamico, acido o sales de cualquiera de
estos acidos, una oxidasa glucosa, natamicina, lisozima, poli-L-lisina, nistatina,
lucensomicina, amfotericina B, filipina, pediocina. Ejemplos de tensoactivos
adecuados son SDS, Tween, acidos grasos, por mencionar solo unos pocos. Ejemplos
de pH adecuado que ajustan los agentes estan entre otros HCI o0 NaOH o agentes
amortiguadores tal como sales fosfato y sales de acetato. Ejemplos de crioprotectores
adecuados son glicerol y propanediol. Mas aun, las suspensiones de la invencion
pueden comprender agentes que reducen o disminuyen la formacién de espuma. Se
pueden agregar compuestos adicionales a las suspensiones de la invencion en forma
liquida o sdélida y se pueden mezclar bien previamente o directamente antes de uso.

En una realizacién adicional la invencién se relaciona con un método para
preparar una suspension de acuerdo con la invencion, el método que comprende las
etapas de. a) agregar nisina y agentes espesantes, separadamente o como una
composicion en polvo, a una solucion acuosa (por ejemplo agua), y b) mezclar para
obtener una suspensién. Si es necesario, se puede ajustar el pH de la suspension a
pH de aproximadamente 2 a aproximadamente 12, preferiblemente aproximadamente
2 a aproximadamente 11, mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 10, aun mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 9, todavia aun mas preferiblemente aproximadamente 2 a
aproximadamente 8, mas preferiblemente aproximadamente 2 a aproximadamente 7 y
en particular aproximadamente 2 a aproximadamente 6.

El agente espesante y la nisina se pueden agregar separadamente a la
solucion acuosa. Ellos pueden estar en forma de polvo o en forma liquida.
Alternativamente, la nisina y el agente espesante pueden estar presentes en una
composicion de polvo y esta composicién de polvo se puede agregar a la solucion
acuosa. En una realizacion adicional la invencion se relaciona con una composicion el
polvo que comprende nisina y agentes espesantes. La nisina y/o el agente espesante
se puede agregar junto con un compuesto funcional adicional descrito anteriormente
para la solucion acuosa y luego se mezclan para obtener una suspension.

Alternativamente, se pueden agregar compuestos funcionales adicionales después de
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la suspensién que comprende nisina y se ha obtenido el agente espesante. En una

realizacién adicional se agrega primero nisina a la solucion acuosa, seguido por un
compuesto funcional adicional y después se agrega el agente espesante y la solucion
de mezcla para obtener una suspensiéon. En todavia una realizacion adicional se
agregan primero agentes espesantes a la solucién acuosa, seguido por un compuesto
funcional adicional y después se agrega nisina y se mezcla la solucion para obtener
una suspension. De nuevo en una realizacién adicional el compuesto funcional
adicional se agrega primero a la soluciéon acuosa, seguido por la adiciéon de agentes
espesantes y/o nisina.

Otro aspecto de la invencién se relaciona con el uso de una suspension acuosa
de acuerdo con la invencion para la preparaciéon de un liquido de tratamiento para el
tratamiento de un alimento, concentrado o producto agricola. El tratamiento liquido se
puede preparar al mezclar una solucién acuosa con la suspension de acuerdo con la
invencion. El tratamiento del alimento, concentrado o producto agricola se puede
hacer mediante pulverizaciéon, inmersién, inmersion, cepillado por mencionar unos
pocos.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencidén proporciona el uso de una
composicion o suspension de acuerdo con la invencién como un conservante en y/o
sobre el alimento, concentrado o producto agricola. De aqui en adelante, el término
“suspension” también incluye un liquido de tratamiento preparado de una suspensién
de acuerdo con la invencién. Las composiciones y suspensiones de la invencién no
tienen desventajas asociadas con formulaciones de polvo: ellos son mas faciles de
utilizar (facil dosificacién) y no existe formacién de polvo cuando se utilizan.
Adicionalmente, se evitan la formacion de espuma y los problemas de disolucién que
ocurren cuando se solubiliza el polvo de nisina en un solvente. Los niveles efectivos
de nisina para conservar los productos alimenticios varian de 1 a 1500 IU/g 0 0.025 a
37.5 ppm de nisina. Las composiciones y suspensiones de acuerdo con la invencion
se pueden utilizar solas, pero también en combinacién con otras composiciones
antimicrobianas, por ejemplo las composiciones comprenden acidos organicos o sus
sales, lisozima. Las composiciones antimicrobianas se pueden apiicar al alimento,
concentrado o producto agricola. antes, durante o después de la aplicacién de las
composiciones o suspensiones de acuerdo con la invencién.

En un aspecto adicional la invencién es pertinente a un contenedor que

comprende 1 a 1000 litro de una composicién o suspension de acuerdo con la
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invencion. El contenedor puede ser una botella, bolsa o tanque, por mencionar solo

UNOS POCOS.

De acuerdo con un aspecto adicional, la invencion proporciona un método para
preservar el alimento, concentrado o producto agricola, en donde se utilizan las
composiciones de nisina o suspensiones de la invencién, por ejemplo aplicadas en y/o
en los productos respectivos. Las composiciones de nisina y las suspensiones se
pueden aplicar mediante pulverizacion, inmersion, inmersién, cepillado, por mencionar
solo unos pocos métodos. En el caso que el sustrato/producto sea un liquido o
semiliquido, se puede agregar directamente. Las composiciones 0 suspensiones aun
pueden tener un recubrimiento, por ejemplo un recubrimiento antimicrobiano, un
sustrato a/en el cual se aplican. Opcionalmente, en una etapa adicional, el producto
también se puede pasteurizar/esterilizar. Esta etapa por supuesto también se puede
desarrollar antes de aplicacion de las composiciones de nisina o suspensiones de la
invencion. Todos los tipos de los productos alimenticios se pueden tratar con las
composiciones o suspensiones de la invencion. Los productos alimenticios pueden ser
productos alimenticios lacteos; productos alimenticios que contienen o que son
derivados de huevos, carnes, especialmente pollo por ejemplo pollo frescamente
sacrificado, vegetales, crustaceos y pescados; productos de arroz tal como productos
de arroz hervido; productos alimenticios de panaderia; bebidas; productos alimenticios
congelados; productos alimenticios claros tal como productos alimenticios con base en
jalea tal como postres; jugos; pastas para untar; mermelada; frutas enlatadas y otros
productos enlatados; los productos alimenticios en donde las composiciones o
suspensiones de la invencién se aplican sobre la superficie. Los productos alimenticios
lacteos incluyen, pero no se limitan a, leche procesada, leche, crema, postres de
leche, mezclas de crema para helado, aderezos y yogures. Las composiciones y
suspensiones de acuerdo con la invencidon también se pueden utilizar en el tratamiento
de empaques de alimentos y equipo de manipulacion y se pueden incluir en/sobre los
materiales de empaque utilizados para empacar el alimento, alimentos o productos
agricolas. Las composiciones y suspensiones de la invencion también se pueden
utilizar como un desinfectante para limpiar superficies y cocinar utensilios en las
plantas de procesamiento de alimentos y cualquier area en la que los alimentos se
preparan o sirven tal como hospitales, clinicas, restaurantes, especialmente
restaurantes de comida rapida, delicatessen y similares. Las composiciones vy
suspensiones de acuerdo con la invencidn son capaces de inhibir el crecimiento

bacteriano en productos durante un periodo extendido, por ejemplo por lo menos
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aproximadamente 1 dia, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,

75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 dias y
preferiblemente por lo menos aproximadamente 1000 dias. Se pueden utilizar
composiciones y suspensiones de acuerdo con la invencién para evitar el crecimiento
bacteriano, por ejemplo el crecimiento de bacterias gram-positivas tal como
Staphylococcus, Streptococcus, Listeria, y Coryneform bacteria. Estas alun se pueden
utilizar para evitar el crecimiento de bacterias gram-negativas tal como bacterias Gram
negativas tal como Salmonella, Shigella, Escherichia Coli, Klebsiella, Pseudomonas,
Bacterioides, y Actinobacillus bacteria.

Por consiguiente, un alimento, alimentos, o producto agricola que comprende
una composicion de nisina o suspension de acuerdo con la invencion es otra parte de
la invencion.

En todavia otro aspecto, la invencién pertenece a un método para producir un
solido, por ejemplo polvo, la composicién de nisina que comprende la etapa de
someter la composicion de nisina liquida de acuerdo con la invencién a por ejemplo
una etapa de secado, etapa de liofilizaciéon, etapa de cristalizacién (si es necesario
seguido por filtracion o centrifugacién) o una etapa de precipitacién (si es necesario
seguido por filtracién o centrifugacion), por mencionar solo unos pocos, Las etapas se
pueden desarrollar inmediatamente después de la etapa ¢, d 0 e del método para
preparar las composiciones de nisina de la invencion como se describié anteriormente.
Ellas también se pueden hacer después que se han almacenado las composiciones
de nisina liquida de la invencién durante un periodo. Las composiciones de nisina
solida/en polvo resultantes se pueden mezclar con composiciones en polvo que
comprenden otros compuestos adecuados tal como por ejemplo los compuestos
funcionales adicionales descritos anteriormente.

La invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, que
no se deben construir como limitantes del alcance de la invencién.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

Preparacion de composiciones de nisina liquida

Se preparan las siguientes composiciones de nisina liquida:

Composicion A: Diez gramos de polvo de nisina Nisaplin® (Danisco,
Dinamarca) que contiene 2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl se

disuelve en una solucion de HCI acuosa (pH 2.0-3.0; volumen total 100 ml).
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Composicion B: Diez gramos de polvo de nisina Nisaplin® (Danisco,

Dinamarca) que contiene 2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl se
disuelve en una solucion de HCI acuosa (pH 5.5-6.5; volumen total 100 mi).

Composiciones C y D: Diez gramos de polvo de nisina Nisaplin® (Danisco,
Dinamarca) que contiene 2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl se
disuelve en una solucidon acuosa amortiguada de 0.2 M de dihidrogenfosfato de sodio
y hidrogenfosfato de disodio (pH 7.0; volumen total 100 ml; en adicién a la
composicién que tiene un pH de 6 y se hacen las composiciones que tienen un pH de
6.5). La mezcla se mezcla posteriormente durante aproximadamente 15 minutos. La
mezcla se centrifuga a 4,500xg durante 15 minutos a 10°C y se obtiene un gidbulo
que contiene nisina. Posteriormente, el glébulo se disuelve en una solucién de acido
citrica acuosa (pH 2.0 a 3.0; volumen total 100 ml). La mezcla se agita durante 15
minutos. La solucién obtenida que contiene nisina se centrifuga a 4,500xg durante 15
minutos a 10°C para remover los componentes soélidos restantes. Las composiciones
liquidas obtenidas se mantienen en un pH de 2.0 a 3.0 (Composicion C) o el pH se
ajusta a un pH entre 5.5 y 6.5 mediante la adicion de NaOH (Composicién D).

Composiciones E y F: La preparacion de las composiciones E y F es idéntica a
la preparacion de las composiciones C y D con la condicién que el gidbulo se disuelve
en una solucion de HCI acuosa que tiene un pH de 2.0 a 3.0.

Composiciones G y H: Diez gramos de polvo de nisina Nisaplin® (Danisco,
Dinamarca) que contiene 2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl se
disuelve en una solucion de HCI acuosa (pH 2.0-3.0; volumen total 100 ml). La mezcla
obtenida se dializa durante 24 horas en una solucién de HCI acuosa de pH 2.0 a 3.0.
Luego, la mezcla dializada se centrifuga a 4,500xg durante 15 minutos a 10°C. Las
composiciones liquidas obtenidas se mantienen en un pH de 2.0 a 3.0 (composicion
G) o el pH se ajusta a un pH entre 55 y 6.5 mediante la adicion de NaOH
(Composicién H). Las composiciones obtenidas se utilizan en los siguientes
experimentos.

Ejemplo 2

Ensayo MIC

Para el ensayo MIC se obtienen células Micrococcus luteus recientemente
cultivadas (B212) y células Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) de un crecimiento
de cultivo durante la noche en Caldo de Cuitivo Iso Sensitest (Oxoide) y Caldo de
Cultivo de Conteo de Placas (Difco), respectivamente, a 30°C. Una suspensién madre

de 4.3 x 10° y 2.5 x 10* unidades formadoras de colonia CFU/mI, respectivamente, se
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prepara en solucion salina fisiologica. Se agregan 30 pl de la solucion madre

respectiva a 30 ml del Caldo de Cultivo Iso Sensitest (suspension A) y Caldo de
Cultivo de Conteo de Placas (suspensiéon B), respectivamente. Luego, se transfiere
100 pl de la suspension A a cada pozo de una primera placa de microtitulo de 96
pozos y se transfiere 100 pl de la suspension B a cada pozo de una segunda placa de
microtitulo de 96 pozos. Las composiciones de nisina se preparan de acuerdo con
Ejemplo 1. Se utiliza 100 pl de una composicién de en un ensayo de caldo de cultivo
de microdilusion estandar para determinar la Concentracion de Inhibicion Minima
(MIC) de cada composiciéon de nisina. Los resultados, presentados en la Tabla 1,
muestran que las composiciones de nisina C, D, E y F muestran la actividad mayor (es
decir MIC menor) contra ambos microorganismos (un microorganismo gram-positivo,
es decir M. luteus, y un microorganismo gram-negativo, es decir P. aeruginosa) en pH
2.5 y pH 6.0. El MIC de las composiciones C y E esta entre aproximadamente 40- a
aproximadamente 100-veces menos que el MIC de las composiciones A y G (todas las
composiciones tienen un pH de 2.5), aunque el MIC de las composiciones Dy F es
significativamente menor que el MIC de las composiciones B y H (todas las
composiciones tienen un pH de 6.0). El MIC de las composiciones C y D preparadas
con 0.1 M de amortiguador de fosfato a pH 7 es comparable con el MIC de las
composiciones C y D preparadas con 0.2 M de amortiguador de fosfato a pH 6 o pH
6.5.

En un experimento separado las concentraciones de MIC de las composiciones
A y C se comparan con Bacillus subtilis frescamente cultivados (ATCC 31578),
Staphylococcus aureus (ATCC 27661), Lactococcus lactis (ATCC 19257) y Listeria
innocua (LMD92.20). El experimento se hace idénticamente al experimento descrito
anteriormente, con la condicién que la suspensién madre preparada contiene 1.0x10°
1.3x10°%, 7.7x10°, y 2.8x10° CFU/m! del microorganismo respectivo, respectivamente.
Los resultados muestran que el MIC de la composicion C para los microorganismos
gram-positivos probados esta entre aproximadamente 5 -a aproximadamente 300-
veces menores que el MIC de la composicién A (datos no mostrados). El MIC de la
composicion C preparada con 0.1 M de amortiguador de fosfato a pH 7 es comparable
con el MIC de la composicién C preparada con 0.2 M de amortiguador de fosfato a pH
6 opHB.5.
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Ejemplo 3

Uso de composiciones de nisina liquida en una aplicacién de levadura

Se preparan dos tortas. Para cada torta se mezcla 1000 gramos de
Moscovisch Powder Damco con 800 gramos de huevos liquidos y 100 gramos de
agua. Una torta se prepara al agregar 120 mg de polvo de nisina Nisaplin® (Danisco,
Dinamarca) para los huevos liquidos. Se prepara una segunda torta al agregar 1.2
gramos de la composicion C a los huevos liquidos. Las mismas cantidades de nisina
se utilizan en ambas tortas (150 mg nisina/l huevo). La mezcla se mezcla durante 10
minutos en un mezclador Hobart en el tercer equipo, y se hace hornea en un horno a
170°C durante 25 minutos. Ambas tortas se hornean de la misma forma.

La torta horneada que comprende la composicion C muestra una estructura de
migajas lanosas, finas, mientras que la que comprende polvo de nisina muestra una
estructura de migajas irregular dura. Esto muestra claramente que los productos
horneados en donde se utilizan las composiciones de la invencién tienen una mejor
estructura que los productos horneados en donde se utiliza polvo de nisina. La
estructura de un producto horneado se mejora al agregar una composicién de nisina
de acuerdo con la invencidén cuando se compara con agregar polvo de nisina. El
ejemplo también muestra que las composiciones de acuerdo con la invencion se
pueden agregar al producto antes de horneado.

Ejemplo 4

Uso de composiciones de nisina liquida en una aplicacion de bebida

En este experimento la composicion A y C se prueban por su capacidad de
reducir el conteo viable de diferentes microorganismos contaminantes en una
aplicacién de bebida. Las composiciones A y C se preparan de acuerdo con el
Ejemplo 1, utilizando polvo de nisina de Silver Elephant, China. La bebida utilizada es
una bebida de malta, Pony de Bavaria, Colombia. Para el experimento se obtienen
células Listeria monocytogenes recientemente cultivadas (LMD 92.20), células
Leuconostoc oenos (ML-34) y células Leuconostoc mesenteroides aisladas de un
producto contaminado de un cultivo que crece durante la noche a 30°C en Caldo de
Cultivo de Conteo de Placas (Difco). Las suspensiones madre de 3.8x10°, 5.7x10°%"
7.2x10° CFU/m, respectivamente, se preparan en solucién salina fisioldgica. Se
agrega 25 pl de la solucion madre respectiva a 25 ml de espiga de bebida con la
composicion A o C. La concentracién de nisina probada es 0.5 ppm para células
Listeria monocytogenes, 4 ppm para células Leuconostoc oenos y 2 ppm para células

Leuconostoc mesenteroides. Un control que no comprende nisina se incluye para
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cada microorganismo. Las muestras se incuban a temperatura ambiente y el conteo

total de los microorganismos (en CFU/mI) se mide en diferentes intervalos de tiempo
utilizando métodos bien conocidos.

Los resultados se muestran en la Tabla 2. Ellos demuestran claramente que
para cada uno de los tres microorganismos diferentes probados de la composicién C
reduce el conteo celular viable por debajo del limite de deteccién de 1 CFU/mI en
menos de un dia, mientras que la composicion A necesita dos o tres dias para llevar a
cabo esto. La composicibn C es por lo menos 24-48 horas mas rapida que la
composicion A.

Ejemplo 5

Uso de composiciones de nisina liquida en un modelo de aplicacion de
alimentos

En este experimento las composiciones A y C se prueban por su capacidad de
reducir el conteo viable de Listeria monocytogenes en un modelo de aplicacion de
alimentos. Después de ia reduccidén del conteo celular viable por debajo del limite de
deteccion de 10 CFU/mI las composiciones de nisina también se prueban por su
capacidad de mantener este nivel bajo y evitar la extension de las celulas
sobrevivientes. Las composiciones A y C se preparan de acuerdo con el Ejemplo 1,
utilizando nisina de Silver Elephant, China. El modelo de aplicacién se prepara
utilizando Caldo de Cultivo de Conteo de Placas (Difco). El pH del medio se fina a un
pH 7.0 con HCl y se lleva a autoclave durante 15 minutos a 121°C. Para el
experimento se obtienen células Listeria monocytogenes recientemente cultivadas
(LMD 92.20) de un cultivo que crece durante la noche en el Caldo de Cuiltivo de
Conteo de Placas (Difco) a 30°C. Se prepara una suspension madre de 3.4x10" de
CFU/ml en solucién salina fisiolégica. Se agrega 250 pl de la solucion madre a 25 ml
del medio modelo en punta con la composicidn A o C. La concentracion de nisina
probada es 2.5 ug/ml para el experimento a 10°C y 6.25 y 12.5 ug/ml para el
experimento a temperatura ambiente. Un control que no comprende nisina se incluye
para cada temperatura probada. Las muestras se incuban a 10°C y a temperatura
ambiente y el conteo total de microorganismos (en CFU/ml) se mide en intervalos de
tiempo diferentes utiizando metodos bien conocidos.

Los resultados demuestran claramente que la composicién C inhibe la
extension de Listeria monocytogenes en un modelo de aplicacion de alimento a 10°C
durante mas de 25 dias, mientras que la composicién A solo inhibe la extensién

durante cuatro dias (ver Tabla 3). Los resultados muestran adicionalmente que la
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composicién C inhibe la extension de Listeria monocytogenes en un modelo de

aplicacién de alimento a temperatura ambiente durante mas de 25 dias, mientras que
la composicion A solo inhibe la extension durante dos o tres dias (ver Tabla 4).

Ejemplo 6

Preparacién de composiciones de nisina liquida en escala piloto utilizando
centrifugacion

Se disueive 100 kg de polvo de nisina (Silver Elephant, China) que contiene
2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl en agua. El pH se fijja en 7.0 con
NaOH. La mezcla se mezcla posteriormente durante aproximadamente una hora. Un
agente antiespumante (Clerol FBA 3107) se agrega a una mezcla 1.5 g/kg. La mezcla
se somete a centrifugacién continua a 10°C a 12,000xg con un indice de alimentacién
de 200 I/h. Se recupera el concentrado que contiene solidos de nisina. Posteriormente,
el concentrado se disuelve en una solucién de HCI acuosa (pH 2.0 a 3.0; masa de
mezcla completa: 1000 kg). La mezcla se agita durante por lo menos una hora. La
soluciéon obtenida que contiene nisina se somete de nuevo a centrifugacion continua
en 10°C a 12,000xg con un indice de alimentacion de 200 I/h seguido por filtracion
profunda (con un filtro que tiene un tamario de poro de 3 micras) y filtracion estéril
para remover los componentes sélidos restantes. La composicion liquida obtenida se
mantiene a un pH de 2.0 a 3.0. La turbidez del producto final es 21 FNU, es decir se
obtiene una composicion liquida clara. La composicion de nisina liquida obtenida tiene
una buena actividad antimicrobiana, es decir un MIC comparable con el MIC de la
composicion C (ver Ejemplo 2).

El proceso anterior también se desarrolla sin desarrollar la segunda etapa de
centrifugacién continua. El producto final tiene las mismas propiedades como el
producto final descrito anteriormente.

Adicionalmente, el proceso se desarrolla sin la segunda etapa de
centrifugacion continua y sin la etapa de filtracién profunda. El producto resultante
también tiene las mismas propiedades como el producto final descrito anteriormente.

Ejemplo 7

Preparacién de composiciones de nisina liquida en escala piloto utilizando
filtracion

Se disuelve 100 kg de polvo de nisina (Silver Elephant, China) que contiene
2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl en una solucidon acuosa
amortiguada de 0.2 M de dihidrogenfosfato de sodio y hidrogenfosfato de disodio (pH

7.0, masa de mezcla completa: 1000 kg). La mezcla se mezcla posteriormente
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durante aproximadamente una hora. La mezcla se filtra mediante filtracion sin salida a

10°C utilizando una ayuda de filtro Dicalite BF. Se recupera la torta de filtro que
contiene solidos de nisina. Posteriormente, la torta de filtro se disuelve en una solucién
de acido citrica acuosa (pH 2.0 a 3.0; masa de mezcla completa; 1000 kg). La mezcla
se agita durante por lo menos una hora. La soluciéon obtenida que contiene nisina se
somete a filtracion sin salida, filtracion profunda vy filtracion estéril a 10°C para remover
los componentes sélidos restantes. La composicion liquida obtenida se mantiene a un
pH de 2.0 a 3.0. La turbidez del producto final es25 FNU, es decir se obtiene una
composicion liquida clara. La composicién de nisina liquida obtenida tiene una buena
actividad antimicrobiana, es decir un MIC comparable con el MIC de la composicion C
(ver Ejemplo 2).

Ejemplo 8

Preparacién de composiciones de nisina liquida utilizando filtracién en pH bajo

Se disuelve en agua 100 g de polvo de nisina (Silver Elephant, China) que
contiene 2.5% p/p de nisina y por lo menos 50% p/p de NaCl. El pH se fijja en 4.0 con
NaOH. La mezcla se mezcla posteriormente durante aproximadamente una hora. La
mezcla se filtra filtracion sin salida a 10°C utilizando ayuda de filtro Dicalite BF. Se
recupera la torta de filtro que contiene sélidos de nisina. Posteriormente, la torta de
filtro se disuelve en una solucion de HCI acuosa (pH 2.0 a 3.0). La mezcla se agita
durante por lo menos una hora. La solucion obtenida que contiene nisina se filtra
utilizando filtracion sin salida, filtracién profunda y filtracién estéril a 10°C para remover
los componentes sélidos restantes. La composicién liquida obtenida se mantiene en
un de 2.0 a 3.0. La turbidez del producto final es 123 FNU, es decir se obtiene una
composicion liquida turbia. La composicion de nisina liquida obtenida tiene una buena
actividad antimicrobiana, es decir un MIC comparable con el MIC de la composicién C
(ver Ejemplo 2).

Ejemplo 9

Preparacion de suspension de polvo de nisina estable

El polvo de nisina (Silver Elephant, China) que contiene 2.5% p/p de nisina y
por lo menos 50% p/p de NaCl se suspende en agua. Se agregan varios agentes
espesantes en varias cantidades. El pH se fija a pH 2 o pH 5 con soluciones de HCl y
NaOH. La estabilidad fisica de las suspensiones se analiza después de
almacenamiento durante 9 dias a temperatura ambiente mediante analisis de la altura
de la sedimentacién frontal en un tubo de 50 ml que contiene 47.5 ml de la

suspension. Los resultados se describen en la Tabla 5. La concentracion de nisina en
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todas las suspensiones es 0.25% p/p. se expresa la sedimentacion como el porcentaje

de liquido claro que se observa (es decir el liquido que no contiene particulas). 0%
indica que no ha ocurrido sedimentaciéon y que la suspension por lo tanto tiene una
buena estabilidad fisica. Los resultados muestran que a pH 2 y pH 5 las suspensiones
son fisicamente estables cuando se utiliza goma xantano en una concentracion mayor
de 0.05% (p/p). Los resultados muestran adicionalmente que en pH 2 y pH 5 las
suspensiones son fisicamente estables cuando se utilizan CMC o alginato en una
concentracion de 1% (p/p) o mayor, aunque para HPMC una concentracién de 3%
(p/p) o mayor conduce a suspensiones de nisina estables fisicas.

Tabla 1: valores MIC de las composiciones nisina en pg/ml contra M. luteus y

P. aeruginosa.

Nombre M. luteus P. aeruginosa
Composicion A 0.015-0.0077 >64800
Composicion B 0.5-0.23 >61200
Composicion C 0.00012-0.00006 1900-1000
Composicion D 0.012-0.006 6400-3200
Composicién E 0.0004-0.0002 >50000
Composicion F 0.05-0.025 >52000
Composicién G 0.03-0.015 >32000
Composicién H 0.16-0.08 >41000

Tabla 2: Dias hasta que se reduce el microorganismo respectivo por debajo del
limite de detecciéon de 1 CFU/ml en una aplicacién de bebida con diferentes

composiciones de nisina.

Listeria Leuconostoc Leuconostoc
monocytogenes 0enos mesenteroides
Control >4 >4 >4
Composicion A 3 3 2
Composicién C <1 <1 <1

Tabla 3: Cantidad de dias de extension de Listeria monocytogenes se inhibe
por debajo del limite de deteccién de 10 CFU/ml en un modelo de aplicacién de

alimento a 10°C con diferentes composiciones de nisina.

Cantidad de dias que se inhibe la extensién a 10°C

Control <1

Composicion A 4

(A
"



Composicion C

24

>25

Tabla 4: Cantidad de dias que se inhibe la extension Listeria monocytogenes

por debajo del limite de deteccién de 10 CFU/ml en un modelo de aplicacion de

alimento a temperatura ambiente con diferentes composiciones de nisina.

Cantidad de dias que se inhibe la extensién a

temperatura ambiente

Control <1
Composicion A (250 ug/ml) 2
Composicion A (500 ug/ml) 3

Composicion C (250
=25
Hg/ml)
Composicion C (500
=25
pg/mi)

Tabla 5. Estabilidad fisica de la suspensién de polvo de nisina con diferentes

agentes espesantes.

Agente espesante Concentracién de Porcentaje de Porcentaje de
agente espesante sedimentacion sedimentacion
(%p/p) pH 2 (%) pH 5 (%)
Agente no espesante 0 79 77
Goma xantano 0.05 79 79
0.1 40 40
0.2 0 0
0.4 0 0
1 0 0
3 0 0
5 0 0
CMC 0.05 92 93
0.2 89 87
0.4 87 79
1 0 0
3
5 0 0
HPMC 0.05 81 94
0.2 83 87

L
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0.4 83 87
1 73 66
3 40 11
5 5 0
Alginato 0.05 72 94
02 77 89
0.4 63 58
1 42 0
3
5 0 0
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REIVINDICACIONES

Un método para preparar una composicion de nisina liquida, que

comprende las etapas de;

a) Mezclar la nisina en polvo con una solucién acuosa para preparar
una primera nisina liquida que contiene composiciéon que tiene un pH
de 3.5 a 12 y un concentracion de sal inorganica final de 1.5 M o
menos,

b) aislar los compuestos sélidos de la primera nisina liquida preparada
gue contiene composicién,

c) poner en contacto los compuestos solidos aislados con una solucion
gue tiene un pH de aproximadamente 1 a aproximadamente 3 para
preparar una segunda composicibn de nisina liquida, vy
opcionalmente

d) remover los compuestos sélidos de la segunda composicién de
nisina liquida.

El método de acuerdo con l|a reivindicacion 1, que comprende

adicionalmente la etapa de:

e) ajustar el pH de la segunda composicion de nisina liquida a un valor
deseado.

El método de acuerdo con la reivindicacidn 1 o 2, en donde los

compuestos sélidos se aislan o se remueven mediante centrifugacion,

filtracion o cualquier combinacion de los mismos,

Una composicion de nisina liquida que se puede obtener mediante el

meétodo de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

Composicion de acuerdo con la reivindicacibn 4 que tiene una

concentracion inhibidora minima (MIC) de 0.001 pg/ml o menos contra

Micrococcus luteus B212.

Composicion de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5 que tiene un pH de 1.5

as.

Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 6,

en donde composicion comprende una sal para la relacidén de nisina de

100:1 a 1:100.

Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 7

que tiene una turbidez de 0 a 100 FNU.

O
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Composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8,

que comprende adicionalmente por lo menos un compuesto seleccionado

del grupo que consiste de un compuesto antimicrobiano adicional, un

tensoactivo, un agente que ajusta el pH, un crioprotector, un agente

antiespumante y agentes espesantes.

Una suspension acuosa de nisina que comprende agentes espesantes y

que tiene unpHde 2 a 12.

La suspension de acuerdo con la reivindicacion 10, que comprende 0.01 a

5% (p/p) de nisina y 0.05 a 5% (p/p) de agente espesante.

La suspension de acuerdo con la reivindicacion 10 u 11, en donde el

agente espesante se selecciona del grupo que consiste de goma xantano,

goma guar, Goma Arabiga, goma tragacanto, goma gelano, goma garrofin,

goma carragenano, goma ramxanao, alginato, almidén,

carboximetilcelulosa, carboxietilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa,

hidroxipropilcelulosa, metilcelulosa, alcohol polivinilico, polietilenglicol,

polipropilenglicol.

La suspension de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a

12, que comprende adicionalmente por lo menos un compuesto

seleccionado del grupo que consiste de un compuesto antimicrobiano

adicional, un tensoactivo, un agente que ajusta el pH, un agente

antiespumante y un crioprotector.

Un método para preparar una suspension de acuerdo con una cualquiera

de las reivindicaciones 10 a 13, el método que comprende las etapas de:

a) agregar nisina y agentes espesantes, separadamente o como una
composicién en polvo, a una solucién acuosa,

b)  mezclar para obtener una suspension, y

c) sies necesario, ajustar el pH de la suspensién de 2 a 12.

Una composiciéon el polvo para uso en un método de acuerdo con la

reivindicacion 14 que comprende nisina y agentes espesantes.

Uso de una suspensidén acuosa como se reivindica en una cualquiera de

las reivindicaciones 10 a 13 para la preparaciéon de un liquido de

tratamiento para el tratamiento de un alimento, alimentos o producto

agricola.

Uso de una composicion de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 4 a 9 o una suspension de acuerdo con una cualquiera de

l;_. / !
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las reivindicaciones 10 a 13 como un conservante en y/o sobre un

alimento, alimentos o producto agricola.

Un método para preservar un alimento, alimentos o producto agricola, en
donde una composicion de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 4 a 9 o una suspension de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 10 a 13 se aplica al alimento, alimentos o producto
agricola.

Un método para producir una composicion de nisina solida que comprende
la etapa de someter una composicion de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 4 a 9 a una etapa de secado, etapa de liofilizacion,
etapa de cristalizacion o etapa de precipitacion.

Un alimento, concentrado o producto agricola que comprende una
composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 9 o
una suspension de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10
a13.
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BIERMANN, Jan +31 15 2792151
DSM Intellectual Property Facsimile No.

Delft Office (600-0240) +31 15 2793957
P.O. Box 1

Agent’s registration No. with the Office

2600 MA DELFT
The Netherlands

g E-mail authorization: Marking this check-box authorizes the International |F-mailaddress
Preliminary Examining Authority to use the e-mail address indicated in this Box ta |

send, if the Authorily so wishes, advance copies of notifications in respect of this |p.delft@dsm.com

international application. (See also the Notes to Box No. I1)

D Address for correspondence: Mark this check-box where no agent or common representative is/has been appointed and the
space above is used instcad to indicate a speciat address to which correspondence should be sent.

Box No. IV BASIS FOR INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION

Statement concerning amendments: *
1. The applicant wishes the international preliminary examination to start on the basis of:
the international application as originally filed
the description as originally filed

as amended under Article 34

the claims as originally filed
as amended under Article 19 (together with any accompanying statement)

as amended under Article 34

the drawings as originally filed

as amended under Article 34

UK IO U

2. D The applicant wishes any amendment to the claims under Article 19 to be considered as reversed.

Where the TPEA wishes to start the international preliminary cxamination at the same time as the international search in
accordance with Rule 69.1(b). the applicant requests the IPEA to postpone the start of the international preliminary
examination until the expiration of the applicuble time limit under Rule 69.1(d).

4, D The applicant expressly wishes the international preliminary examination to start earlier than at the expiration of the
applicable time limit under Rule 544is.1(a).

Where no check-box is marked, international preliminary examination will start on the basis of the inlemational application
as originally filed or, where a copy of amendments to the claims under Article 19 and/or amendments of the international application
under Article 34 are received by the International Preliminary Examining Authority before it has begun to draw up a written opinion
or the international preliminary examination report, as so amended.

Language for the purposes of international preliminary examination: English ......................................
which is the language in which the international application was filed.

[:l which is the language of a translation furnished f{or the purposes of international search.

l:] which is the language of publication of the international application.

I:l which is the language of the translation (to be) furnished for the purposes of international preliminary examination.

Box No.V  ELECTION OF STATES

The filing of this demand constitutes the election of all Contracting States which arc designated and are bound by Chapter II of the

PCT.
Form PCT/IPEA/401 (second sheet) (July 2009) See Notes to the demand form




Sheet No. . 4

International application No.

PCT/EP2009/060413
BRox No. VI CHECK LIST
‘The demand is accompanied by the following elements, in the language referred to in For International Preliminary
Box No. TV, for the purposes of intemational preliminary examination: Fxamining Authority usc only
received not recefved

1. translation of international application sheets D l:l
2. amendments under Article 34 3 sheets O ]
3. copy (or, where required, translation) of

amendments under Article 19 sheets [:] |:|
4. copy (or, where required. translation) of

statement under Article 19 sheels D l:_l
5. letter 6 sheets O D
6. other (specify) sheets l:l D

The demand is also accompanied by the item(s) marked below:
1. fee caloulation sheet
2. [:] original separate power of attorney
3.[] original general power of attorney

4. copy of general power of attomey;
reference number, if any:

5.[] statement explaining lack of signature

6.[7] sequence listing in electronic form

7. D other (specify):

Box No. VII SIGNATURE OF APPLICANT, AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

Next 1o each signature, mdicate the name of the person signing and the capacity in which the person signs (if such capacity is not obvious from reading the demand).

BIERMANN, Jan
Delft, The Netherlands
11 May 2010

I. Date of actual receipt of DEMAND:

For International Preliminary Examining Authority usc only

2. Adjusted date of receipt of demand due
to CORRECTIONS under Rule 60.1(b):

3, [:! The date of receipt of the demand is AFTER the
expiration of 19 months from the priority date and
item 4 or 5, below, does not apply.

D The applicant has been informed accordingly.

4, D The date of reccipt of the demand is WITHIN the time
limit of 19 months from the priority date as extended
by virtuc of Rule 80.5.

5. D Although the date of receipt of the demand is after the
expiration of 19 months from the priority date, the
delay in arrival is EXCUSED pursuant to Rule 82.

6.[:]
7.D
« ]

The date of receipt of the demand is AFTER the
expiration of the time limit under Rule 54bis.1(a) and
item 7 or 8, below, does not apply.

The date of receipt of the demand is WITHIN the time
limit under Rule 544is.1(a) as extended by virtue of
Rule 80.5.

Although the date of receipt of the demand is after the
expiration of the time limit under Rule 545is.1(a), the
delay in arrival is EXCUSEID pursuant to Rule 82,

Demand received from IPCA on:

For [aternational Bureau use only

Form PCT/IPEA/401 (last sheet) (July 2009)

See Notes to the demand form
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NOTES TO THE DEMAND FORM (PCT/IPEA/401)

These Notes are intended to facilitate the {illing in of the demand form and to give some information concerning international
preliminary examination under Chapter [1 of the Patent Cooperation Treaty (PCT). For more detailed information, see the
PCT Applicant's Guide, a WIPO publication, which is available, together with other PCT related documents. at WIPO's websile:
www.wipo.int/pct/en/. The Notes are based on the requirements of the PCT, the Regulations and the Administrative Instructions
under the PCT. In case of any discrepancy between these Notes and those requirements, the latter are applicable.

Tn the demand form and these Notes, “Article™, “Rule” and “Section” refer to the provisions of the PCT. the PCT Regulations

and the Administrative Instructions, respectively.

The demand form shall be typed or printed; check-boxes may be marked by hand with dark ink (Rules 1 1.9(a) and (b)and 11.14).

The demand form and these Notes may be downloaded from WIPO’s website at the address given above,

IMPORTANT GENERAL INFORMATION

Who May File a Demand? (Article 31(2)(a) and Rule 54):
A demand (for international preliminary examination) may only
be filed by an applicant who is a national or resident of a PCT
Contracting Statc which is bound by Chapter II of the PCT;
furthermore, the international application must have been filed
with a recciving Office of, or acting for, a State bound by
Chapter 1. Where there are two or more applicants (for the
same or different elecled States) at least one of them must
qualify.

Where Must the Demand Be Filed? (Article 31(6)(a)):
The demand must be filed with a competent International
Preliminary Examining Authority (IPCA). The receiving Office
with which the international application was filed will. upon
request, give information about the competent IPEA (or see the
PCT Applicant’s Guide, Annex C). If several IPEAs are
competent, the applicant has the choice and the demand must be
filed with (and the fees must be patd to) the IPEA chosen by the
applicant. The IPEA chosen by the applicant may be identified,
preferably by an indication of the name or two-letter code of the
IPEA, at the top of the first sheet of the demand in the spacc
provided for that purpose.

When Must the Demand Be Filed? (Article 39(1) and
Rule 34bis.1): Aslong as certain designated Offices are still not
bound by the 30-month time limitunder Article 22 forentry into
the national phase, the demand — because it contains the
required clection of designated States ~ must be filed within
19 months from the priority date if the applicant wishes to
postpone entry into the national phase from 20 10 30 months
from the priority date inrespect of those designated Offices. For
updated information about those Offices, see the PCT Applicant's
Guide, National Chapters, Summarics, available on the WIPO
website at the address indicated above. It is recalled that the
time limit of 30 months from the priority date appliestoall other
designated Offices regardless of whether or not a demand is
filed.

If the applicant wishes to file a demand, but not because of
the rcason explained above, the applicable time limit for filing
such demand 1s three months from the date of transmittal of the
international search report or of the declaration referred to in
Article 17(2)(a), and the writtcn opinion established by the
International Searching Authority or 22 months frorm the priority
date, whichcver expires later (see Rule 54bis.1(a)).

Any demand made after the expiration of the applicable

time limit will be considered as if it had not been submitted and
the IPEA shall so declare.

Notes to the demand form (PCT/APEA/401) (page 1) (July 2009)

In Which Language Must the Demand Be Filed?
(Rule 55.1): The demand must be filed in the language in which
international preliminary cxamination will be carried out (see
Notes to Box No. IV).

What is the Language of Correspondence? (Rules 66.9
and 92.2 and Section 104): Any letter from the applicant to the
IPEA must be in the same language as the international
applicationto whichitrelates. However, where the international
preliminary examination will be carricd out on the basis of a
translation (see Notes to Box No. V). any letter from the
applicant to the IPEA must be in the language of the translation.
The IPEA may authorize the use of other languages for letters
which do not contain orrelate to amendments ofthe international
application. Any letter from the applicant o the International
Bureau must be in English or French, at the choicc of the
applicant. However, if the language of the international
application is English, the letter must be in English; if the
language of the international application is French, the letter
must be in French.

BOX No. I

Applicant’s or Agent’s Fiie Reference: A filc reference
may be indicated, if desired. It should notexceed 12 characters.
Characters in excess of 12 may be disregarded (Section 109).

Identification of the International Application
(Rule 53.6): The international application number must be
indicated in Box No. [ Where the demand is filed at a time
when the international application number has not yet been
notified by the receiving Office, the name of that Office must
be indicated instcad of the international application number.

International Filing Date and (Earliest) Priority Date
(Section 110): Dates must be indicated by the Arabic number
of the day, the name ofthe month and the Arabic number of'the
year — inthatorder; after, below or above such indication, the
date should be repeated in parentheses, using two-digit Arabic
numnerals each for the number of the day and for the number of
the month followed by the number of the year in four digits, in
that order, and separated by periods. slants or hyphens, for
example, “20 March 2008 (20.03.2008), =20 March 2008
(20/03/2008)” or *“20 March 2008 (20-03-2008)". Where the
international application claims the priority of several carlicr
applications, the filing date of the carliest application whose
priocity is claimed must be indicated as the priority date.
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Title of the Invention: If a new title has been established
by the International Searching Authority, that titlc must be
indicated in Box No. I.

BOX No. IT

Applicant(s) (Rule 53.4): All the applicants for the clected
States must be indicated in the demand. It should be noted that
the persons named as “inventor only”™ in the request need not be
named in the demand.

Make in Box No. 11 of the demand the required indications
as appearing in Boxes Nos. T and 11 of the request. The Notes
to the request apply mutatis mutandis. 1f there are two or more
applicants for the States elected in the demand. give the required
indications for each of them; if there are more than three
applicants, make the required indications on the “Continuation
Sheet™.

If different applicants were indicated in the request for
different designated States, there is no need o again indicate in
the demand the States for which a person is applicant. because
thosc indications have been made in the request.

Applicant’s registration number with the Office
(Rule 53.4): Where the applicant is registered with the national
or regional Officc that is acting as Intermational Preliminary
Examining Authority, the demand may indicate the number or
other indication under which the applicant is so registered.

An E-mail address should be indicated for the person
named in Box No. Il in order to allow rapid communication with
the applicant (scc Rule 4.4(c)). Any telephone or facsimile
number should include the applicable country and area codes. A
single e-mail address only should be indicated.

Unless the associated check-box is marked, any e-mail
address supplicd will be used only for the types of communication
which might be made by telephone. If the associated check-box
is marked, the International Preliminary Examining Authority
may, if it wishes to do so, send advance copics of notifications
in respect of the international application 1o the applicant. thus
avoiding processing or postal delays. Any such e-mail
notifications will always be followed by the official notificalion
on paper. Only that paper copy of the notification is considered
the legal copy and only the date of mailing ofthat paper copy will
commence any time limit within the meaning of Rule 80.

Note that it is the applicant’s responsibility to keep any
e-mail address details up-to-date and to cnsurc that incoming
¢-mails arc not blocked, for any reason, on the recipient’s side.
Changes 1o the e-mail address indicated should be requested to
be recorded. preferably dircetly at the International Bureau,
under Rule 92bis. Where the e-mail authorization is given both
in respect of the applicant and in respect of an agent or common
representative, the International Preliminary Examining
Authority will send e-mail communications only to the appointed
agent or common representative.

BOX No. 111

Agent or Common Representative (Rules 53.5. 90.1
and 90.2); Mark the applicable check-boxes to indicate first
whether the person named in this Box is agent or common
representative, then whether that person has been appointed
earlier (i.e., during the procedure under Chapter 1), or is
appointed in the demand and any earlicr appointment of another
person is revoked, or is appointed specifically for the procedure
before the IPEA (without revocation ofany earlierappointment),
in addition to the person(s) appointed carlier.

Notes to the demand form (PCT/IPEA/M40]) (page 2) (July 2009)

Where an additional person is appointed specifically for the
procedurc before the IPEA, all notifications issued by the IPEA
will be addressed only to that additional person.

A separate power of attorney must be filed with the IPEA,
the International Bureau or the receiving Office, if the person
appointed at the time the demand is filed (i.c.. was notappointed
earlier) signs the demand on behalf of the applicant (Rule 90.4).
However, the receiving Office, the International Bureau or the

IPEA may waive the requircment that a separate powcr of

attorney be filed. For details, see the PCT Applicant's Guide,
Annex B2(IB), Annex C and Annex E.

Agent’s registration number with the Office (Rule 53.5):
Where the agent is registered with the national or regional Office
that is acting as International Preliminary Examining Authority,
the demand may indicate the number or other indication under
which the agent is so registered.

E-mail address (scc Notes to Box. No. IT).

Address for Correspondence (Rule 4.4(d) and
Section 108): Where anagentis appointed, any correspondence
intended for the applicant will be sent to the address indicated
for that agent (or for the first-mentioned agent, if more than one
isappointed). Where one of two or more applicants is appointed
ascommon representative, the address indicated for thatapplicant
in Box No. 111 will be used.

Where no agent or common representative is appointed, any
correspondence will be sent to the address, indicated in Box
No. 11, ofthe applicant (if only one person is named as applicant)
orofthe applicant who is considered to be commonrepresentative
(ifthere are two or more persons named as applicants). However,
if the applicant wishes correspondence to be sent to a different
address in such a case, that address may be indicated in Box
No. HlI instead of the designation of an agent or common
representative. Inthis case, and only in this case, the last check-
box of Box No. TII must be marked (that is, the last check-box
must not be marked if either of the check-boxes “agent™ or
“common representative™ in Box No. [II has been marked).

BOX No. IV

Statement Concerning Amendments (Rules 53.2(a)}(v),
53.9, 62, 66.1 and 69.1): The international preliminary
examination will start on the basis of the international application
as filed or, if amendments have been filed, as amended. Mark
the appropriate check-box(es) to enable the IPEA to dctermine
when and on what basis it can start international preliminary
examination.

Mark the corresponding check-box(es) under No. ¥ where
the international preliminary examination should start on the
basis of the international application as originally filed or
where amendments are to be taken into account, as the casc
may be. Where amendments arc to be taken into account, the
applicant must submit with the demand a copy of amendments
to the claims under Article 19 (Rule 53.9(a)(i)) and/or the
amendments of the international application under Article 34
(Rule 53.9(c)), as the case may be. If a check-box is marked
but the demand is not accompanied by the documents referred
to, the start of international preliminary examination will be
delayed until the IPEA receives them.

Mark check-box No. 2 if amendments of the ¢claims under
Article 19 have been filed with the International Burcau during
the Chapter 1 procedure, but the applicant wishes those
amendments 10 be considered reversed by an amendment under
Article 34 (Rule 53.9(a)(ii)).
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Mark check-box No. 3 where the applicant wants to keep
the option for the filing of amendments of the claims under
Article 19 open and where the IPEA wishes to slart the
international preliminary examination at the same time as the
international search in accordance with Rule 69.1(b). The
applicant may request the IPEA to postpone the start of
international preliminary examination until the expiration of the
applicable time limit (Rules 46.1, 53.9(b) and 69.1(d)).

Mark check-box No. 4 if the applicant wishes that the
international preliminary examination start earlicr than at the
expiration of the applicable time limit under Rule 54bis.1(a).

Where the ISA and IPEA arc not the same Authority,
examination will not commence until the IPEA is in posscssion
of the international search report, or a notice of the declaration
under Article 17(2)(a) and the written opinion established by the
ISA.

The applicable time limit under Rule 54his.1(a) is thrce
months from the date of (ransmittal of the international search
report or of the declaration referred to in Article 17(2)(a), and
the written opinion established by the International Searching
Authority, or 22 months from the priority date, whichever
expires later. :

If no check-box is marked, refer 1o the footnote at the
bottom of the Box.

Language for the Purposes of International Preliminary
Examination (Rule 55.2): Where neither the language in which
the international application is filed nor the language in which
the international application is published is accepted by the
IPEA that is to carry out the international preliminary
examination, the applicant must furnish with the demand a
translation of the international application into a language
which is both a language accepted by that Authority and a
language of publication,

Where such translation has already been furnished to the
International Searching Authority for the purposes of carrying
out international search and the IPEA is part of the same Office
or intergovernmental organization as the International Searching
Authority, the applicant need not furnish another translation, In
such a case the intcrnational preliminary examination is carried
outon the basis of the translation furnished for the purposes of
inlernational search.

The language tor the purposes of international preliminary
examination should be indicated in Box No. IV, on the dotted
line, and the corresponding check-box should be marked.

Language of Amendments (Rules 55.3 and 66.9):
Amendments and letters relating thereto must be in the same

Notes to the demand form (PCT/APEA/401) (page 3) (July 2009)

language as that in which the international preliminary
examination is carried out, as explained in the preceding
paragraphs.

Time Limit for Furnishing Translation of the
International Application (Rule 55.2): Any rcquired
translation of the international application should be furnished
{(by the applicant) together with the demand. If it is not so
furnished, the IPEA will invite the applicant to furnish it
within a time limit which shall not be less than one month from
the date of the invitation. That time limit may be extended by
the IPEA.

BOX No. V

Election of States (Rule 33.7): The making of a demand
shall constitute the election of all States which have been
designated and which are bound by Chapter 11 of the PCT.

BOX No. VI

Check List: Tt is recommended that this Box be filled in
carefully in order for the IPEA 1o determine as soon as possible
whether it is in possession of the documents on the basis of
which the applicant wishes international precliminary
examination 1o start.

Where the international application contains disclosure of
one or more nucleotide and/or amino acid sequences, and a
copy of the sequence listing in electronic form complying with
the standard provided for in Annex C of the Administrative
Instructions is required by the IPEA, the applicant may furnish
the listing in electronic form to the [PEA with the demand.
If this is the case, check-box No. 6 must be marked.

BOX No. VII

Signature (Rules 53.8, 60.1(a-ter). 90.3(a) and 90.4(a)
and (d): The demand must be signed by the applicant or by his
agent; if there arc several applicants, the demand must be
signed by all of them, or by the common agent or the common
representative of all of them. However, if the signaturc(s) of
one or more applicants is missing, the IPCA will not invite the
applicants to furnish the missing signaturc(s) provided that at
least one of the applicants has signed the demand.

Important: Should a notice of withdrawal be filed at any
time during the international phase, that notice will have to
be signed by the applicant or, if there are two or more
applicant’s by all of them (Rule 90bis.5(a)), or by an agentor
a common representative whose appeointment has been
effected by each applicant signing, at his choice, the request,
the demand or a separate power of attorney (Rule 90.4(a)).



PCT

CHAPTER 11

FEE CALCULATION SHEET

Annex to the Demand

Eor International Preliminary Tixamining Authority use only
) g ) Y -

DSM IP Assets B.V. et al

International

application No. PCT/EP2009/060413

Applicant’s or agent’s Date stz 1PEA
i e ference 26952-WO-PCT Date stamp of the I
Applicant

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES

1. Preliminary examination fee .o

2. Handling fee (dpplicans from certain States are
entitled to a reduction of 90% of the handling fee.
Where the applicant is (or all applicants are) so
entitled, the amount to be entered at H is 10% of the

1760,00( P |

X Authorization to charge the total fees indicated above.

E (This check-box may be marked only if the conditions for
current accounts of the IPEA so permir) Authorization
1o charge any deficiency or credit any overpayment in
the total fees indicated above.

RANALING JE8.) .......ooivovrvirsiees e 132,00 1
3. Total of prescribed fees
Add the amounts entered at P and H
and enter total in the TOTAL box ..o 1892,00
TOTAL
MODFE. OF PAYMENT
(Not all modes of payment mav be available at all IPEAs)
@ authorization to charge current |:| credit card (details should be furnished
account with the IPEA (see below) separately and not included on this sheet)
I:l cheque El revenuc stamps
l:l postal money order I:! cash
D bank transfer D other (specif):
AUTHORIZATION TO CHARGE (OR CREDIT) CURRENT ACCOUNT
(This mode of payment may not be available i all IPEAs)
IPEA/ _EP

Currrent Account No.: 2809 0052
pate: _11 May 2010
Name: BIERMANN, Jan

Signature:

Form PCT/IPEA/401 (Annex) (July 2009)

See Notes to the fee calculation sheet



NOTES TO THE FEE CALCULATION SHEET
(ANNEX TO FORM PCT/IPEA/401)

The purpose of the fee calculation sheet is to help the applicant to identify the prescribed fecs and 1o calculatc the amounts to
be paid. It is strongly recommended that the applicant complete. by entering the appropriate amounts in the boxes provided, and
submit the fee caleulation sheet at the time of filing of the demand. This will help the International Preliminary Iixamining Authority

(IPEA) to verify the calculations and to identify any error in them,

CALCULATION OF PRESCRIBED FEES

Two fees must be paid for international preliminary
examination:

(i) the preliminary examination fee for the benefit of the
IPEA (Rule 58.1);

(ii) the handling fee for the benefit of the International
Burcau (Rule 57).

Both fees must be paid to the IPEA within one month from
the date on which the demand is submitted or 22 months from
the priority date, whichever expires later. The amount payable
is the amount applicable on the date of payment (Rules 57.3
and 58.1(b). The fces must be paid in a currency acceptable to
the IPEA.

Information about the amount of those fees or about
cquivalent amounts in other currencies can be obtained from
the IPEA or the receiving Office. This information is also
published in the PCT Applicant’s Guide, Ammex E, and from
time to time in Official Notices (PCT Gazette).

Box P: The amount of the preliminary cxamination fee
must be entered in Box P.

Box H: The amount of the handling fee must be entered in
Box H.

Reduction of the Handling Fee for Applicants from
Certain States: An applicant who is a natural person and whe
is a nationat of and residcs in a State whose per capita national
income is below 3,000 US dollars (according to the average per
capita national income figures used by the United Nations for
determining its scale of assessments for the contributions
payable for the years 1995, 1996 and 1997), or who is a national
of and resides in onc of the following States: Antigua and
Barbuda, Bahrain, Barbados, the Libyan Arab Jamahiriya,
Oman, the Seychelles, Singapore, Trinidad and Tobago and the
United Arab Emirates; or an applicant, whether a natural person
or not, who is a national of and resides in a State that is classed
as a least developed country by the United Nations, is entitled,
in accordance with the Schedule of Fees, to a reduction of 90%
of certain PCT fees including the bandling fee. If there arc
several applicants, each must satisfy the above-mentioned
criteria, The reduction of the handling fee will be automatically
available to any applicant (or applicants) who is (or are) so
entitled on the basis of the indications of name, nationalitv and
residence given in Box No. Il of the demand.

The fee reduction will be available even if one or more of
the applicants are not from PCT Contracting States, provided
that each of them is a national and resident ot a State that meets
the above-mentioned requirements and that at least onc of the
applicants is a national or resident of a PCT Contracting State
and thus is entitled to file an international application.

Information about PCT Contracting States whose nationals
and residents are entitled to a reduction of 90% of certain PCT
fees, including the handling fee, is contained in the PCT
Applicant’s Guide, Annex C and on the WIPQ website (sce
www.wipo.int/pet/en/), and is also published and regularly
updated in the Official Notices (PCT Gazette) and the PCT
Newsletter.

Calculation of the Handling Fee in Case of Fee
Reduction: Where the applicant is (or all applicants are)
entitled to a reduction of the handling fee, the total to be entered
at Box H is 10% of the handling fee.

Total Box: The total of the amounts inserted in Boxes P
and H is the amount which must be paid to the IPEA.

MODE OF PAYMENT

In order to help the IPEA identify the mode of payment of
the prescribed fees, it is recommended to mark the applicable
check-box(cs).

AUTHORIZATION TO CHARGE
(OR CREDIT) CURRENT ACCOUNT

The applicant should ¢heck whether the IPEA allows the
use of current accounts for payment of PCT fees. In addition,
it is recommended that the applicant check what are the specific
conditions applicable to the use of current accounts with the
IPEA since not alt IPEAs provide the same services.

Finally. if the IPEA is not the same national Office or
intergovernmental organization as that with which the
international application was filed, the current account with the
receiving Office cannot be charged for the purpose of paying
the preliminary examination and handling fees due to the
IPEA.

The IPEA will not charge fees to current accounts unless the
current account authorization is signed and indicates the
current account number.

Notes to the fee calculation sheet (Annex 1o Form PCT/AIPEA/401) (July 2009)

.



' A_éblicant's or agent's file reference

| 26952-WO-PCT

PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT ON PATENTABILITY
(Chapter Il of the Patent Cooperation Treaty)

(PCT Article 36 and Rule 70)

FOR FURTHER ACTION See Form PCTAPEA#416

International application No. International filing daté-_fdayhénrh/year) Priority date {daynonthiyear)
PCTEP2009/060413 12.08.2009 12.08.2008

International Patent Classification (IPC) or national ctassification and IPG

INV. A23L3/3463

Applicant
DSM IP Assets B.V.

1. This report is the international preliminary examination report, established by this International Preliminary Examining

Authority under Article 35 and transmitted to the applicant according to Article 36.
2. This REPORT consists of a total of 10 sheets, including this cover sheet.

1 3. This reportis also accompanied by ANNEXES, comprising:

a. sent to the applicant and to the international Bureau) a total of 3 sheets, as follows: |

& sheets of the description, claims and/or drawings which have been amended and are the basis of this report |
and/or sheets containing rectifications authorized by this Authority (see Rule 70.16 and Section 607 of the I
Administrative Instructions). .

[0 sheets which supersede earlisr sheets, but which this Authority considers contain an amendment that goes ;
peyond the disclosure in the international application as filed, as indicated in item 4 of Box No. | and the
Supplemental Box.

b. O (sent to the International Bureau only) a total of (indicate type and number of electronic carrier(s)) , containing a
sequence listing, in electranic form only, as indicated in the Supplemental Box Relating 1o Sequence Listing (see
paragraph 3&is of Annex C of the Administrative instructions).

4. This report contains indications relating to the following items:
Box No. | Basis of the report
Box No. lI Priority
Box Na. Il Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability

Date of submission of the demand
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Box Na. IV Lack of unity of invention

Box No. V Reasoned statement under Article 35(2) with regard to noveity, inventive step or industrial
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Box No. VI Certain documents cited
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCTEP2009/060413

Box No.l Basis of the report

5.

6.

. With regard to the language, this report is based on

& the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language
of a translation furnished for the purposes of:

O international search (under Rules 12.3(a) and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12 4(a))
O international preliminary examination (under Rules 55.2(a) and/or 55.3(a))

With regard to the elements" of the international application, this report is based on (repfacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as “originally filed" and are not annexed to this report).

Description, Pages
1-23 as originally filed

Claims, Numbers
1-18 filed with telefax on 11-05-2010

O asequence listing - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing,

B The amendments have resulted in the cancellation of:

[ the description, pages

™ the claims, Nos. 1-20

J the drawings, sheetsfigs

[J the sequence listing (specify):

[0 any table(s) related to sequence listing (specify):

. O This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below

had not been made. since either they are considered to go beyond the disclosure as filed, or they were not
accompanied by a letter indicating the basis for the amendments in the application as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rules 70.2(c) and (c-bis)):

[ the description, pages

(I the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

[J the sequence listing (specify):

[ This opinion has been established taking into account the rectification of an obvious mistake authorized
by or notified to this Authority under Rule 91 (Rule 70.2 {e)).

O Supplementary international search report(s) from Authority(ies) have been received and taken into
account in drawing up this report (Rule 45bis.B(b) and (c)).

&,
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
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Box No. IV Lack of unity of invention

1.

2.

[0 In response 1o the invitation to restrict or pay additional fees, the applicant has, within the applicable time
limit:

1 restricted the claims.

[0 paid additional fees.

O paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee.

O paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid.
[J neither restricted the claims nor paid additional fees.

O This Authority found that the requirement of unity of invention is nat complied with and chose, according to
Rule 68.1, not to invite the applicant to restrict or pay additional fees.

This Authority considers that the requirement of unity of invention in accordance with Rules 13.1, 13.2and 13.3
is:

O complied with.
B not complied with for the following reasons:

see separate sheet

. Consequently, this report has been established in respect of the following parts of the international application:

& all parts.

Tl  the parts relating to ¢laims Nos. .

Box No.V  Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

. Statement
Novelty (N} Yes: Claims 1-8, 17
No: Claims 9,11,12 14-16, 18
Inventive step (15) Yes: Claims 1-8. 17
No: Claims 9-16, 18
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-18

No: Claims

Citations and explanations (Rule 70.7):

see separate sheet
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Box No. VIl Certain defects in the international application

The following defects in the form or contents of the international application have been noted:

see separate sheet

Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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Re item IV

Lack of unity of invention

This International Preliminary Examination Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims 1-8, 15 (partially), 16 (partially), 17, 18 (partially)

A method for preparing a liquid nisin composition, comprising the steps of:

a) Mixing powder nisin with an aqueous solution to prepare a first liquid nisin
containing composition having a pH of 3.5 to 12 and a final inorganic salt
concentration of 1.5 M or below,

b) isolating solid compounds from the prepared first liquid nisin containing composition
by centrifugation, filtration, or any combination thereof,

¢) contacting the isolated solid compounds with a solution having a pH of 1 to 3 to
prepare a second liquid nisin composition,

a composition obtainable by said method and its use as a preservative in and/or on a
food, feed or agricultural product,

a method of applying it to food, feed or agricultural product, a method for producing a
solid nisin composition comprising the step of subjecting the composition to a drying
step, lyophilisation step, crystallisation step or precipitation step, and a food, feed or
agricultural product comprising said composition.

2. Claims 9-14, 15 (partially), 16 (partially), 18 (partially)

An aqueous suspension of nisin having a pH of 2 to 12 and comprising 0.2 to 5% (w/
w) xanthan gum, a method of preparing said suspension, comprising the steps of

a) adding nisin and xanthan gum, either separately or as a powder composition, to an
aqueous solution,

b) mixing to obtain a suspension comprising 0.2 to 5% (w/w) xanthan gum,

a powder composition for use in said method comprising nisin and xanthan gum,

Form PCT/Separate Shaat/409 (Sheet 1) (EPO-April 2008)
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the use of said suspension for preparation of a treatment liquid for treatment of food,
feed or agricultural product or as a preservative in and/ or on a food, teed or
agricultural product,

a method for preserving a food, feed or agricultural product, wherein the suspension is
applied to the food, feed or agricultural product, and

a food, feed or agricultural product comprising said suspension.

The common feature linking these two inventions is an aqueous suspension of nisin
having an acidic pH. It appears that the pH of the resulting composition according to
the method of claim 1, and the composition of claim 3 have both an acidic pH (pH 1-3,
or 1.5-5, respectively) and that the suspension of claim 9 has a pH of 2-12, which
includes an acidic pH of 2-5).

These features are not novel, as illustrated by D1. This document discloses (cf. page
490, left col., par. 3 to right col., I. 11; table 4) the preparation of pure nisin wherein a
nisin powder is suspended in 700 mL of distilled water, 3 mL of conc. HCI is added to
obtain a brown liquid, the pH is adjusted to 1.8, 28 g NaCl (0.48 M) are dissolved and
the resulting precipitate is filtered off and discarded. The resulting solution is salted
out with 29 g NaCl (0,50 M) whereby first a suspension resulting from equilibrium not
being established is obtained. Further, the resulting precipitate is stirred for about 30
min in its mother liquor, which represents also an acidic suspension. There is hence
no single general inventive concept in the sense of Rule 13 (1) PCT linking the two
groups of inventions.

Also considering the special technical features approach (Rule 13 (2) PCT) and the
problem to be solved by both inventions, one comes to the conclusion that the
requirements of unity of invention are not met:

Invention 1 seeks to solve the problem of providing a liquid nisin compaosition having a
much higher activity against micro- organisms (cf. page 2, I. 19-24). To solve this
problem, a liquid nisin composition is obtained by the purification method of claim 1.
The special technical feature of the first invention is the purification of a nisin powder
by mixing it with an aqueous solution, isolating the resulting precipitate and dissolving
said precipitate in an acidic solution to obtain a purified liquid nisin composition without
impurities having a much higher activity (cf. page 10, . 1-15 of the description).

Form PCTiSeparate Sheet/409 (Sheet 2) (EPO-April 2005)
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The second invention is directed to a stable aqueous suspension of nisin (cf. example
9) having improved physical stability. The special technical feature of the second
invention is therefore the addition of 0.2 to 5% (w/w) xanthan gum to an aqueous
suspension of nisin.

There is no technical relationship among these inventions, involving the same or
corresponding technical features, as the purification method of claim 1 does not
improve the physical stability of an aqueous suspension of nisin, but rather its
antimicrobial activity. On the other hand, the addition of xanthan gum does not
increase the antimicrobial activity per se, but rather avoids sedimentation of nisin
suspensions at a pH of 2 or 5 (cf. example 9) which could cause precipitation of a
purified liquid nisin compasition (according to claim 1), if it is not further stabilised by
addition of xanthan gum (according to claim 9).

The requirements of Rule 13 (2) PCT are hence not fuifilled.

Re ltem V

Reasoned statement with regard to novelty, inventive step or industrial
applicability; citations and explanations supporting such statement

1. |nvention 1

1.1 Document D1 is regarded as being the prior art closest to the subject-matter of
claim 1 as it is directed to the same purpose of obtaining highly active preparations of
nisin (cf. p. 486, left-hand column, first par.). D1 discloses (cf. page 490, left col., par.
3 to right col., I. 11; table 4) the preparation of pure nisin wherein a nisin powder is
suspended in 700 mL of distilled water, 3 mL of conc, HCI is added to obtain a brown
liquid, the pH is adjusted to 1.8, 28 g NaCl (0.48 M) are dissolved and the resulting
precipitate is filtered off and discarded. The resuiting solution is salted out with 29 g
NaCl (0,50 M) to obtain a precipitate, which is further filtered off and resuspended in
enough distilled water to dissolve slowly. The solution is salted-out and consolidated
and the precipitate is dissolved by addition of ethanol and warming to give a clear
brown solution, whereby the starting pH of 3.5 is adjusted to a pH of 4.21. However,

Farm PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 3) (EPO-April 2005)
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the pH of the starting solution (1.8) differs from the pH of 3.5 to 12 of step a) and the
starting pH of 3.5 differs from the pH of 1-3 of the solution in step c), which renders the
subject-matter of claim 1 and of dependent claim 2 novel over D1.

Moreover, it seems that the nisin composition according to claim 3 obtained by the
method of claim 1 is distinguished from the compositions of D1, because the
measured MIC values according to table 1 of the present application are significantly
lower for compositions C-E (prepared by dissolving nisin powder in a solution having a
pH of 7) than for composition G (obtained by dissolving nisin powder at pH 2-3) as
brought forward by the applicant.

Thus, the subject-matter of claims 1-8 is novel in the sense of Article 33(2) PCT, and
therefore the criteria of Article 33(1) PCT are met.

1.2 Both distinguishing features seem to cause the technical effect, that the obtained
liquid nisin composition shows a higher activity against micro-organisms and thus can
be applied in a lower dose and causes less side effects than the nisin composition
according to D1.

The problem to be solved by the present application in view of D1 is regarded as the
provision of a method for producing a nisin composition that can be administered in a
lower dose and causes less side effects.

This problem is solved by employing the pH conditions of claim 1. As neither D1, nor
D2-D4 suggest to dissolve nisin at a pH of 3.5 - 12 according to step a) and to contact
the isolated solid compounds with a solution having a pH of 1-3 according to step ¢),
the person skilled in the art gets no motivation to develop the method of claim 1 in
order to arrive at the composition of claim 3. The same applies for dependent claims 2,
4-8, and 17.

Consequently, the subject-matter of claims 1-8 and 17 of the present application is
considered as involving an inventive step (Article 33(3) PCT), and therefore the criteria
of Article 33(1) PCT are met.

The same holds true for the alternatives of claims 15, 16, and 18 referring to claims
3-8.

Form PCT/Separate Sheet/409 (Sheet 4) (EPQ-April 2005)
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2. Invention 2

2.1 D3 discloses (cf. example 4) an anti- microbial composition comprising 0.5 g
Delvoplus (comprising 2,5% nisin, see p. 13, I. 13-15) wherein the Delvoplus is mixed
with NaCl and tapwater. Further, 0.2% xanthan is added and the pH is adjusted to 4.5
with citric acid. The resulting suspension is used as a food coating to prevent
microbial growth on cheese.

Concerning the addition of 0.2% xanthan, the applicant submitted that it is not
disclosed whether the percentage is % (w/w), % (v/v), or %(w/v). The attention of the
applicant is drawn to the fact that the other ingredients are added exclusively in solid
form to tapwater (1 gram of Delvocid, 0.5 gram of Delvoplus and 100 gram NaCl).
Further, the whole document discloses merely percentages by weight. Thus, the
disclosure of 0.2% xanthan implies unambiguously 0.2% (w/v) and the person skilled
in the art would readily interpret the percentage as % (w/v} with a mind willing to
understand the disclosure of D3.

Thus, the subject-matter of claims 9, 11-12, 14-16 and 18 is not new in the sense of
Article 33(2) PCT in view of D3.

2.2 Moreover, the subject-matter of claim 10 is considered as being obvious in view
of a combination of D3 and D5 (disclosing a tablet comprising 500 mg nisin, see
example 3) or D6 (disclosing mayonnaise spreads comprising differing levels of nisin-
containing whey, see tables 2-5). In addition, the formulation example of D5 renders
the subject-matter of claim 13 obvious (cf. example 3).

Thus, the subject- matter of dependent claims 10 and 13 cannot be considered as
involving an inventive step (Article 33(3) PCT), and therefore the criteria of Article 33
(1) PCT are not met.

Re Iltem VI

Certain defects in the international application

It is strongly recommended to amend the incorrect citation on page 2, |. 21, of the
description to cite "US 4,584,199".

Form PCT:Separate Sheet/409 (Sheet 5) (EPO-April 2005)
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Re Item Vil
Certain observations on the international application

Claim 2 attempts to define the subject - matter in terms of the result to be achieved as
far as the feature of "adjusting the pH" is concerned. Such a definition is only
allowable under the conditions elaborated in the PCT- Guidelines 1l 5.35. In this
instance, however, such a formulation is not allowable because it appears possible to
define the subject matter in more concrete terms, viz. in terms of how the effect is to
be achieved (e. ¢. by adding a pH value of the description, p. 3, 1. 19-21).

Form PCT/Separate Sheet/408 (Shaet 8) (EPO-April 2005)
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CLAIMS

. A method for preparing a liquid nisin composition, comprising the steps of:

a) Mixing pewder nisin with an aqueous solution to prepare a first liquid nisin
containing composition having a pH of 3.5 to 12 and a final inorganic sait

concentration of 1.5 M or below,

b) isolating solid compounds from the prepared first liquid nisin containing -

composition by centrifugatian, filtratlon or any combination thereof,

c) contacting the isolated solid compounds with a solution having a pH of 1 10 3 to
prepare a second liquid nisin composition, and optionally

d) removing solid compounds from the second liquid nisin compasitior.

. The method according to claim 1, further comprising the step of;

e} adjusting the pH of the second liquid nisin cemposition to a desired value.

. Aliquid nisin composition obtainable by the method according to claim 1 or 2.

. The composition according to claim 3 having a minimum inhibitory concentration

(MIC) of 0.001 pg/mi or less against Micrococous luteus B212.

. The composition according to claim 3 or 4 having a pH of 1.5to 5.

The compositicn according to any one of the claims 3 ta 5, wherein the compaosition

comprises a salt to nisin ratio of 100:1 to 1:100.

. The composition according to any one of the claims 3 to 8 having a turbidity of 0 to

100 FNLUL

The composition according to any one of the claims 3 to 7, further comprising at least
one compound selected from the group consisting of an addifional antimicrobial
compound, a surfactant, a pH adjusting agent, a eryoprotectant, an anti-foaming

" agent and a thickening agent,

ANACNINCHD CLICCT
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9. An agueous suspension of nisin having a pH of 2 to 12 and comprising 0.2 to 5%

_ (wiw) xanthan gum.

10.

11.

12.

13,

14,

15,

16.

17.

The suspension according to claim 9, camprising 0.01 to 5% (w/w) nisin.

The suspension according to claim @ or 10, further comprising at least one
compound selected from the group consisting of  an additional antimicrabial
compound, a surfactant, a pH adjusting agent, an anti-foaming agent and a

cryoprotectant.

A method of preparing a suspension according to any one of the claims 9 to 11, the

method comprising the steps of:
a) adding nisin and xanthan gum, either separately or as a powder composition, to

an agueous solution,
b) mixing to obtain a suspension comprising 0.2 to 5% (w/w) xanthan gum, and
¢) if necessary, adjusting the pH of the suspension {o 2 fo 12.

A powder composition for use in a method according to claim 12 comprising nisin

and xanthan gum.

Use of an aqueous suspension as claimed in any one of the claims 9 to 11 for
preparation of a treatment liquid for treatment of a food, feed or agricultural praduct.

Use of a composition according to any one of the claims 3 to 8 or a suspension
according to any one of the claims 9 to 11 as a presarvative in and/or on a food, feed
or agricuttural product.

A method for preserving a food, feed or agricultural product, wherein a composition
according to any one of the claims 3 to 8 or a suspension according to any one of the
claims 8 to 11 is applied to the foed, feed or agricultural product.

A method for producing a solid nisin composition comprising the step of subjecting a

composition according to any one of the claims 3 to 8 to a drying step, lyophilisation
step, crystallisation step or precipitation step.
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REIVINDICACIONES

Un método para preparar una composicion de nisina liquida, que

comprende las etapas de:

a) Mezclar la nisina en polvo con una solucidon acuosa para preparar
una primera composicion de nisina liquida que tiene un pH de 3.5 a
12 y un concentracion de sal inorganica final de 1.5 M o0 menos,

b) aislar los compuestos soélidos de la primera composicidn preparada
que contiene nisina liquida por centrifugacién, filtraciéon o cualquier
combinacion de ias mismas,

c) poner en contacto los compuestos sélidos aislados con una solucion
que tiene un pH de 1 a 3 para preparar una segunda composicion de
nisina liquida, y opcionalmente

d) eliminar los compuestos soélidos de la segunda composicion de nisina
liquida.

El método de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende

adicionalmente |a etapa de:

e) ajustar el pH de la segunda composicién de nisina liquida a un valor
deseado.

Una composicion de nisina liquida que se puede obtener mediante el

metodo de acuerdo con la reivindicacion 1 0 2.

Composicibn de acuerdo con la reivindicacion 3 que tiene una

concentracién inhibidora minima (MIC) de 0.001 pg/ml o menos contra

Micrococcus luteus B212.

Composicién de acuerdo con la reivindicacion 3 o 4 que tiene un pH de 1.5

ab.

La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a

5, en donde composicion comprende una relacion de sal a nisina de 100:1

hasta a 1:100.

La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a

6 que tiene una turbidez de 0 a 100 FNU.

l.a composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3 a

7, que comprende adicionalmente por lo menos un compuesto

seleccionado del grupo que consiste de un compuesto antimicrobiano

adicional, un tensoactivo, un agente que ajusta el pH, un crioprotector, un
agente antiespumante y un agente espesante.

Una suspensién acuosa de nisina que tiene un pH de 2 a 12 y comprende

de 0.2 a 5% (p/p) de goma de xantano.

ENMIENDAS



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

La suspensidén de acuerdo con la reivindicacion 9, que comprende 0.01 a

5% (p/p) de nisina.

La suspensién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 o

10, que comprende adicionalmente por lo menos un compuesto

seleccionado del grupo que consiste de un compuesto antimicrobiano

adicional, un tensoactivo, un agente que ajusta el pH, un agente

antiespumante y un crioprotector.

Un meétodo para preparar una suspension de acuerdo con una cualquiera

de las reivindicaciones 9 a 11, comprendiendo el método las etapas de:

a) agregar nisina y goma de xantno, bien separadamente 0 como una
composicion en polvo, a una solucién acuosa,

b) mezclar para obtener una suspensién que comprende de 0.2 a 5%
(p/p) de goma de xantano, y

C) si es necesario, ajustar el pH de la suspensién de 2 a 12.

Una composicion el polvo para uso en un método de acuerdo con la

reivindicacion 12 que comprende nisina y goma de xantano.

Uso de una suspension acuosa como se reivindica en una cualquiera de

las reivindicaciones 9 a 11 para la preparacién de un liquido de tratamiento

para el tratamiento de un alimento, concentrado o producto agricola.

Uso de una composicidén de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 3 a 8 o una suspension de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 9 a 11 como un conservante en y/o sobre un alimento,

concentrado o producto agricola.

Un metodo para preservar un alimento, concentrado o producto agricola,

en donde una composicion de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 3 a 8 o una suspension de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 9 a 11 se aplica al alimento, concentrado o producto

agricola.

Un método para producir una composicién de nisina soélida que comprende

la etapa de someter una composicién de acuerdo con una cualquiera de

las reivindicaciones 3 a 8 a una etapa de secado, etapa de liofilizacién,

etapa de cristalizacion o etapa de precipitacion.

Un alimento, concentrado o producto agricola que comprende una

composicidén de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 3a 8o

una suspension de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a

11,

ENMIENDAS
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L -

JCopia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen)
iDibujos de ser estos perti
Comprobante de page’de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Indicacién que se solicita una PCT

ntes

Incompleta I:]

Completa

DISENO INDUSTRIAL || | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
L]
[]
L]

Indicacion que se solicita Disefio industrianl

Datos de identificacidn del sclicitante o de la perdona que presenta la solicitud

Representacion grafica y fotografica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefo

Comprobante de pago de las tasas establecidas

"Completa D Incompleta I '

ESQUEMA DE TRAZADO | | (Art, 92 Decision 486/00)

OO0

- Comprobante de pago de las tasas establecidas

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud

Representacién grafica de un esquema de trazado

Completa F_j_‘ Incompleta [j ' J

07 RO {2003-1118)
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SUPERINTENDENCIA

Folio 69
2020
Bogota D.C.,

Doctor (a)

RODRIGUEZ D~ ALEMAN DILIA MARIA
Apoderado(a) y/o Representante de
DSEM IP ASSETS B.V.

REFERENCIA Radicaciédn No. 11 9146
Solicitud internacional PCT/EP2009/060413
Fecha inicio fase nacional 12/03/2011
Tramite 11
Evento 379
Actuacidén 416
Oficio No. 13353
Folios 1

Teniendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente gue se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, reGne los requisitos de forma establecidos en
la Decisidén 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, el Tratade de Cooperacidn en
Materia de Patentes (PCT), el Reglamento y la Circular Unica de la Superintendencia
de Industria y Comercio, se envia el extracto de la solicitud a la Oficina de
Comunicaciones para efecto de su publicacidén en la Gaceta de Propiedad Industrial.

Camplase
Dado en Bogota DC,

- = T

JOSE LUIS SALAZAR LOPEZ
Director de Nuevas Creaciones (C)

adpall
Al contestar faveor indique el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacidén consignado en el rétuleo Sede CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel S880070

Call Center 6513240. Linea 01800-510165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogota D.C. Colombia



