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TeL: 256-3401 / Fax: 601-9522
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO Pepusencits

D1visiON DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Ref.: Expediente No. 05-85140
Solicitante: Consejo Nacional de Investigaciones Clentificas y
Técnlcas (CONICET)

Asunto: Solicitud de Patente para Solicitud de patente para “UN
CULTIVO PURO DE LACTOBACILLUS REUTERI CON CAPACIDAD
DE PRODUCIR COBALAMINAS, USO DEL MISMO Y PRODUCTOS
ALIMENTICIOS QUE LO UTILIZAN"

Luz Helena Villamil Jiménez, mayor y vecina de Bogotd, D.C.
Identificada con la cédula de cludadania No. 41.750.053 de Bogotd y con
tarjeta profesional No. 29.882 del Consejo Superior de la Judicatura,
actuando como apoderada de la socledad solicitante en el tramite de la
referencla, por el presente escrito doy cumplimiento a lo requerido por
medio de oficlo No. 8804 notificado por fijacién en lista el 29 de
septlembre de 2005, y con este escrito me permito aportar los
sigulentes documentos:

1. El documento en que consta la cesién del derecho a la
patente otorgado por los Inventores a favor de la entidad solicitante,
debidamente legallzado;

2. El Poder otorgado por la entidad solicitante, debldamente
legalizado. Es de notar que el Poder contiene una certificacién notarial
en la que consta la existencla y representacién legal de la entidad
solicitante; y

3. Copla certificada de la solicitud No. P20040103130 de fecha
Septiembre 1° de 2004 en Argentina, sobre la cual se relvindicd
prioridad.



VILLAMIL - IP LEGAL SERVICES

CALLE 93-A N .14 -17, OFICINA 609
TeL: 258-3401 / Fax: 601-6522
BOGOTA, COLOMBIA

Adicionalmente, con el presente escrito me permito aportar copla
autenticada del Certificado de depdsito del materlal bloiégico al cual se
reflere la patente de la referencla.

Hablendo quedado cumplidos todos los requisitos exigidos, ruego
al despacho ordenar la publicaclén de la solicitud en la Gaceta de la
Propiedad Industrial.

Atentamente,

Lulﬁliﬁm&mwah

C.C. No. 41.750.053 de Bogotd
T.P. 29.882 del Consejo Superior de la Judicatura




DIEAGZ &
ESCAIRANA

ASSIGNMENT F PATENT- 2

CESI N DE PATENTE

. | Acting as Tnventors of the patent titled “Un cultivo

The Undersigned, Graciela Maria Font de Valdez,
LC 6.352.824, domicled at Diego Villarroel 877,
Yerba Buena, Tucumdn, Repiblica Argentina;
Maria Pia Taranto, DNI 20.284.646, domiclled at
Pasaje Radl Galdn 3980, San Miguel de Tucumdn,
Replibliica Argenting; Femando Juan Manuel
Sesma DNI 13.067.125, domicled at Martin
Rodriguez 56, Departamento 6, San Miguel de
Yucumsn, Tucumdn, Repdblica Argentina; Josd Luls
Vera, DNI 22.143.322, domiciied at Zapiola 704,
798, Cludad de Buenos Alres, Repliblica Argentina,
Hereinafter mentioned as “The Inventors”.

puro de Llactobacillus reuteri, con capacidad de
producit cobalaminas, S0 del mismo y productos
ahﬁnndcibsquebwlhan'.

hereby declares that R assigns all rights and
privieges over the aforementioned patent to_
Consejo Nacional de Investigaciones Centificas y
Técnicas - CONICET, legally represented by Dr.
Eduardo Herndn Charreau, DNI 4.568.325, domiclled
at Avenida Rivadavia 1917, Cludad de Buenos Alres,
Replblica Argentina.
Herelnafter "The Assignee”.
The assignee shall be considered from now on the
sole owner of the invention and patert mentioned
above.

The present contract will be suscript for the
inventors, In the Oty San Miguel de Tucumdn , with
the exception of the Mr. Jose Luis Vera, who will do
it in the City of Buenas Alres, Republic Argentina,
where was be suscript for the CONSEIO NACIONAL
DE INVB'I'IGAC[ONE CIENTIFICAS Y TECNICAS

. | Argentina,

Los suscritos, |a Sefiora Graciela Maria Font de Valdex,
LC 6.352.824, con domidiio en Diego Vilarroel 877, Yerba
Buena, Tucumdn, Repiblica Argentina; la Seflora Marla
Pla Taranto, DNI 20.284.646, con domidlio en Pasaje
Rall Gakin 3980, San Miguel de Tucumndn, Replblica
Argentina; el Sefior Fernando Juan Manuel Sesma DNI
13.067.125, con domidiio en Martin Rodriguez 56,
Departamento 6, San Miguel de Tucumdén, Tucumdn,
Repiblica Argentina; e seffor Josd Luls Vera, DNI
22.143.322, con domicilio en Zapiola 704, 7°B, Cludad de
Buenos Alres, Rep(ibliica Argentina.

En Adelante *Los Inventores”.

Actuando en condidén de inventores de la patente
denominada: “Un cultivo puro de Lactobadillus reuterl, con
capackiad de produdr cobalaminas, uso del mismo y
productos allmenticios que 1o utilizan®

Por e presente declaro que cedo todos los derechos y
privileglos sobre ja mencionada patente a Consejo Nacional
de Investigaclones Clentfficas y Témicas — CONICET,
representada por su presidente el Dr. Eduardo Hermnan
Chamreau, DNI 4.,568.325, domicliado en Avenida
Rivadavia 1917, Cludad de Buenos Alres, Republica

En adelante “El Cesionario”

El Cesionario deberd ser considerado de ahora en adelante
el Unico propietario de la invenclén y patente arriba
mencionada.

El presente serd suscripto por los inventores, en la Cludad
de San Miguel de Tucumén, a excepcidn del Sr. José Luis
Vera, quien lo hard en la Cudad de Buencs Alres,
Replblica Argentina, donde asimismo serd suscripto por e
CONSEJO NACIONAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS

Date: 4" Novermber 2005
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JENDWTE

Los Sres. Charreau y Vera ratifican

presente el

FﬁﬂnAﬁh

17/11/05 -

REQUIFRE LEGALIZACTON HASTA POR EL. CONSULADO DE COLOMBIA, O POR MEDIO DE APOSTILLA /
'HIS DOCUMENT SHOULD BE LESALIZED UP TO THE CONSULATE FOR COLOMEIA OR BY APOSTILLE)

I
o

Firmas certificadas en foja F 002117198.-
Buenos Aires, 17 de noviembre de 2005.-
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OTARIAL CERTIFICATE
INVENTOR

h

CERTIFICACI N NOTARIAL
INVENTOR

The undersigned Notary Public certifies that
the Dres. Gracela Font de Vaidez,
Maria Pfa Taranto y Femando Juan
Manuel Sesma appeared before me and
signed the preceding document, that I know
they personally and I am certaln that they
have legal capacity to grant it

NOTARY PUBLIC
Issued and signed In San Miguel de

Tucumén, Argentina
Dated 4™ November 2005

Bl suscrito Notario Publico certifica que los
Dres Gracela Font de Vaidez, Maria
Pla Taranto y Femando Juan Manuel
Sesma, comparecieron ante mi y firmaron
el documento que antecede, que los
conozco personalmente, y que me consta

.flds REGISTRO N 41

NOTARIO PUBLICO (firma)

Expedido y firmado en San Miguel de
Tucuman, Argentina

Fecha 4 de Noviembre de 2005

LEGALIZACION HASTA POR EL CONSULADO DE COLDOMBIA, O POR MEDIO DE APOSTILLA /

(REQUIERE
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% ESCRIBANOS 3}

ACTUACION NOTARIAL PARA § 5
CERTIFICACION DE FIRMAS 8 g

‘M 00187956
'SAN MIGUEL DE TUCUMAN, 04 de noviembre de 29 05

ha/n sido puesta/ratificada/s en mi presencia por 1) Gradels Maria FONT, L.C.
N° 6.352.824, 2) Maria Pia TARANTO, DNI N® 20.284.646 Y 3) Fernande Juan

Mamel SESMA, DNIN° 13.067.125

EGUNDQ: gue dicha/s persona/s m

En mi caricter de ESCRIBANO PUBLICO ADSCRIPTO AL REGISTRO N°® 41.-

v en uso de Ias arbusiones, deberes v facutades, | R
gue_me confieren Ias leves v reglamentaciones vigentes, CERTIFICO: PRIMERO; .
que la/s FIRMA'S que antecede/n, y obra/n e e} documento al cual se anexa el presente, | B8
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ACTUACION NOTARIAL PARA
CERTIFICACION DE FIRMAS

- o7 - = NOE A LA
i "
TERCERQ: que ¢l/los requerimiento/s respectivo/s ha/n quedado formalizado/s simulta-

neaments, por mediode ACTAN". %88 popion 989 ppone  A/1338
] Cesién de patente.-
CUARTO: Documento presentado:

F ici. 04 de noviembre de 2005.-
Eecha de Expedicién:
Intervine al solo efecto de [a 4_--“1 i
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LEGALIZACIONES

o 1_)@_}1"\?_11'\‘;%3 e

El Colegle de Escribanos de Tacamén

en virtud de [a facultad que le confiere la ey nbmero 5.732 (ley de
Escribanos Piblicos) art. 149 inc. |

IO G

'["1: e

CERTIFICA:

A J"'L_- .

Que la firma y sello del escrifiano
ROBERTO ESTEBAN ESPECHE

obrantes en el documento anexp que leva [a sigulente serie y ndmero:
Serie F N® 048565

DE LEGALIZACIONES

04 NOVIEMBRE 05

auténticos. S. M. de Tucumdn: de

LA PRESENTE LEGALIZACION NO JUZGA SOBRE EL
CONTENIDO Y FORMA DEL DOGUMENTO
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Buenos Aires, 47 de noviembre de

Titular del Registro 712

CERTIFICO: Que la/s fias que obra/nen el
documento que adjunto a esta foja, cuyo requerimiento de certificacién de su/s
firma/s que se formaliza simulténeamente por ACTA niimero 008 del
LIBRO mimero 22 , ei/son puesta/s en mi presencia por la/s persona/s
cuyo/s nombre/s y documento/s de identidad se menciona/n a continuacién y de

cuyo conocimiento doy fe.

Eduardo Hemén CHARREAU, DNi 4.568.325; José Luis VERA, DNI 22.143.322.-

El primero concurre en representacion .de! Consejo Nacional de Investigaciones

11 |Cientificas y Técnicas, (CONICET), en su caracier de Presidents, en virtud del

12 IDecreto del Poder Ejecutivo 563/2004, de fecha 30 de abril de 2004, publicado en
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L 006762187

EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de la Cindad de Buenos Aires, Capital Federal de Ia Repiiblica ({§
. Argentina, en virtud de las facultades que le conflere Ia ley vigente, LEGALIZA la firma

y sello del escribano ZULEM*ZAPPMDEM BELHOI@[E .

obrantes en el documento anexo, presentado en el dis de Ia fecha bajo
-05112-1440219!8; *i=: - La presente legallzacin no juzga sobre w

¢l contenido y forma del documento.
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Y ARaEATWA (Convention de La Hay du 5 octobre 1961) A 00059123 NEEN
f i
1. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA
El presante documento piiblico
2. Ha sido fimado por _ANGELICA G. E. VITALE
3. Quien actia en calidad do _EGALIZADORA--———-——----
4. Lieva el ssllo / timbre de COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUENOS
d “ AIRES-~—r———m=—== - e e m e -
i 4
11& ?2\5 En __LA CIUDAD DE BUENOS AIRES g E|dia _21/11/2005
%&} Por __EL _ COLEGIO DE ESCRIBANOS __ DE LA CIUDAD DE BUENOS ATRES
. MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y GULTO R
{Convenio 02/08/2003) i
8. Bajo 6l nimero: 051121040254 "-;g
: 9. Sello / Timbre 10. Firma I/\ \ ‘*
! i )
i ESC HECTOR R. NOVARO S
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£SCHIBANA

MAY 3308

J<domicie of oweer, licenses of use, filng and prosecution of

Toouhaient actions. To this end, the alomeys are

fomulste descriphions, protests, recourses, OMmS, pay

We, Constjo Nacomal de Dnvestigaciones Clentiicas y
Téxnicas, representaied by Eduaio Hemin Chamresu
Domiciled at Rivadavia 1917.

hereby appoint LUZ HELENA VILLAMIL-JIMENEX
and/or MONICA VARGAS-VARGAS of the w f'm
VILLAMEL~ IP LEGAL SERVILCES as our sttomeys
Colombia with a spechal, ampls and sufficent Power o
caanry before the comesponding national officess and
authorities, whether administrative or judical, in any
instance, stape or recourse, the necessary proceedings o
oiain peients, ity models and Imhabind designa,
repisoation of lsyoul-dasigns of iwgreiad  ceculls
ademark registrations, commercisl  siogins, FENewals,
wsxacial of sccigomenis, aemes, asgec of ahme ar

oppositions, deposit of commencial Aames or Snsigny And
any other Industrial progerty sghts; swnitary yegistrations
before the Health Authorities; copyright hefore
mmmmqmam‘wm
the Colombilan NIC and registration of plant vawieties before
the ICA. The sttomeys are hereby empowered {p act In o
behalf In any instance or before any coumt, cprpovstion,
public officer or athonity in  judiciel q«*ﬂnﬂn,
contentious administative or police actions; i prescription
or mulity proceadings; actions derivad from the obtainment
or expiokation of Kcenwes; onfeir Competiion actions;
Cimingl ac¥ons; actions for indenmificalion, dawages,
calné sl pracavtionery mEsses, oF whatover similer or

engowemd 1 ke below e evionad asbodies
andjor officials all the nacessary steps for the Jndicaiad

tmes and instaliments and make al other paymenis
determnined by aw; request depositions, receive documents
amd walves; to settle, tensact, submik 0 arbitration,
withdraw, wale, renounce and recsive. The sthormeys are
granted sufficient Power o receive service of notice on our
behall, grant powess to represent the company in or out of
cowrt, respond vy dabms or actions sgaint us and do
whatew§ desmed necsgsary or convenlent before the
administrative or Jodidat aothorfties for the protection of
our inteliechust propevty In Colombla, granting them: aiso
Powin T ulnifadie - prany g ¥-necassary, 1 Wvohe
ach cubstitutions.

For purposes of articles 557 and 543 of the Colomblan Code
F Coamvmnesre dus S000NE the Alvwe DRer SO x our
represeniative In Colombla, snd therefore they me
empowered to receive service of notices and to designate
Judicial or extra-judiclal attomeys in our behalf in Colombia.

Sighature: \

por ¢ pressnte designamos a2 s docoras LUZ HELENA
VILLAMIL JIMENEZ y/o MONICA VARGAS-VARGAS de b
fma VILLAMIL -~ IP LEGAL SERVICESE como nuestras
apoderadas en Colombla con poder especial amplio y suficiente
pora achsy ante s oficnas y putoridades colombisnas
ummoummmm
elaps 0 recurso, en lpdo tipo de procedimientos relstivos 2
propleded inteleciuei, propiedad industrisl y derecho saniiario
relativds »: Patintes, modeics de utiidad, disefios industrisies y
esquemas de traxado de deulios integrales; repistio de marces,
lomas comexiales, renovaciomes, anotackdn de  traspasos,
fusiones, cambios de aombre, csnblos de domiiio, icencias de
uso y demis derechos de propladag Industriyl; presentaciéa y
trémhe de oposiciones, depdskn de nombrps y enselss
comerchles; registros sankarios ante i8s autoridades de sakud, y
mm;-mam@mqme
nombres de domink anje « NIC Colombieno, registros de
producios ante ol JCA y regispros de variedades vegetales ante el
ICA. Las apoderadas quedan ademds facultades para Intervenir en
nuestre reprasentacidn comp demandantes 0 como demandados
en cmiquier instinca y ante amiquier juer, corporackin,
funconario piblico o0 sutorkied en axciones judiciales,
asdminstrativas, contencioso adminisiratives o de polica, en
adones de caducitiad o de mailided; acciones desivadas de B
obiancidn o apintaciin de ficencles; acciones de compatencia
desienl, demandac penales; acciones de indemelrackin, de
pejulcios, de weclamo y medidac cauteiares y cuslesquiera obras
actones o madides simiiares 0 aquivaienies. A este efecto s
apoderadas quedan fecultades pam dar ante s mencionadas
avtoridades y/o funcionarios todos Ios pesos necesarios al objeto
indicado: Sevar solichudes y demandas, formular descripciones,
protestas, declaraciones, apeiciones y redamos, pagar
impuesing, sofickar testimonios, rechir documentng y valores,
desistir y perchir. Se concede a lss mandatarias poder bastarte
pare rechir notificacionss a nuesbo nombre, Ctorgar poderes a
quienss vayan a representar 2 B compelia judidal o
adrajudiciaiments, responder en juldo a todas s reciamaciones
o demandas que pudiron pregentirse on CONtra Nuestra, y hacer
aEmto foere necstario ante los sutorkiades administrathves o
judicies de ouakuier orden pora i3 proteccidn de nuestra
popleded intalecha) » indusirisl ey Colombia, dindoles asimismo
focaling pora sustihar ol presenie y en CAS0 necesano revocar
dichas sustiuciones.

B poderdznte manfissia gue deses, an 0 Concemionte a8 s
Actividades compondiiss m ol ppacenie, Systarse 2 B jey
peruang y que esh ley ximite b forma adaptada pare este

M ANDO X
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Signed at: Buenos Alres, Argentina
Dete: 9/19/2005

Dr. EDUARDQ H. CHARREAU
PREMIDENTE

for2>"

Or. EDUARDO H. CHARREAD
Cargn: PRESIDENTE

Firmado en: Buencs ARS! iEua. -
Fecha: 19 de septinmbre de 2005.-

COUNICET

Firma certificada en foja F 001982468, en Buenos Alres 2 los 19 dias del 2005.-

NGTARIA!. CERTIFICATE

o,

FAERAY 7. GADABMONTE

ESCRIBANA
MAT. 3308

NOTARY

Dated 9/1

The undersigned Notary-Public certifies that
Eduardo Hemén Charreau appeared before
me and signed the preceding document;
that I know him/her personally and 1 am
certain that he/she has legal capacity to
grant it; that he/se is President of Consejo
de Investigaciones Cientificas y Técnicas,
and Is consequently authorized to grant
sich document; that such company Is
organized under de laws of Argentina and is
domiclied in Av. Rivadavia 1917; and that
the act for which this document is granted is
inchkided ameng those which -constitiite the
corporate object of the named company.
Furthermore, that such company performs
its corporate purposes in accordance with
the laws of its incorporation and domiclle.

I am certain of all these facts because I
have eamined the coomesponding

documents consisting of the By-laws
166 and 563 of which I herel

B susaito Notarfo Pablico certifica que
Eduardo Hemén Charmeau comparedd ante
mi y firmd el documento que antecede, que
lo/la conozo personaimente, y que me
consta que tiene capacidad legal para
otorgario; que éi/ella es Presidente de
Consejo Nacional de Investigaciones
Clentificas y Técnicas, y consecuentemente
estd autorizado(da) para otorgar dicho
documento; que dicha sociedad se
encventra constituida bajo las leyes de
Argenting, y se encuentra domidiiada en Av.
Rivadavia 1917; y que el acto para el cual
este documento se otorga se encuentra
comprendido entre los que constituyen el
objeto social de ia mendonada sodedad.
Adidonaimente, que dicha sodedad

{REQUIERE
THIS bOC1
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NOTARY PUBLIC
Issued and signed In Buenos Aires,
Dated 9/19/2005

cual doy fe.

NOTARIO PUBLICO (firma)

Expedido y firmado en Buenos Aires
Fecha 19 de septiembre de 2005

(REQUIERE LEGALIZACTION HASTA POR EL CONSULADO DE COLOMSIA, O POR MEDID DE APOSTILLA /
THIS DOCLMENT SHOULD BE LEGAIXPED UP TO THE CONSULATE FOR COLOMBIA OR BY AROSTILLE)

las 4/

ZULEWAG. Z.ds CARDIABELONTE
ESCRIBANA
AAT. 3308

El. IWIIO NOVENO AUTENTICA E3TA COMA POR
REAPONDENCEA CON EL ODCUNINTD
Ollﬂlll. QUE WA MDO PREAENTADG,

ASFERNANDO CARRERA - *
1y NOTARIQ NOVENG 75 =

2 ';é/ . BOGOTH, BS. 7. 0 e




F001982468

1| BuenosAires,qg de septiombre € 20om mi cardcter de Escribano ;,:q

2 Titular del Registro 712 g
3| CERTIFICO: Que la/s firma que obra/n en el ‘:'E:

4| documeato que adjunto a esta foja, cuyo requerimiento de certificacién de su/s

5| firma/s que se formaliza simultineamente por ACTA nimero 188 del :',,?:

7| cuyo/s nombre/s y documento/s de identidad se menciona/n a continuacién y de 53
8| cuyo conocimiento doy fe. ‘14

SEduardo Hemén CHARREAU, LE 4.568.325.- En representacién del Consejo i

10]acional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), en su carécter de ¢ |
11Presidents, en virtud del Decreto del Poder Ejecutivo 563/2004, de facha 30 de abri \':
12da 2004 publicado en el Boletin Oficial el 4 de mayo de 2004 .- E! instrumento no }\?
13gumple con las formas exigidas por las leyes vigentes de la Repiblica Argentina, ;‘é

biendo juzgarse su validez con sujecién a las normas del Estado Colombiano, -

1 volurtad del ctorgante y lo dispuesio en el articulo 2° de la Convencién ¢4
(4]
16ihteramericana sobre Régimen legal de poderes para ser utilizados en el extranjero {(
0
17guscripta en Panamé el 30 de anero de 1975.- Documento prcitseEo RN RINC I
e oo g
18 |en idioma exdranjero.- \';.f" LI ERToe T
‘jw, 06 DIC 2000 1)
» IANFERHANCD CARRERA M 1
ks NG NOTRRIO NOVENO A
20 AT ) B
Y, 4 (19)
L] e
21
G
22 )
ALEUAG. 2.do GARCIA BELMONTE !,

8| LIBRO mimero 21 , e8/son puesta/s en mi presencia por la/s persona/s "f-" .
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L 006671518
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- Memoria Descriptiwva-

Titulo:

Un cultivo puro de Lactobacillus reuteri con capacidad de producir

cobalaminas, uso del mismo y productos alimenticios que lo utilizan.

La presente invencién se refiere a un cultivo puro de Lactobacillus
reuteri CRL1098, depositado en la coleccién alemana de cultivos DSMZ
con el nimero 15599, el cual es capaz de producir cobalamina (vitamina
By} y/o compuestos andlogos activos. En particular, la presente
invencién se refiere a productos alimenticios utilizando dicho

microorganismo y a los usos del mismo.

De preferencia, el producto alimenticio de acuerdo con la invencién
puede ser obtenido mediante fermentacidn, aunque la misma también
contempla productos alimenticios no fermentados adicionados con dicho

microorganismo.

Campo técnico y antecedentes de la invencién

El presente invento se relaciona con la obtencién y desarrolloc de
productos alimenticios que, mediante la utilizacién de una bacteria
lactica (Lactobacillus reuteri), presentan la capacidad de mejorar el

nivel de compuestos tipo ccbalamina en el consumidor.

Las bacterias lActicas, particularmente las pertenecientes al género
Lactobacillusg, han sido utilizadas tradicionalmente como fermentos o
cultivos iniciadores (starter cultures) en la elaboracién de alimentos

fermentados. Principalmente, las bacterias pertenecientes a eate género
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son muy utilizadas en la preparacién de productos lé&cteos, aunque
también se emplean en la elaboracién de productos c&rneos madurados,
vegetales en conserva (aceitunas, pickles) productos de panificacién,
etc. Dichas bacterias aportan cualidades organolépticas tGnicas a los
productog fermentados y por lo general, producen un alimento con
caracteristicas nutricionales mejoradas, cuando se los compara con las

gue posee la materia prima de partida.

Las bacterias l&acticas son generalmente auxétrofas para algunos tipos
de vitaminas, es decir, son incapaces de sintetizar ciertas vitaminas a
partir de otros compuestos. Por consiguiente, dichos nutrientes deben
estar necesariamente presentes en el medio donde se desarrollan. Por
ejemplo, riboflavina, &cido £6lico, biotina, piridoxina, cobalamina,
etc., pueden ser necesarios para el crecimiento de las bacterias
licticas (Morishita y col. 1981). No obstante, es conocido que algunas
cepas son capaces de sintetizar algunas vitaminas o tienen el
complemento genético completo para su sintesis (Bolotin, A., P. y col.,
2001, “The complete genaome sequence of the lactic acid bacterium
Lactococcus lactis ssp. lactis IL1403*. Genome Res. 11:731-753 vy
Hugenholtz, J. y M. Kleerebezem. 1999. “Metabolic engineering of lactic
acid bacteria: overview of the approaches and results of pathway
rerouting involved in food fermentations”. Curr. Opin. Biotechnol.
10:492-4597). Por ejemplo, en el arte previo se han descrito cepas de
Lactococcus lactis que pueden producir niveles elevados de &cido félico
(vitamina Bg). Sin embargo, hasta la fecha no se conoce ninguna
bacteria ldctica capaz de sintetizar una vitamina tan compleja como la

cobalamina, también conocida como vitdmina B;j.

La vitamina B;; es un nutriente sumamente importante tanto para los
gseres humanos comc para los animales y es empleada usualmente como
suplemento dietario. Entre sus uaos principales podemos destacar, por

ejemplo, su utilizacién en el tratamiento de la anemia perniciosa y la
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neuritis periférica (Carmel R. 2000. *®Current concepts in cobalamin

deficiency”. Annu Rev Med. 51:357-75.)

La vitamina B;; corresponde a una serie de sustancias denominadas
cobalaminas que poseen un anillo tetrapirrélico con un &tomo de cobalto
en el centro de la molécula. En la naturaleza existen diversos tipos de
cobalaminas,,K las cualea varian tanto en el ligando superior unido al
dtomo de cobalte (grupos metilo, adenosilos, etc.) como en su ligando
inferior. En particular y por definicién, el término vitamina B,; hace
referencia a la forma cianurada de la vitamina (cianoccbalamina), la
cual no se encuentra en la naturaleza ya que es el producto del proceso

de extraccidn y purificacién de la misma.

Los humanos y animales son incapaces de sintetizar esta vitamina por lo
cual deben incorporarla con la dieta. Luego de la ingesta, convierten
la cianocobalamina en una de sus formas activas, metilcobalamina o
5'desoxiadenosilcobalamina, las cuales son necesarias como coenzimas en
diferentes reacciones bioquimicas vitales para la célula (“Chemistry

and Biochemistry of B,;”, editado por Ruma Banerjee).

Las cobalaminas y sus andlogos activos son sintetizados exclusivamente
por bacterias mediante un proceso complejo que se encuentra descrito,
por ejemplo, en la sclicitud PCT WO 91/11518. De hecho, dada la gran
complejidad de 1la biosintesis de esta wvitamina, 1la produccién
industrial de cobalaminas se lleva a cabo mediante la utilizacién de
microorganismos que poseen una gran capacidad de sintesis, como por
ejemplo los pertenecientes a las especies Pseudomonas denitrificans,
Propionibacterium shermanii, P. freudenreichil, y Bacillus megaterium.
No obstante, hasta la fecha, no existe en el mercado nacional o
internacional alimentose o©o complementos dietarios que contengan
bacterias licticas productora de cobalamina o sus andlogos activoes,

microorganismos considerados GRAS (Generally Regarded As Safe, es
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decir, “generalmente reconccido como seguro”) por la Food and Drugs

Administration (FDA) de Estados Unidos.

Es conocido que la leche de vaca es una buena fuente de la mayoria de
las vitaminas. Sin embargo é&ésta contiene bajas cantidades tanto de
dcido ascérbico (vitamina C) como de vitamina B,;. De hecho, contiene
valores de é&sta dltima que varian entre 0,2 y 0,40 ug por cada 100 ml
de fluido. Asi, si se toma como valor de referencia la Dosis Diaria
Recomendada (DDR) por el National Research Council de Estados Unidos,
la cual es de 2 pg/dia, puede deducirse fécilmente que el consumo de un
vaso de leche por dia (aprox. 200 ml) sbélo aportaria entre un 20 y un
40% de la dosis diaria recomendada de vitamina B;;. Asimismo, el
procesamiento de la leche puede llevar a una disminucién de los niveles
finales de vitamina. Por ejemplo, en el arte previo se encuentra
descrito que durante la fabricacifn de yogurt, las cepas gue componen
el cultivo iniciador pueden consumir vitamina B,; (especialmente Lb.

bulgaricus) y disminuir sus niveles en alrededor de un 80%.

Por otra parte, los productos de consumo masivo basados en soja Glycine
max, tales como por ejemplo el extracto acuoso, adicionado © no de
jugos naturales, no aportan vitamina B;; a la dieta ya que los

vegetales no la sintetizan.

Actualmente, la producciédn industrial de ccobalaminas estd basada en
microorganismos del género Proponibacterium Y Pseudomonas
denitrificans, aunque se conocen también otros microorganismos capaces
de producir cobalamina, como por ejemple Bacillus megaterium Yy
Streptomyces. No obstante, se prefieren cepas de Propionibacterium ya
que, de acuerdo con la FDA de loe Estados Unidos, poseen status GRAS.
Otros microorganismos gque tienen el status GRAS son los géneros

Lactaobacillus, Lactococcus y otras bacterias lacticas. Sin embargo,



hasta la fecha no hay evidencias en bancos de datos que se refieran a

la produccién de vitamina B;; mediante bacterias l&cticas.

La presente invencifn se relaciona con el desarrollo de un producto
alimenticio con capacidad de mejorar el nivel de cobalamina y/o
andlogos activos en el consumidor mediante la wutilizacidén de una
bacteria lactica (Lactobacillus reuterl) productora de esta vitamina.
En particular, el productoc es un alimento funcional, fermentado o no,

conteniendo el micrcocorganismc probiético de referencia.

Breve descripcién de la invencién

Son por lo tanto objetos principales de la presente invencién:

- Un cultivo puro de Lactobacillus reuteri CRL1098 el cual se encuentra
depogsitado en la coleccién alemana de cultivos DSMZ con el nGmero
15599, que presenta la capacidad de producir cobalamina (vitamina Bia)
y/o compuestos andlogos activos, su uso como bacteria fermento o
bacteria iniciadora en la elaboracién de un producteo alimenticio y su
utilizacién con el objeto de aumentar el contenidoc de cobalamina y/o

andlogos activos en un producto alimenticio.

- Un producto alimenticio, el cual puede ser un producto fermentado o
no, que comprende y/o que utiliza bacteriaa l&cticas de la especie
Lactobacillus reuteri CRL105S8, como productoras de cobalamina vy
compuestos anflogeos activos. En una realizacién particular de 1la

invencién, el producto alimenticio puede encontrarse en forma de polvo.

- Un producto alimenticio que luego de ser tratado o adicionado con el
microorganismo Lactobacillus reuteri CRL1058 presenta la capacidad de

mejorar el nivel de cobalamina y/o andlogos activos en el consumidor.



- Un producto alimenticio, el cual puede ser un productc fermentado o
ne, que comprende © que utiliza bacterias 1l&cticas de la especie
Lactobacillus reuteri CRL1098 y que sSe basa en extractos acuosos, en
particular extracto acuoso de soja, jugos de fruta, leche de mamiferos,
leche de vaca, mezcla de leche de vaca y suero de queseria, cereales,
cereales deshidratados, harinas, jugos de frutas 0 gelatinas. En
particular, dicho producto puede comprender de manera adicional uno o
mds aditivos' seleccionados entre proteinas, grasas, aceites, dextrosa,
sacarosa, jarabe de fructosa, extracto de levadura, oligoelementos,

factores de crecimiento y aminoécidos.

- Un producto alimenticio, el cual puede ser un producto fermeﬁtado o
no, gque comprende o que utiliza bacterias l&cticas de 1la especie
Lactobacillus reuteri CRL1098 en combinacién con cepas de bacterias de
grado alimentario pertenecientes a especies diferentes a la arriba
mencionada. En particular, de manera opcional, dicho producto
alimenticio fermentado puede incluir en la fermentacién microorganismos
del Género Lactobacillus y/o Streptococcus y/o Bifidobacterium. Asi, es
una realizacién particular de la presente invencién, un producto,
fermentado o no, conteniendo una bacteria lactica, Lb. reuteri CRL1098,
la cual posee la capacidad de producir cobalamina (vitamina B;) Y
andlogos activos cuando es cultivada en un medio basado en leche,
cocultivada con otras bacterias l&cticas como las presentes en yogurt
(Lb. bulgaricus y Streptococcus thermophilus) o en extracto acucsc de

goja.

- Un producto 1liofilizado que comprende bacterias l&cticas de
Lactobacillus reuteri CRL1098 que es utilizable para suplementar
productos seleccionados entre los productos alimenticios, farmacéuticos

y cosméticos.



- Un productc deshidratado en polvo que comprende bacterias lacticas de
Lactobacillus reuteri CRL1098 en un soporte inerte de grado alimentario

que puede ser utilizado, por ejemplo, como aditivo alimenticio.

Descripcién de la invencién:

La presente invencién se relaciona con el desarrollo de un producto
alimenticio que utiliza bacterias l&cticas de la especie Lactobacillus
reuteri como productoras de cobalamina. De acuerdo con el presente
invento, es posible complementar un producto que contiene cantidades
inpuficientea de cobalamina, como por ejemplo un producto basado en la
fermentacién de la leche vacuna, como también suplementar preparaciones
que directamente no c¢ontienen cobalamina, como es el caso de los
extractos y jugoa vegetales, tales como por ejemplo el extracto acuoso

de soja.

El presente invento hace uso de la cepa Lb. reuteri CRL1098 (depositada
en la coleccién alemana de cultivos DSMZ con el nGmero 15599). Asi, la
cepa Lb. reuteri CRL1098 de acuerdo a la presente invencién posee

principalmente las siguientes caracteristicas:

Propiedades morfolSglicas

Forma celular BACILO CORTO
Motilidad NO
Formacién de esporas NO

Tincién de Gram POSITIVA

Propliedades fisiolSgicas

Produccién de Catalasa NEGATIVO
Produccién de indol NEGATIVO
Reduccién de Nitrato NEGATIVO




Crecimienco aerdbico ANAEROBIO FACULTATIVO

Formacién de D-&cido l&ctico a|HETEROLACTICO CON FORMACION DE
partir de glucosa por | GAS
fermentacién

Degradacifn de carbohidratos

Glucosa +, lactosa +, galactosa +, melibiosa +, rafinosa +,
L-arabinosa +, ribosa +, a-metil-glucésido +, esculina +,

maltosa +, sacarosa +, gluconato +, eltritel -, D-arabinosa
+, D- y L-xilosa -, D-manosa -, Sorbosa -, Dulcitol -,
Inogitol -, Manitel -, Sorbitol -, amigdalina -, arbutina -,
Salicina -, celobiosa -, trealosa -, Inulina -, melezitosa -,
almidon -, glicogeno -, xilitol -, gentobiosa -, turanosa -,
lixosa -, tagatosa -, fucosa -, arabitol -, 2-ceto gluconato

-, 5-ceto gluconato -.

Caracteristicas genéticas:

1) Secuenciacién del rDNA (DNA que codifica para RNA ribosomal
16S) : Posltivo para la especie Lb. reuteri.

2})El microorganismo no presenta elementos extracromosomales
(plasmidos) .

La bacteria L. zreuteri es un residente simbidtico del tracto
gastrointeastinal de 1los humanos, cerdos, otros mamiferos y aves.
Existen documentos del arte previo que revelan el uso de Lactobacillus
reuteri en el control de microorganismos patégenos intestinales (por
ejemplo, Patente US 5,849,289 y solicitud PCT WO 02/070670). También se
ha descrito el uso de este microorganismo como probidtico para animales
(Patente US 5,458,875).

Una caracterfstica importante de la cepa L. reuteri es la produccién de
reuterina cuando este microorganismo es crecido en presencia de azucar
¥ glicerol. Esta sustancia antimicrobiana es usada para tratar los
efectos colaterales del tratamiento con antibi6ticos (Patente US

5,439,678). Por otra parte, la bacteria L. reuteri también es usada en



la fabricacidén de algunas leches fermentadas, tipo yogur, con el

agregado de otras bacterias lacticas probibdticas.

Agimismo, entre los documentcos del arte previco que hacen referencia a
la bacteria L. reuteri podemos mencionar los siguientes: Patente US
6,103,227, solicitud de Patente eurcpea EP1290184 Al y solicitud PCT WO
94/00139.

El indculo de L. reuteri CRL 1098 de acuerdo con la invencidn puede
prepararse, por ejemplo, de la manera que se describe a continuacién.
Se cultiva la cepa de L. reuteri CRL 1098 en un medio de cultivo,
ajustado a un pH de entre 5.5 y 6.8, previamente esterilizado, que
contiene los siguientes porcentajes aproximados, expresados como
valores p/p: entre un 0.4 y un 2% de peptonas, entre un 0.2 y un 1% de
extracto de levadura, entre un 0.01 y un 0.5% de oleatos y entre un 1%
y un 3% de aziGcar (glucosa o lactosa). Este medic de cultivo también
puede utilizarse para las Dbacterias 1léacticas de 1los géneros
Lactobacillus, Streptococcus o Bifidobacterium, las cuales podrian
usarse como fermentos en la obtencitn de productos fermentados a partir
de leche vacuna o de extractos vegetales, tales como el extractc acuoso
de soja. La incubacién del in6culo se inicia y prosique a una
temperatura comprendida en el rango de entre alrededor de 35 y 40¢C,
durante un lapso regulado por el contec de bacterias viables, acotado
usualmente entre 10°-10'° UFC/ml. Durante el crecimiento, resulta de
importancia mantener el pH entre alrededor de 6.00-6.60, mediante el
agregado de scluciones buffer, &cides y/¢ bases bio-compatibles. La
biomasa obtenida puede ser separada del medio de cultivo por
centrifugacién a 4°C durante 30 min. Para inocular el sustrato (por
ejemplo leche o extracto de soja), se la resuspende en agua destilada

estéril a una concentracién de entre 10*y 10% CFU/ml.
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Una alternativa posible es cultivar por separado L. reuteri CRL 1098 y
las bacterias-fermentoc de eleccién. La biocmasa obtenida puede usarse
directamente o procesarse para su almacenamiento y uso posterior. Este
almacenamiento puede requerir de operaciones previas de
acondicionamientoc tales como congelamiento o deshidratacidén (secado por
spray o liofilizacién) que pueden aplicarse a los cultivos individuales

o a la mezcla de bacterias lActicas.

Las cepas de la especie Lb. reuteri de acuerdo con la invencién, fueron
analizadas por su produccién de cobalamina utilizando diferentes

métodos:

1) Métodos bioldgicos: Se basan en la auxotrofia de Lb. delbrueckii

spp. lactis (ex Lb. .leichmanii) ATCC 7830, bacteria que requiere
vitamina B,; para su crecimiento. Se utilizé el protocolo estandar
descrito por Official Methods of Analysis of AOAC International (17"
edition, AOAC International, Gaithersburg, MD)}. El medio de cultivo
utilizado fue el *“B,; Assay Medium” de las compafifas DIFCO o Merck.
Mediante este método, pudo establecerse que Lb. reuteri CRL 1098
produce una cantidad mayor a 100 ug de cobalamina ¢ andlogos activos
por litro de medio de cultivo. Se utilizé también una cepa de
Salmonella enterica Serovar typhimurium (de acuerdo con Raux, E. y
col., 1956. "Salmonella typhimurium cobalamin (vitamin B12}
biosynthetic genes: functional studies in S. typhimurium and
Escherichia coli”. J. Bacteriol. 178:753-767). Esta cepa presenta dos
mutaciones (metE y cbiB) que determinan el requerimiento de cobalamina
y/o anilogos activos para crecer en medio minimo. Con este método se
confirmd que Lb. reuteri CRL 1098 produce una cantidad mayor a 100 pg
de cobalamina o andlogos activos por litro de medio de cultivo. Esta
cuantificacién fue confirmada mediante Cromatografia Liquida de Alta

Presién{HPLC) utilizando una columna C;s de fase reversa.
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La produccién de cobalamina por Lb. reuteri fue evidenciada también a
través de la utilizacién de glicercl. Se ha descrito que la utilizacién
de glicerol en anaercbicsis por diversos microorganismos es iniciada
por la enzima glicerol deshidratasa la cual requiere
desoxyadenosilcobalamina como cofactor (Talarico T. L. y col., 1988,
“Production and isolation of reuterin, a growth inhibitor produced by
Lactobacillus reuteri”. Antimicrob. Agents Chemother. 32:1854-1858 vy
Talarico, T. L., y Dobrogosz W. J., 1989, “Chemical characterization of
an antimicrobial substance produced by Lactobacillus reuteri”,
Antimicrob. Agents Chemother. 33:674-679). El glicercl es convertido a
3-hidroxipropionaldehido por la deshidratasa para luego ser convertido
en 1,3-propanodicl por una dehidrogenasa. Es por ello que una forma
indirecta de determinar la presencia de cobalamina es la medicién de la
produccién de 1,3-propanodiol en un medio libre de vitamina B;;. As{i,
eate metabolito fue detectado en células de Lb. reuteri CRL1098
crecidas en el medio de ensayo libre de Bl2 (Difco o Merck), Unicamente

cuando el glicerol estuvo presente en el medio de cultivo.

Si bien de manera particular los productos alimenticios, de acuerdo con
la presente invencién, se seleccionan entre los productos lacteos de
origen vacuno y los jugos vegetales, el experto en la técnica podria
utilizar la cepa de la invencién en una gran diversidad de sustratos
como por ejemplo: leche {(ovina, caprina, de bGfalo, etc), leguminosas,
cereales, harinas (productos de panificacién), carnes y sus derivados

{chacinados) y vegetales (encurtidos, aceitunas), etc.

Dado que la presente invencién es susceptible de realizarse de muchas
formas diferentes, a continuacién se describen algunas de las
realizaciones preferidas de la invencién. Sin embargo, debe entenderse
que la presente revelacién deber&d ser considerada como wuna

ejemplificacién de los principios de la invencifn, pero que no esaté
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dirigida a 1limitar la invencién a los ejemplos ilustrados

especificamente.

Ejamplos de realizaciém

!jggglo 1

Produccidn de cobalamina en un medio a base de soja:

Lactobacillus reuteri CRL1098 fue crecido en un medio de cultivo basado
en un extracto acuosc de soja obtenido de manera artesanal o un
producto comercial (Producto comercializado bajo 1la marca Ades”,
Alimentos de Soja, Unilever). En este medio el microorganismo presenté
un buen crecimiento alcanzando niveles de 5x10? CFU/ml de extracto de
soja. El contenido de cobalamina y/¢ compuestos andlogos activos en el
extractoe fermentado fue medido de acuerdo al protocolo estandar
descrito por Official Methods of Analysis of AOAC International (17"
edition, AOAC International, Gaithersburg, MD).

Ejemplo 2

Producto fermentado basado en leche de vaca que comprende bacterias L.

reuteri 1098:

Aproximadamente entre 0.5-1.0% del microorganismo CRL1098 se inocula en
leche estéril o pasteurizada, por ejemplo, mediante calentamiento a
alrededor de 90°C durante aproximadamente 5-10 minutos. El1 producto
esterilizado y enfriado a alrededor de 35-40°C se acondiciona mediante

el agregado de aditivos tales como oligoelementos (hierro, cobalto,
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molibdeno, ete.) y/o aditivos necesarios para el crecimiento vy
multiplicacién de L. reuteri CRL 1098 (como por ejemplo aminoacidos),
cuya eleccién y concentracién se regula de acuerdo a la evolucién del
cultivo. Seguidamente, el producto se incuba a una temperatura de
alrededor de 35 y 40°C por un perfiodoc de entre aproximadamente 6 y 12
hs, para permitir el crecimiento bacteriano y 1la coagulacién de 1la
leche. El cultivo activo puede ser utilizado para inocular leche
pasteurizada' entera ¢ descremada. El1 contenide de cobalamina y/o
compuestos anflogos activos en la leche fermentada puede ser medido de
acuerdo al protocolco estandar descrito por Official Methods of Analysis

of AOAC Internmational.

Ejemplo 3

Producto fermentado basado en leche vacuna, adicionado con L. reuteri

1098

Una cantidad determinada de leche vacuna se cofermenta utilizando el
microorganismo Lactobacillus reuteri CRL 1098 soloc o en combinacidén con
otros microorganismos del género Lactobacillus, Streptococcus o©
Bifidobacterium. Se inoculan los microorganismos al 0.5-1.0% en leche
entera o descremada, esterilizada o pasteurizada (por ejemplo, por
calentamiento a alrededor de 90°C durante aproximadamente 5-10
minutos). Se incuba a una temperatura de entre aproximadamente 35-40°C
por alrededor de 4 a 8 hs para permitir el crecimiento bacteriano y la
coagulacién de la leche. E]l producto esterilizado y enfriado a 35-40°C
se acondiciona con el agregado de aditivos talea como oligoelementos
(hierro, cobalto, molibdeno, etc.} y/o aditivos necesarios para el
crecimiento y multiplicacién de L. reuteri CRL 1098 y las otras
bacterias lécticaa usadas en los productos fermentados; por ejemplo,
aminodcidos cuya eleccién y concentracién se regula de acuerdo a la

evolucién del cultivo de L. reuteri CRL 1098 y de las bacterias
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lacticas utilizadas como fermentos en la co-fermentacién de la materia
prima. El contenido de cobalamina y/o compuestos anilogeos activos en la
leche fermentada se mide de acuerdo al protocolo esténdar descrito por

Official Methods of Analysis of AOAC International.

Ejemplo 4

Producto fermentado por Lb. reuteri 1098 basadc en leche y suero de

queseria.

Se inocula el microorganismo al 0.5-1.0% en una mezcla de leche-suero
(relacibn 1:1), esterilizada o pasteurizada, por ejemplo a alrededor de
90°C durante aproximadamente 5-10 min. Seguidamente, se incuba a una
temperatura de alrededor de 35-40°C duranté un periodo de
aproximadamente 6 a 12 hs para permitir el crecimiento bacteriano y la
coagulacién de 1la wmezcla. El producto esterilizado y enfriado a
aproximadamente 35-40°C se acondiciona con el agregado de aditivos
tales como oligoelementos (hierro, cobalto, molibdeno, etc.) y/o
aditivos necesarios para el crecimiento y multiplicaciétn de L. reuteri
CRL 1098 y las otras bacterias lacticas usadas en los producfos
fermentadoa; por ejemplo, aminodcidos cuya eleccidén y concentracidn se
regula de acuerdo a la evolucién del cultivo de L. reuteri CRL 1098 y
de las bacterias 1lacticas utilizadas como fermentos en la co-
fermentacifén de la materia prima. El cultivo activo asi cobtenido puede
utilizarse para inocular una mezcla de leche entera o descremada y
suero en polvo (concentracién de 8-20%, p/v). El1 contenidc de
cobalamina y/o compuestos andlogos activos en la leche fermentada puede
medirse de acuerdo al protocolo estandar descrito por Official Methods

of Analysis of ACAC International.

Ejemplo 5
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Producto fermentado en base a leche y suero de queseria, adicionado con

Lb. reuteri CRL1098

La mezcla de leche-suerc (relacién aproximada 1:1) esterilizada o
pasteurizada de acuerdo con lo revelado en el ejemplo anterior, se
cofermenta utilizando el microorganismo Lactobacillus reuteri CRL 1098
s0lo © en combinacién con otros microorganismos de los géneros
Lactaobacillub, Streptococcus o Bifidobacterium. Se inoculan los
microorganismos al 0.5-1.0% y la mezcla leche-suerc se incuba a una
temperatura de alrededor de 35-40°C por un periodo de aproximadamente 4
a 8 has para permitir el crecimiento bacteriano y la coagulacién de la
leche. E1 producto esterilizado y enfriado a 35-40°C se acondiciona con
el agregadc de aditivos tales como oligoelementos {(hierro, cobalte,
molibdeno, etc) y/o aditivos necesarios para el crecimiento vy
multiplicacién de L. reuteri CRL 1098 y las otras bacterias lé&cticas
usadas en los productos fermentados; por ejemplo, aminofdcidos cuya
eleccidén y concentracién se regula de acuerdo a la evolucién del
cultivo de L. reuteri CRL 1098 y de las bacterias lacticas utilizadas
como fermentos en la co-fermentacitn de la materia prima. El1 cultivo
activo puede ser utilizade para inocular una mezcla de leche entera o
descremada pasteurizada con suero en polvo {(concentracidén de 8-20%). El
contenido de cobalamina y/o compuestos andlogoa activos en la leche
fermentada puede ser medidc de acuerdo al protocolo estindar descrito

en Official Methods of Analysis of AQAC Intermational.

Ejemplo 6

Extracto acuoso de soja.

Un extracto acuoso de soja (Composicién porcentual aproximada:
proteinas totales: 3.0%, grasa: 3.6%, carbohidratos solubles: 3.9% y

cenizas 0.5%) fue obtenido mediante la utilizacién de métodos
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tradicionales (KeShun Liu, “Soybeans- Chemistry, Technology and
utilization*, Chapman & Hall Editores) para luego ser esterilizado
mediante ultra alta temperatura (UHT) o con vapor a 100°C durante 90
minutos. El microorganismo Lactobacillus reuteri CRL 1098 sblo o en
combinacién con otros wmicroorganismos del génere Lactobacillus,
Streptococcus o Bifidobacterium, fue cultivado en condiciones
microocaerofflicas en leche de soja, esterilizada y enfriada a alrededor
de 35-40°C. Seguidamente fue adicionada con glucosa (2-5%) y/o
extracto de 1levadura (0.05-0.5%), oligoelementos (hierro, cobalto,
molibdeno, etc) y/o aditivos necesarios para el crecimiento y
multiplicacién de L. reuteri CRL 1098 y las otras bacterias lacticas
usadas en los productos fermentados; por ejemplo, aminodcidos cuya
eleccidén y concentracién se regula de acuerdo a la evolucién del
cultivo de L. reuteri CRL 1098 y de las bacterias lacticas utilizadas
como fermentos en la co-fermentacién de la materia prima. El cultivo
asi obtenido fue inoculado al 1%-2% en la leche de soja estéril,
conteniendo idénticos aditivos, e incubado a alrededor de 35-40°C hasta
obtener un pH entre 4.0 y 5.2. El1 producto fermentado fue adicionado
con colorantes, saborizantes y alternmativamente, con edulcorantes
autorizados (aspartame y/o ciclamateo de sodio) y mantenido a

temperatura de refrigeracién (aproximadamente 4-10°C). '

Ejemplo 7

Mezcla de leche y extracto acuoso de soja

El extracto acuosc de goja procesado de acuerdo con el ejemplo
anterior, y leche entera o descremada (relacién 1:1) pasteurizada segin
ejemplo 2 fue inoculado con Lactobacillus reuteri CRL 1098 e incubado a
35-40°C hasta alcanzar un pH entre 4,5 y 5,2. El1 producto fue

adicionado con espesantes, saborizantes y educorantes autorizados, Yy
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esterilizado por UHT o calentamiento a 100°C durante alrededor de 60

min. El producto asi obtenido fue envasado en condicicnes de asepsia.

Ejemplo 8

Un producto no fermentado en base a cereales deshidratados en forma de

copos, hojuelas, o como barras nutritivas, mono © multicereales,
bafiados con un jarabe conteniendo Lactobacillus reuteri CRL 1098.

En la elaboracién de este producto se utiliza sacarosa, jarabe de
glucosa, aceite vegetal hidrogenado, gelatina y emulsificantes
apropiados (por ejemplo: monoesterato de glicerilo, lecitina, etc.}. Se
obtiene un jarabe. homogéneo, de elevado tenor de sbSlidos (70-90° Brix)
y elevada presién osmética, lo cual impide el desarrollo de
microorganiémos contaminantes, asegurando asi la conservacién del
producto. Otros agentes que pueden incorporarse también son:
gelificantes, colorantes, esencias artificiales correspondientes al
sabor que se desee obtener y &cido citrico disuelto para prevenir una
excesiva inversifn de la sacarcsa presente. Paralelamente al procesc de
fabricacién del caramelo (ligante), se mezclan los cereales
seleccionados en proporciones adecuadas (por ejemplo: trigo inflado,
avena arrollada crocante, hojuelas de maiz crocantes y porotos de soja
tostados y crocantes) y en una mezcladora se unen con la masa de
caramelo a temperaturas comprendidas entre alrededor de 45 y 60 °C. En
esta Gltima etapa, se adiciona la bacteria Lactobacillus reuteri CRL
1098 deshidratada, en una concentracién de alrededor de 10°-10° CFU/g.

Ejemplo 9

Un producto en base a harinas y gelatinas, no fermentado, adicionado

con Lactobacillus reuteri CRL 1098.
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Harina y gelatina comercial puede ser suplementada con la bacteria
Lactobacillus reuteri CRL 1098 deshidratada, en una concentracién de
10%-10® CFU/g. La cepa Lactobacillus reuteri CRL 1098 puede incluirse
en la composicién de las harinas o gelatinas o agregarse en el momento

de la preparacidén del alimento.

Ejemplo 10

Un alimento fermentado en polvo utilizando el microorganismo

Lactobacillus reutefi CRL1058 s80lo © en combinaci®dn con otros

microorganismos del género Lactobacillus, Streptococcus [*]

Bifidobacterium.

El producto puede obtenerse por aspersién del alimento fermentado a
temperaturas no mayocres a alrededor de 60° en una primera etapa de
evaporacién, hasta un punto de concentracién de sélidos totales de 30-
45% y posterior concentracién por aspersién con aire caliente, en un
circuito con aire a alrededor de 120 y 150°C (temperatura de entrada) y
alrededor de 60-80°C (temperatura de salida). El producto fermentado en
volvo también puede obtenerse por liofilizacién convencional. Ambos
procesos conducen a la obtencién de un producto seco que puede
reconstituirse de manera inmediata con agua, leche o jugo de fruta. El
producto seco puede tener una vida (til de alrededor de 6 meses a
temperaturas de alrededor de 20 y 25°C y a una humedad relativa
ambiente de alrededor de 40 y 65%. El producto en polvo asi obtenido
mantiene el contenido de macro-componentes, seqin corresponda a 1la
composicién de la leche (entera, descremada, mezcla de leche-sueroc) o
del extracto acuoso de soja, ademis de un nimero de células viables de
10° unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo. El producto en
polvo puede ser envasado en envases de permeabilidad convencional al
oxigeno y al vapor de agua. Asimismo, el producto en polvo

reconstituido tiene un pH cercanc al de la materia prima de la cual
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proviene (leche, mezcla de leche-suero o extracto acuoso de soja) y su

sabor es agradable.

Ejggglo 1l

Conservacién de los productos de acuerdo con la invencidén

Los productoh fermentados se conservan a temperaturas de alrededor de
10°C durante 30-40 dias {fermentados liquidos en base a leche de vaca o
extracto vegetal) donde la poblacidn lueqo de alrededor de 30-40 dfas
de almacenamiento es de por lo menos 10°-10’ CFU/ml. Los productos
deshidratados mantienen estas caracteristicas hasta los 6 meses a

temperaturas de refrigeracién.

Ejemplo 12

Procedimiento para la preparacién de un producto fermentado de acuerdo

con la invencién

Un procedimiento utilizable en la preparacién de un producto
alimenticic fermentado, de acuerdo con presente invencidén comprende las
etapas de tratamiento térmicc (pasteurizacién, UHT) de la materia prima
(leche, extracto acuoso de socja, cereales, etc), preparacién del
cultivo iniciador (microorganismes pertenecientes a los Géneros
Lactobacillus, y/o Streptococcus, y/o Bifidobacterigm), inoculacién del
cultivo iniciador al 0.5-1.0% y fermentacién a una temperatura de
alrededor de 35-40°C. La interrupcién de la fermentacidén del sustrato
ldcteo o vegetal (por ejemplo para un extracto acuoso de soja) se
produce enfriande r&apidamente el producto fermentado entre 4 y 12°C,
Este producto enfriadc se encuentra listo para consumo y tiene una vida
itil de alrededor de 20-30 dfas cuando se lo almacena entre 4 y 10°C.

Para la leche fermentada bebible no se requiere de envases especiales.
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El producto obtenido puede ser envasado en envases tipo tetrabrick o
bolsas y botellas de material plastico, o envases de vidrio. La
congervacién del producto es a temperaturas de alrededor de 10°C
durante 30-40 dias donde la poblacién microbiana luego de este pericdo
de almacenamiento es de por lo menos 10° UFC/g para un inoculo de
alrededor de 10* a 10° UFC/g del medioc de fermentacién. La diferencia
entre el pH 'del producto al final de la fermentacién y luego de 30-40
dias de almacenaje a 10°C es igual o menor a 0.2. De acuerdo con la
invencién, es posible reemplazar el proceso de esterilizacidn por el de
pasteurizacidn del sustrato (por ejemplo, 95°C durante 5-10 min) o por
esterilizacién a ultra-alta temperatura (UHT) por inyeccién directa de
vapor en el producto (por ejemplo, 135°C durante 3 seg). Previo a la
inoculacién con Lb. reuteri y 1los fermentos 1lacticos (géneros
Lactobacillus, y/o Streptococcus, y/o Bifidobacterium) el sustrato es
enfriado a temperaturas de alrededor de 25 a 45°C. Se usa un inoculo de
10* a 10° UFC/g en el medio de fermentacién. Dependiendo de las
bacterias 1l&acticas usadas en la co-fermentacién con Lb. reuteri
(Géneros Lactobacillus, y/o Streptococcus, y/o Bifidobacterium) la
fermentacién se lleva a cabo durante 4 a 24 horas y se detiene a un pH

entre 4 y 5.
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- Reivindicaciliones-

1) Un cultivo puro de Lactobacillug caracterizado porque es un cultivo

puro de Lactobacillus reuteri CRL1098, depcsitado en la coleccién
alemana de cultivos DSMZ con el nlimero 15599, Yy porgue presenta la
capacidad de producir cocbalamina (vitamina B,;} y compuestos andlogos

activos.

2) Un producto alimenticio caracterizado porque utiliza bacterias
at . e
lacticas de 1la especie Lactobacillus reuteri de acuerdo con 1la

reivindicacién 1, como productoras de cobalamina y compuestos anédlogos

activos.

3) Un producto alimenticio caracterizado porque comprende bacterias

lacticas de 1la especie Lactobacillus reuteri de acuerdo con 1la
reivindicacién 1, como productoras de cobalamina y compuestos andlogos

activos.

4) Un producto alimenticio caracterizado porcque luege de ser tratado o

adicionadoe con el wmicroorganismo Lactobacillus reuteri CRL1098 de
acuerdo con la reivindicacién 1 presenta la capacidad de mejorar el
nivel de cobalamina y/o anilogos activos en el consumidor.

5) Un producto alimenticic de acuerdo con la reivindicacién 2,

caracterizado porque es un productc alimenticio fermentado que utiliza

bacterias 1l&acticas de 1la especie Lactobacillus reuteri, como

productoras de cobalamina y compuestcs andlegoa activos.

6) Un producto alimenticio de acuerdo con 1la reivindicacién 5

caracterizado porgque es un producto alimenticio fermentado y porque

comprende al microorganismo Lactobacillus reuteri CRL1098 sdlo o en
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combinacién con microorganismos 'del Génerc Lactobacillus, vy/o

Streptococcus, y/o Bifidobacterium.

7) Un producto alimenticio de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 2 a 6, caracterizado porque ademds comprende cepas de
bacterias de grado alimentario pertenecientes a especies diferentes

que el Lactobacillus reuteri CRL1098.

B) Un producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacién 2,

caracterizado porque es un producto alimenticio fermentado y porque se

basa en un extracto acuoso de sBoja.

9) Un producto alimenticio de acuerdoc con la reivindicacién 3,

caracterizado porque se basa en un extracto acuoso de soja.

10) Un producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacién 2,

caracterizado porque es un producto alimenticio fermentado y porque se

basa en leche de vaca.

11) Un producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacién 3,

caracterizado porque se basa en leche de vaca.

12} Un producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacién 11,

caracterizado porque se basa en una mezcla de leche de vaca y suero de

queseria.

13) Un producto alimenticio de acuerdo con la reivindicacién 2,

caracterizado porque es un producto alimenticio fermentado y porque se

basa en una mezcla de leche de vaca y suero de queseria.
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14) Un producto alimenticio de acuerdo con 1la reivindicacién 3,

caracterizado porque se basa en cereales, harinas, jugos de frutas o

gelatinas.

15) Un producto alimenticic de acuerdo con 1la reivindicacién 14,

caracterizado porque se basa en una mezcla de cereales deshidratados

(mono o multicereal).

16) Un producto alimenticio de acuerdo con una cualquiera de 1las

reivindicaciones 2 a 15, caracterizado porque ademids comprende uno o

mis aditivos seleccionados entre proteinas, grasas, aceites, dextrosa,
sacarcsa, Jjarabe de fructosa, extracto de levadura, oligoelementos,

factores de crecimiento y aminodcidos.

17) Un producto alimenticio fermentado, de acuerdoe con 1la

reivindicacién 5, caracterizado porgue incluye en 1la fermentacién

microorganismos del Génexro Lactobacillus y/o Streptococcus y/o
Bifidobacterium.

18) Un producto alimenticio fermentado, de acuerdo con la

reivindicacion 5, caracterizado porque es sometido a un proceso de

ultra alta temperatura (UHT).

19) Un producto alimenticio de acuerdo con 1la reivindicacién 18,

caracterizado porque es sometido a un proceso de ultra alta temperatura

(UHT) y porque se basa en leche vacuna o en un extracto acuoso.

20) Un producto alimenticio de acuerde con 1la reivindicacién 3,

caracterizado porque es un producto alimenticio que se encuentra en

forma de polvo.

24



21) Uso del microorganismo Lactobacillus reuteri CRL1098 de acuerdo con

la reivindicacién 1, caracterizado porque se lo utiliza como bacteria

fermento o bacteria iniciadora en 1la elaboracién de un producto

alimenticio.

22) Uso del microorganismo Lactqﬂhcillus reuteri CRL1098 de acuerdo con

la reivindicacién 1, caracterizado porque se lo utiliza para aumentar

el contenido de cobalamina y/o anflogos actives en un producto

alimenticio.

23) Un procedimiento para la preparacién de un cultivo purc de
Lactobacillug reuteri CRL1098 de acuerdo con la reivindicacién 1,

caracterizado porque comprende las etapas de crecimiento bacteriano,

producclén de biomasa, secado por spray o liofilizacién y opcionalmente

envasado.

24) Un producto liofilizado caracterizado porque comprende bacterias

licticas de 1la especie Lactobacillus reuteri de acuerdo con la
reivindicacién 1 y porgque es utilizable para suplementar productos
seleccionados entre los productos alimenticios, farmacéuticos vy

cosméticos.

25) Un preoducto deshidratado en polve caracterizado porque comprende

bacterias lacticas de la especie Lactobacillus reuteri de acuerdo con
la reivindicaciétn 1, en un soporte inerte de grado alimentario y

porque es utilizable como aditivo alimenticio.
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- Resumen -

Un cultivo puro de Lactobacillus reuteri CRL1098, depositado en la
coleccién alemana de cultivos DSMZ con el nlmero 15599, el cual es
capaz de producir cobalamina (vitamina B,;) y/o compuestos andlogos
activos; proguctos alimenticios, fermentados o no, que comprenden o que
utilizan dichas bacterias ladcticas y usos de dicho cultive. Se revelan
productos basados en extractos acuosos, en particular extracto acuoso
de soja, jugos de frutas, leche de mamiferos, leche de vaca, mezcla de
leche de vaca y suero de queseria, cereales, cereales deshidratados,

harinas, jugos de frutas y gelatinas.
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Iuﬂﬁwwﬁﬂm—wn 2003-05-12 .

(x)' visble
( ¥ molongsr viable -

w.mmmmmmmmmm

V. INTERNATIONAL DEPOSITAKY AUTHORITY

Neme  DSMZDEUTECHE SAMMLUNG VON Signatare(s) of perwsnie) bvind e

-~y - L

! EﬂhﬁlﬂmMq“lm“ﬂl“hh‘hﬂﬂ“h(ﬁﬂﬂﬂﬁllh
z hhﬂlﬁlﬂbhhﬁl&)@(‘u‘)dm*hh-ﬂmﬂvﬂhu

Mark with & cooms the

. Fill in if the iaformation bnlq-d-hﬂl-_lld'lh-mw

Form DSMZ-BP/S (sole page) 1272001



[Pdgina 2] TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES
DE PATENTAMIENTO.
FORMULARIO INTERNACIONAL -
Graciela Font de Valdez.

Centro do Referencia para Lactobacilos- - -
(CERELA)/CONICET - . .
Chacabuco 145 - FessmmmmemmsasemsccesssmreEeeswean
4000, S.M. de Tucumin
Tucumdén, Argentina -— -
RECIBO EN EL CASO DE DEPOSITO ORIGINAL emitido - conforme a la
Disposicién 7.1 - por la AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL
identificada al pie de la presente pdgina.
L. IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO. ——— .-
Referencia de Identificacién otorguda por el DBPOSITANTB CRL 1098.-—--
Nimero de acceso otorgado por Ia AUTORIDAD DEPOSITARIA
INTERNACIONAL: DSM 15599.
IL.- DESCRIPCION CIENTIFICA Y/O DESIGNACION TAXONOMICA
PROPUESTA: {no marcada) dolcri'i:ci_bp cientifica, [marcada] designacién

taxonémica propuesta. (Marcar con-una cruz lo que corresponda).----=-===~-----
III.- RECIBO Y ACEPTACION.--
La Autoridad Depositarie Internacionsl acepta ¢l microorganismo identificado

segiin on el punto I ut supra, recibido por la misma el 2003-05-12 (Fecha del
deposito original)'. S —— —
IV.- RECIBO DE SOLICITUD PARA CONVERSION.---
El microorganismo identificado en el punto I wr supra fue recibido por la

Autoridad Depositaria Intornaclonal ol (fecha del depésito origis
solicitud para convertir el depésito original en un depésito cf
Tratado de Budapest el (fecha de recibo de la solicitud de conversi
V.- AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL.
Nombro: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANIS VU
ZELLKULTUREN GmbH.-s-vrmezeezenes — LB
Domicilio: Mascheroder Weg 1b, D-38124 lirnunleh‘i;il.

Firma/s de la persona/s con facuitad para representar a la "Autoridad
Depositaria Internacional o del/de los funeionariols autorizado/s: [sigue una
firma ilegible]. Fecha: 2003-07-07. -------------------_'----‘-- --




“&%‘Mi ViiniE
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MAT. 3308

TRADUCCION PUBLICA.
[E]l presente documento incluye loyendas en un idioma distinto al inglés y al

casteliano].
{En la esquina superior derecha de cada pégina del presente documento figura
un logotipo pre-impreso con la siguiente loyenda:] Deutsche Sammlung von,

' Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH.--~ -

{Pigina 1] DSMZ Mascheroder Wog 1 b D-38124 Braunschweig
Graciela Font de Valdez.----~--cccacmmecmnmsoncerenmoe e ccce s ann e ees
Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA)/CONICET ~-===csncsconccmarracanaren-
Chacabuco 145
4000, S.M. do Tucumén —-----

Tucumién, Argentina

Vuestra referencia: [en blancol]. wavmtmvesemveecscesarmseesmassecsemanm————
Nuestra referencia: P123 03.
Teléfono: 0531/2616. 254 vew@dsmz.de. . P -
Fecha: 2003-07-07.
Referencia: Depésito de Microorganismos segiin ol Tratado de Budapest.-------
Adjunto al presente se encuentran el Recibo y ia Deciaracidén de Viabilidad

para la cepa que se detalla a continuacién:-- - mmmmmn—meaaesmc—an
Lactobacilius reuteri CRL 1098. DSM 15599.
Nuestra factura No 2303113 -ys fue cancelada por INNOVA-t. ---
Sinceramente. [Sigue uns firma ilegible con la signiente aclaracién:) Dr. Vera
Weihs. S —

" DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH.----

Nota: U 1 ido pi ibif
ota: Una ve-z quc-n a3 copas hayan sido preservadas, recibi ﬁﬁ'}m 2 u cam bo

ol control de identidad. "-_gﬁ writegR
{En el margen inferior se leen las signientes loyendas:]-----4:3 -t-u-s pre2065 |
Geschifisfohrer: Prof. Dr. Erko Stackebrandt. FEIIN ANDO u‘ﬁ'ﬁﬁﬁ \
Aufsichtsratsvorsitzender: Mr. Dr. Axel Kollatschny. -----}-%c® .a‘ggﬂl VL m
Baakkonten: NORD/LB Braunschweig Kto. Nr. 2 039 220 (
SWIFT: NOLADE 2H. ---- T I, * . -

Postbank Hannover, Kto.-N'r. 1060 79-304 (BLZ 250 100 30).
Rogistergericht: Amtagericht Braumschweig, HRB 2570. DSMZ-Mascheroder
Weg 1 b, D-38124 Braunschweig-Alemania, Telefon: 05 31/26 16-0, Telefax:
0531/26 16-418, E-mail: help@dsmz.de, URL: http://www.dsmz.de. -----a--e---
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Domicilio: Mascheroder Weg 15;-D-38i;4 -;-umchweij-—i"_'i_.._. YRR i
Firma/s de la persona/s con facultad para representar a la " Autoridad

- T
-

Depositaria Internacional o del/de losfancionario/s autorizado/s: [sigue una
firma ilegible]. Fecha: 2003-07-07.----- -—--

-! Indica la fecha del depésito originil o, la focha de un nuevo depésito o
transforencis, la fecha mds re!aunte,'(feeha del nuevo depdsito o de Ia

transferencia). -
2 En los casos mencionados-en la Disposicién 10.2 (a) (ii) y (iii) se hace

referencia a la prueba de viabilidad més recieate.

} Marcar con una cruz lo que corresponda. semmmemssmseermmmeeseem—sssesomeas

+ Completar solo en el caso do que la inf&mieidn hubiese sido solicitada y
los resultados de la prucba fuesen negativos.-=-===seecmcccncmccccnncncacnncceannn.
Formulario DSMZ-BP/9 (Gnica pégina) 12/2001.
Es traduccidn fiel al idioma castellano de las partes del documento original

redactadas en idioma inglés que he temido a la vista y al cusl me remito y
adjunto a Ia presente. En la ciudad de Buenos Aires, a los cuatro diss del mes

noviembre del afio dos mil cinco.

coDLEEel:: &E TRADUOTORES Pyt 003 Q\v 2AGAR
UMD DE BUzNEg pipzs : ALEJANDMA
Corr la lnaci m

Traductora Pdblioa Ingtie
sat. T* XI1i-F* 053 CAP, FED.
* U NALNP. G.T.P.C.LA Ne &3
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" Niémero de acceso otorgado por la AUTORIDAD

! Cuando corresponda aplicar la Disposicién 6.4 (d), dicha fecha serd 1a fecha
en la cual se adquirié la condicién de Auntoridad Depositaria Internacional. ----
Formulario DSMZ-BP/4 (Gnica pigina) 12/2001.
[Pégina 3] TRATADO DE BUDAPEST SOBRE RECONOCIMIENTO
INTERNACIONAL DE DEPOSITO DE MICROORGANISMOS PARA FINES
DE PATENTAMIENTO. . T ———
FORMULARIO INTERNACJONAL
Graciela Font de Valdez. ieasumserceecaesace=sesmmveessceseemmmm—e—mm———-
Centro de Referencia para Lactobacilos
(CERELA)/CONICET PO S—
Chacabuco 145 ' -
4000, S.M. de Tucumén--- R
Tucumén, Argentina
DECLARACION DE VIABILIDAD emitida - conforme a la Disposicién 10.2 -
por la AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL identificada &l pie de

la presente piégina.- ——— - - .
I.- DEPOSITANTE:
Nombre: Graciela Font de Valdez.------<cc-ooe-- B TP IR

Domicilio: Centro de Referencia para Lactobacilos

(CERELA)/CONICET «-c-e--ceemmne-- - .
Chacabuco 145

4000, S.M. de Tucumién -—— S
Tucumén, Argentina -

II.- IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO. e T

Il NIVENO ﬂl’!l'l'lﬂ IITI COMms ROk
TENER _CGEREBPGROENSCIA i KTcom:

INTERNACIONAL: DSM 15599..--- eemmememmmaseeames—canan oy S U
Focha del depésito o transferencia': 2003-05-12 . inalel "*’3"‘;
III.- DECLARACION DE VIABILIDAD ~wm-mnesarecancecanesmaans ﬁl 06 DIC 2005 }g‘“

La viabilidad de] microorganismo identificado en el punto II ""_ 7 A:ﬁqm\[g“g, '. )
Pﬂ)bldl ol dis 2003-05-122. En dicha fecha, el microorfas (I kh S
[mnrcndo]’ viable, [en blaneo]’ no visble.

IV.- CONDICIONES BAJO LAS CUALES SE EFECTUO LA PRUEBA DE
VIABILIDAD *,
{en blanco]. ——— mmmesemesemmiecamessanaan RS
V.- AUTORIDAD DEPOSITARIA INTERNACIONAL. --
Nombre: DSMZ-DEUTSCHE SAMMLUNG VON MIKROORGANISMEN UND
ZELLKULTUREN GmbH. --~neocemenmeem

E "&?"c"é'iliae Y0
]
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Pursuant to Section 10, Paragraph D of Act 20.305, the COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS
DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES (Swom Translators Assoclation of the City of Buenos Aires),
hereby certifies that the signature and seal affixed hereto appear to match the specimen signature and
seal of the Traductor Piblico (Swom Translator) whose name is subacribed to the attached translation,

as such specimen signature and seal are kept on file in our office. -

THIS CERTIFICATION IS NOT VALID WITHOUT THE STAMP ON THE LAST PAGE OF THE
ATTACHED TRANSLATION. '

Vu par le COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES (Ordre
de Traducteurs Officiels de la ville de Buenos Alres), en vertu des atiributions qui lui ont été accordées
par | article 10, alinéa d) de la Lol n® 20.305, pour la seule légalisation matérielle de la signature et
du sceau du Traductor Publico (Traducteur Officiel) apposés sur la traduction du document ci-joint,
qui sont conformes & ceux déposds aux archives de catte Institution.

LE TIMBRE APPOSE SUR LA DERNIERE PAGE DE LA TRADUCTION FERA PREUVE DE LA’

VALIDITE DE LA LEGALISATION.

Con la presente il COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES
(Collegio dei Traduttori Giurati della Citth di Buenos Aires) ai sensi della facolta conferitagli
dali’articolo 10, comma d), della Legge 20.305, CERTIFICA, esciusivamente, la firma ed il timbro del
Traductor Publico (Traduttore Giurato), apposti in calce alla qui unita traduzione, in conformita alla
firma ed al timbro depositati nei propri registri.

LA PRESENTE LEGALIZZAZIONE SARA PRIVA Di VALIDITA OVE NON VENGA TIMBRATA NELL ULTIMO
FOGLIO DELLA TRADUZIONE.

Através da presente 0 COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS
AIRES (Colégio de Tradutores Publicos da Cidade de Buenos Aires), em virtude das atribuicoes
conferidas pelo art. 10 inc. d) da Lei 20.305, certifica unicamente que a assinatura e o carimbo do
Traductor Publico (Tradutor Publico) que subscreve a tradugo adjunta conferem com a assinatura e
o carimbo arquivados nos registros dasta instituigio.

A PRESENTE LEGALIZAGAO SO SERA CONSIDERADA VALIDA COM A CORRESPONDENTE
CHANCELA MECANICA APOSTA NA ULTIMA FOLHA DA TRADUGAO.

Kraft der Befugnis, die ihr durch Art. 10, Abs. d) im Gesetz 20.305 verliehen wird, bestatigt hiermit der
COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES (Kammer der
Vereidigten Ubersetzer der Stadt Buenos Aires) lediglich, dass Unterschrift und Siegel, des Traductor
Publico (Vereidigten Obersetzers), mit denen die beigefigte Ubersetzung versehen ist, mit den
entsprechenden Registereintragungen dieser Institution dberelnstimmen.

VORLIEGENDE BEGLAUBIGUNG IST UNGULTIG OHNE DEN

REA0HOENSTEPEL AU” DEM L STZTEN BLATT DER SEicescry oSl lire
| ad 9-%/.
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COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS
DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES

REPUBLICA ARGENTINA
LEY 30500

LEGALIZACION

\ gQ& resents, ol COLEGIO DE TRADUCTORES PUBLICOS DE LA CIUDAD DE BUENOS AIRES,

%:;’Qs

ma y el sello quo' aparecen en la traduccién adjunta, concuerdan con los correspondientes

-Ghmﬂbmdmm.l'n.d)&hwmmm que la

al Traductor Publico

ZAGARI, MARIA ALEJANDRA
que obran en los registros de esta institucién en el folio tomo
INGLES , 55 13
EL NOTARIA NOVEND AUTERTICA EITA GHFMI
“'m;;'- -

Buenos Aires, ) agaitzacion Namero: 2230 / 2005/ T6
Fecha: 04/11/05
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T 004091936
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Buenos Aires, 07 de Noviembre de 2005

R

En mi cardcter de Escribano titular del Registro 712

CERTIFICO que la reproduccién anexa, extendidaen cinco

foja/s, que sello y firno, es COPIA FIEL de su original, que tengo a la vista, doy fe.

. £y N{EATES bolA COFLE M
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EL COLEGIO DE ESCRIBANOS de is Cludad de Buencs Aires, Capital Federal de ia Repéblica (4] :

Argenting, en virtud de lns facnitades que le conflere la ley vigente, LEGALIZA la firma (| :

y sello del escribano  ZULEMA:ZAPPALA DE:GARCIA BELMONTE

obrantes en el documento anexo, presentado en el dia de la fecha bajo '__‘}'

d N ::051108421023/0

el contenido y forma del docimento,

/* COLEGIO DE
oA ESTINTICA EBTA
e EO PO
DRGIIAL QUE YA 5100 PR
eyt K

N

. La presente legalizacién no Juzga sobre z

Buenos Alres, Martes 8 ds Noviembre de 2005
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(convonﬂLnyodura 1981) A 00058771

/////

1. PAIS: REPUBLICA ARGENTINA

El presente documento piiblico
2. Ha sido firmado por _ ENRIQUE OSCAR SOLER - —_— _—

3. Quien actia en calldad de . LEGALIZADOR -- e
4. Lieva el selio / imbre de __COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUENOS

AIRES-—--~- - -— -— e P

5.En LA CIUDAD DE BUENOS AIRES @ E|dia ._08/11/2005

7. Por EL_ COLEGIO DE ESCRIBANOS DE LA CIUDAD DE BUEROS AIRES
MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES, COMERCIO INTERNACIONAL Y CULTO
{Convanio 02/09/2003)
8. Bajo el nimero; 051108039861
9. Sello / Timbre

_ -‘1
¥ nETAND WOVESD BUTENICA O SXERC: ISAAC R. MOLINA
fvsa mm%m e bn.smo DE E8CRIDANOS
:_nm ZionT. ' | CONSEJERO




REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Folio 68
2020

Bogot4 D.C.,

Doctor (a)

VILLAMIL JIMENEZ LUEZ HELENA

Apoderado(a) y/o Representante de

CONSEJO NACIOMAL DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS Y TECNICAS (CONICET)

REFERENCIA Radicacifn No. 05 85140
Trimite 2
Evento 1
Actuacién 418
Oficio Ro. 1550
Foliocse 1

Tenlendo en cuenta que la solicitud de privilegio de patente que se tramita bajo el
expediente indicado en la referencia, refine los requisitos de forma establecidos en
los articulos 26 y 27 de la Declsisén 486 de la Comisién de la Commidad Andina, y
en las demis disposiciones vigentes scbhre la materia, se envia el extracto de la
solicitud a la Oficina de Comunicaciomes para efecto de su publicacién en la Gaceta
de Propledad Industrial, conforme lo sstablece al articulo 40 de la misma Dacisifn.

8iendo manifestaclén expresa del interesado de efectuar la publicacién "inmadiato”,
esti se realizarfi en la préxima gaceta de Propledad Industrial.

ALIX
Jefe de l3/divisién de Nuevas Creaclones

adpalo



